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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Distrito de Cajamarca en la
Universidad Nacional de Cajamarca con el objetivo de determinar los parametros de
obtencion y conservacion de cuajo bovino en el Distrito de Cajamarca. Para la obtencion
del cuajo, se trabajé con abomaso seco de bovinos adultos de 2,0 afios de edad de raza
criolla. EI abomaso seco se cortd en cuadrados de 1 cm?, luego se procedio a la extraccion
de la enzima con solucién é&cido clorhidrico a pH 2,0 a través de una prueba previamente
establecida; luego se adiciono cloruro de sodio al 3% y 5%(p/v), como conservante se
adiciond benzoato de sodio al 0,1%; la extraccion se hizo por 18 horas a temperatura de
14°C; seguidamente se filtro y se obtuvo la solucion enzimatica. Luego la solucion
obtenida se activo a pH 5,6 y 5,8 con fosfato di potasico. Posteriormente se filtro con
papel (WHANTAN N° 42) la solucion enzimatica obteniéndose cuajo liquido con una
fuerza de 371,00; seguidamente se envaso en frascos de vidrio ambar y se almaceno por
un mes a temperaturas de 7°C y -7°C. Y finalmente se realizo un analisis microbiolégico
presentando Ausencia en Salmonella, Clostridum sp, Aerobios Mesofilos, E. Coli, y con
10 LUFC/g de S. aureus, cumpliendo con la Norma Sanitaria que establece los criterios
microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para visceras de bovino y cuajos. Para
evaluar los tratamientos se aplico un disefio completamente al azar con arreglo factorial
de 2x2x2, el cual const6 de 8 tratamientos Yy tres repeticiones. Los tratamientos 6ptimos
se eligieron en base a la fuerza de coagulacion que tuvo el cuajo liquido, siendo el
tratamiento N°1(S:pH1T1) a concentracion de sal al 3%, pH 5,6 y a T° de 7°C siendo el

Optimo para la obtencion y conservacion del cuajo de bovino.



ABSTRACT
The present research work was carried out in the District of Cajamarca in the National
University of Cajamarca with the objective of determining the parameters of obtaining
and preserving bovine rennet in the District of Cajamarca. To obtain the rennet, we
worked with dry abomasum of bovine adults of 2.0 years of Creole breed. The dried
abomasum was cut into squares of 1 cm2, then the enzyme was extracted with
hydrochloric acid solution at pH 2.0 through a previously established test; then 3% and
5% (w / v) sodium chloride was added, 0.1% sodium benzoate was added as a
preservative; the extraction was done for 18 hours at a temperature of 14 ° C; Then, the
enzyme solution was filtered and obtained. Then the solution obtained was activated at
pH 5.6 and 5.8 with potassium dihydrogen phosphate. Subsequently, the enzyme solution
was filtered with paper (WHANTAN N ° 42) obtaining liquid rennet with a strength of
371.00; then it was packed in amber glass jars and stored for a month at temperatures of
7°C and -7°C. And finally a microbiological analysis was carried out, showing Absence
in Salmonella, Clostridum sp, Mesophilic Aerobios, E. Coli, and with 10 1 CFU / g of S.
aureus, complying with the Sanitary Standard that establishes the microbiological criteria
of sanitary quality and safety for viscera of bovine and rennet. To evaluate the treatments,
a completely randomized design with a 2x2x2 factorial arrangement was applied, which
consisted of 8 treatments and three repetitions. The optimal treatments were chosen based
on the coagulation force of the liquid rennet, with treatment No. 1 (S1pH1T1) at 3% salt
concentration, pH 5.6, and T ° of 7 ° C being the optimum for the obtaining and

conservation of bovine rennet.
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CAPITULO |

l. GENERALIDADES
1.1. Introduccién

En casi todas las comunidades campesinas de la sierra del Per(, la ganaderia constituye
la actividad principal después de la agricultura; los comuneros son especialmente
criadores de ganado vacuno, ovino, caprino y en menor proporcion de porcino. En
consecuencia es muy comun ver en ellas, la elaboracion del queso a partir de la leche de
vaca en mayor proporcion a comparacion de los otros animales mencionados,
generalmente la elaboracion del queso es utilizado para el autoconsumo y venta teniendo
en cuenta que la industria quesera, asi como un pequefio grupo de queseros artesanales
utilizan el cuajo en polvo o pastilla, que proceden principalmente de Dinamarca, Estados
Unidos, Alemania federal y Japon entre otros, en la actualidad; ademas no existen datos
estadisticos acerca de la produccion de cuajo liquido elaborado a nivel artesanal muy
usado por la mayor parte de los comuneros. En las comunidades campesinas no se
comercializa el cuajo liquido como tal, pero se observa que los comuneros propietarios
de rebafio de ganado bovino de regular tamafio, acondicionan y desecan los abomasos y
elaboran sus propios cuajos liquidos de acuerdo a las costumbres del lugar donde viven

(Cérdova 2009).

Segun indica Pérez (2011) el méximo responsable de la fabricacion de queso, es sin duda
alguna el cuajo, sustancia que provoca que la leche “cuaje” y se produzca la separacion
de las proteinas de la leche fundamentalmente la caseina y resto de componentes solidos
del suero de la misma(lacto suero, agua y azucares) y es elaborado en forma artesanal por
el propio quesero; utilizando procedimientos empiricos, obteniéndose un producto con
materiales extrafios y sin parametros establecidos con variable fuerza de coagulacion; los
cuales no tienen durabilidad y mucho menos calidad higiénica ; esto conlleva a que

1



muchos pequefios productores de quesos pierdan o desechen los cuajos que preparan por

falta de informacidn y esto se puede evitar brindando capacitaciones.

La importancia seria que la elaboracion artesanal de cuajo, debe seguir las normas de
calidad estandarizadas; por lo tanto el presente trabajo busca establecer parametros de
proceso en la obtencion y conservacién de cuajo bovino. Frente a esto se plantea el
objetivo principal para la presente investigacion es. Determinar los parametros de

obtencion y conservacion de cuajo bovino en el Distrito de Cajamarca.

1.2. Problema de investigacion

Los cuajos son preparados artesanalmente por los mismos queseros y las recetas varian
segun su localidad. Estas pueden ser en forma de pasta, extractos liquidos o cuajar seco.
Los procedimientos de obtencién suelen ser laboriosos y largos. Estos cuajos por lo
general presentan altos indices de contaminacion microbioldgica; su fuerza coagulante no
es estandarizada de lote a lote, ya que de esta no se tiene una concentracion exacta y se
va dando un estimado a prueba y error los primeros dias con cada lote, debido a los
procedimientos de conservacion pueden presentar una variacion de la composicion
enzimatica manifestando una pérdida de actividad enzimatica (Call Martinez, G. M.

2015).

El cuajo liquido es preparado de forma artesanal por el propio quesero, este es elaborado
utilizando procedimientos empiricos sin tener en cuenta su parametros éptimos de dicho
cuajo obteniéndose un producto generalmente con diferentes fuerzas de coagulacion vy
con algunas contaminaciones perjudiciales para la cuajada la cual no garantiza
durabilidad y mucho menos calidad y salubridad ; esto conlleva a que muchos pequefios

productores de quesos pierdan o desechen los cuajos que preparan o en todo caso lo
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reemplazan por cuajos comerciales ya que estos estan estandarizados tanto en el tiempo

de cuajado, cantidad de cuajo a utilizar y fuerza de coagulacion (Cérdova 2009).

Espinoza y Vial (2003), mencionan que no existe patron alguno en las técnicas de
elaboracion aplicadas por los ganaderos. Asi es como el proceso de coagulacion tiene
importantes variaciones de un productor a otro, partiendo de la obtencion e incorporacion
del cuajo. Algunos agregan un raspado del interior del cuajar directamente a la leche;
otros llenan los cuajares con leche y posteriormente agregan parte del coagulo producido
a la leche que se desea coagular; y hay quienes trozan el cuajar luego lo maceran en agua,
después agregan el liquido obtenido a la leche para ser coagulada. Es asi como existen
variaciones en las cantidades de cuajo que se agrega, lo que determina, en parte, que los

tiempos y la fuerza de coagulacion sean muy variables.

Lo expuesto en los parrafos anteriores nos conlleva a realizar la determinacion de
parametros de obtencion y conservacion de cuajo de bovino en la provincia de Cajamarca
con el fin de que la poblacion mayormente los productores de queso obtengan esta
informacion sobre los pardmetros de obtencion de cuajos liquidos y la fuerza de

coagulacion de los mismos.

1.3. Formulacion de problema

¢Cuéles son los pardmetros de obtencidn y conservacion de cuajo de bovino en el Distrito

de Cajamarca?

1.4. Hipdtesis de la investigacion

Los parametros de obtencidn y conservacidn de cuajo bovino en el Distrito de Cajamarca

tienen una buena fuerza de coagulacion enzimatica.



1.5. Objetivos de la investigacion
a.  Objetivo General

o Determinar los parametros de obtencion y conservacién de cuajo bovino en el

Distrito de Cajamarca.

b.  Objetivos especificos

. Obtener la solucién enzimatica con solucién de &cido clorhidrico y con parametros
de extraccion, pH en activacion y temperatura de conservacion de cuajo bovino en
el Distrito de Cajamarca.

o Evaluar la fuerza de cuajo que tiene la solucion enzimatica (cuajo bovino) en el
Distrito de Cajamarca.

o Evaluar de manera fisicogquimica y microbioldgica la solucion con mayor fuerza de
coagulacion enzimatica obtenida y conservada en el Distrito de Cajamarca.

o Evaluar la humedad y materia seca del abomaso seco para la obtencion y

conservacion de solucién enzimatica en el Distrito de Cajamarca.



CAPITULO Il

Il.  REVISION DE LITERARIA

2.1. Antecedentes de la investigacion

En el Distrito de Cajamarca se cuenta con un unico camal o centro de beneficio activo
que es el camal municipal, el mismo que cuenta con una infraestructura muy basica para
dicho fin y no mantiene un frigorifico. Este camal tiene mas de 82 afios de antigiedad y
hasta un afio aproximadamente no cumplia con los requisitos exigidos por el SENASA,
pero ahora ha remodelado y acondicionado sus areas de trabajo habiendo implementado,
rieles, carritos para transporte de animales, entre otros. Esta ubicado en la misma ciudad
de Cajamarca y se proyecta con alta peligrosidad de contaminacion para la poblacion en
la medida que esta dentro de la zona urbana, ademas sus afluentes van directamente al
rio, su capacidad para beneficio diario es de 30 reses, 300 carneros y 200 porcinos, sin
embargo en la actualidad su capacidad de trabajo diario es de 30 reses y 40 carneros y 25
chanchos, la razon de esto radica en la aparicion de centros de beneficio clandestinos

(Technoserve, 2004).

Segun las estadisticas registradas en el camal los dias lunes y miércoles hay mayor
beneficio de bovinos debido a que los dias lunes son traidos desde la pecuaria Iscoconga
y gran cantidad de bovino adulto el cual permite obtener con facilidad los abomasos, si
bien se sabe de acuerdo a la cantidad de bovinos beneficiados por dia genera la cantidad
de abomasos que serdn utilizados para la elaboracion de cuajo liquido, en la tabla
siguiente se describe la cantidad de bovinos beneficiados por mes de los Gltimos afios
hasta la actualidad, esta informacion brinda el administrador del camal Hugo Goéngora

Sanchez.



MUNICIPALIDAD PROVINCIAL DE CAJAMARCA
GERENCIA DE DESARROLLO ECONOMICO

=
o £ SUBGERENCIA DE FISCALIZACION CONTROL Y POLICIA MUNICIPAL
i CAMAL MUNICIPAL
“ANO DEL DIALOGO Y LA RECONCILIACION NACIONAL”
BENEFICIO DE ANIVALES
ANO | ESPECIE | ENERO _FEBRERO _ MARZO ABRIL | MAYO JUNIO JULIO | AGOSTO | SETIEMBRE  OCTUBRE _NOVIEMBRE | DICIEMBRE |
2016 VACUNO | 923 915 896 912 | 985 894 984 956 924 920 895 | 965
_OVINO | 1342 1275 1189 | 1386 1426 | 1384 1290 | 1478 | 1356 1458 | 1390 1386
2017 _VACUNO | 894 924 1826 985 927 935 898 912 | 896 958 892 | 944
OVINO | 1428 1382 11396 1290 | 1386 | 128C 1349 1480 | 1386 1429 1329 1365
2018  VAGUNO 924 835 954 945 898 929 950 | 936 928
OVINO 1322 1428 1328 | 1298 | 1378 | 1438 | 1430 | 1372 | 120

Figura 1: Beneficio de bovino y ovino en el camal Municipal de Cajamarca

Segun Cdérdova (2009) la investigacion se realizo con el fin de determinar los parametros
de produccion y conservacion del cuajo. EI abomaso seco se cortd y se procedid a la
extraccion de la enzima con &cido clorhidrico 3 mM, pH 2,5. Se activo la solucién de
enzima y se filtro para producir el cuajo liquido con 1: 607,59 fuerza (+ 1,58) Unidades
Soxhlet. El cuajo liquido se llend en botellas de polietileno blanco lechoso de baja
densidad y se almacend durante un mesa 4 ° C, -7 ° Cy -198 ° C, para su posterior
evaluacion. La resistencia del cuajo liquido en almacenamiento a 4 ° C no dio buenos
resultados, debido a la pérdida del 38,47% de fuerza. El cuajo liquido almacenado a una
temperatura de -7 ° C, generd una pérdida de potencia del 30,94%, siendo la resistencia

basal de 1: 419,58 (£ 1,47) en EE. UU. (Unidades Soxhlet)

Del mismo modo Rivera (2012) evalu6 diferentes cuajos naturales y procesados de
especies (bovinos, ovinos y cuy), para ser comparado con el tratamiento testigo (cuajo
quimico), en la elaboracion de queso fresco, utilizandose 56 unidades experimentales de

20 litros de leche cada una, los resultados experimentales fueron sometidos a un analisis
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de varianza y separacion de medias mediante la prueba de Tukey. Determindndose
mejores respuestas productivas con el cuajo macerado de bovino con una conversion de
5.44 litros/kg de queso. En lo bromatoldgico, con el cuajo quimico y macerado de cuy se
obtuvo mayor proteina (18.98 y 18.31%, respectivamente), pero con el macerado de
bovino existe mayor materia organica (96.89%) y calcio (501.25 mg). Los quesos
presentaron coliformes totales entre 81.75 y 100.5 UFC/g, que estan por debajo de las
recomendadas por las normas establecidas, ademas, existio ausencia de coliformes

fecales, siendo aptos para el consumo humano.

Bonafede 2017 indica en su trabajo la tematica enfocandose, principalmente, en los
diversos sistemas de procesamiento de los cuajos caprinos empleados para tal fin. Para
ello disponer de una adecuada informacion acerca de las principales caracteristicas de las
leches de las especies de mayor difusion en el pais, su procesamiento e insumos. Muchas
de las producciones queseras, cuentan con insumos elaborados in situ, como es el caso
del coagulante artesanal. A diferencia del cuajo en pasta ampliamente utilizado por paises
del centro de Europa, en nuestro pais se utiliza el coagulante liquido, producto de la
combinacion del cuajo deshidratado agregado en suero fresco de queseria. Para ello, se
recabaron datos, aportados por los mismos productores, acerca de las diversas
metodologias adoptadas, haciendo hincapié en las practicas observadas para la
preparacion de sus agentes coagulantes, por cuanto éstos representan un insumo
fundamental durante el proceso de elaboracion. La mayoria de los establecimientos
coinciden con el método de elaboracion, uso y conservacion del cuajo, por ello se elaboro
un protocolo de elaboracion de cuajo natural con recomendaciones a seguir, respetando
las tradiciones de usar insumos naturales regionales en condiciones de inocuidad

alimentaria.



2.2. Bases tedricas

2.2.1.Cuajo

Existen diversas denominaciones para la enzima coagulante. En Francia, el término
empleado es Présure, en Espafia es cuajo, el equivalente de este término es Rennet en
inglés y Lab en alemén; se utiliza indiferentemente para todas las preparaciones

enzimaticas que coagulan la leche (Linden, 2003).

Segun Quijano (2010), indica que el cuajo es una sustancia presente en el abomaso
denominada enzima proteolitica, secretada por la mucosa gastrica del cuarto estbmago
(cuajar) de los rumiantes ya sean terneros, cabritos y corderos; esta secrecion sé produce
en forma de un precursor inactivo, la pro-quimosina, que en medio neutro no tiene
actividad enzimatica pero que en medio acido se transforma rapidamente en quimosina
activa. Generando las denominadas enzimas activas como quimosina (EC 3.4.23.4) y
pepsina (EC 3.4.23.1). Estas enzimas son capaces de separar la caseina (el 80%
aproximadamente del total de proteinas) de su fase liquida (agua, proteinas del lactosuero

y carbohidratos), llamado suero.

Asi mismo (Calvo 2011) menciona que el cuajo es una sustancia que provoca que la leche
“cuaje” y se produzca la separacion de las proteinas de la leche (fundamentalmente
caseina) y resto de componentes solidos, del suero de la misma (lacto suero, agua y
azucares).sefialando asi su importancia del cuajo el cual consiste en ser el maximo

responsable de la coagulacion lactea.



2.2.1.1. Diferencias de cuajo y coagulante lacteo

Para Ferrandini (2006) el cual define al cuajo como el producto obtenido exclusivamente
de los cuajares de rumiantes y cuyo componente activo esta constituido quimosina y
pepsina. Mientras que coagulante lacteo se define, como aquellas preparaciones de
proteinasas de origen animal, vegetal o microbiano capaces de provocar la
desestabilizacion de la micela de caseina con formacion de un gel lacteo, los coagulantes
lacteos reemplazan el uso del cuajo debido principalmente a causas estacionales y a la
escasez de abomasos de animales rumiantes. Si bien los coagulantes lacteos obtenidos de
animales no rumiantes, de origen vegetal y microbiano, cuando se utilizan en la
elaboracion de quesos, producen en los mismos caracteristicas texturales, aromas y
sabores totalmente diferentes en relacion con aquellos quesos elaborados en las mismas

condiciones con cuajo de bovino.

2.2.1.2. Funciones del cuajo

Si bien es cierto que en el cuajo su componente activo y puro, es la quimosina, sélo se
conoce desde hace unas cuantas décadas. La accion de la quimosina es bien conocida por
la industria lactea. Actla directamente en un punto delimitado de la caseina con calcio.
Al alterar dicha molécula se inicia la formacion de un gel que atrapa la mayoria de los
componentes sélidos de la leche; este gel se contrae poco a poco ayudado por la
acidificacion previa de la leche por medio de bacterias acido lacticas, y al contraerse va
expulsando suero. Al cortar el gel en cubitos, se logra separar entre un 50 y un 90 % del
contenido inicial del suero de la leche. Ademas, sefiala que la efectividad del cuajo esta
en funcién de la temperatura, la concentracién del sustrato (la leche), concentracion de
calcio, y la acidez. Las temperaturas usuales de coagulacion pueden variar entre los 28

°C y los 41 °C, aungue lo mas usual es una de 35 °C, segun el tipo de queso se pueden
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tener mezclas de leche con una acidez que puede variar entre los 0,18 % de acidez titulable

hasta los 0,46 % (Padr6n 2008).

2.2.1.3. Caracteristicas del Cuajo

El cuajo, es una solucion formada principalmente por las enzimas: quimosina y pepsina,
las cuales son segregados por la mucosa interna del abomaso (cuarta cavidad del
estdbmago) de los rumiantes en estado de lactancia. Identificando asi sus principales
caracteristicas que tiene el cuajo las que predominan son: Resiste a la accion de los acidos,
se altera en presencia de luz, Su temperatura dptima de actividad es de 35 a 40 °C y la
destruccion es 60°C y el pH 6ptimo de su accion es de 5,5 — 6,0 (Calvin 2011).
Asimismo Sancor (2002) indica que las caracteristicas fisicoquimicas de cuajo liquido
deben ser a pH 5,2-5,8 con densidad de 1,12- 1,14 g/ml y salinidad de 15-20% ademas

Vitoria (1990) indica que el cuajo liquido debe estar a pH de 5,3 -6,3

2.2.1.4. Cuajos de origen animal

Ahora bien, sabido es que los rumiantes tienen cuatro estomagos y que el primero que
funciona con mas actividad, es el que recibe la leche, que por esto se denomina cuajar
(abomaso), de aqui el nombre de cuajo. Existen dos tipos de preparaciones de cuajos de
origen animal. El cuajo natural hecho por el mismo fabricante de quesos, que se extrae
del cuarto estdmago (cuajar) del ternero, cordero o cabrito lactante, presentandose en
liquido o en pasta y el cuajo comercial, preparado industrialmente, obtenido antes del
destete, el cual es mas puro, de mayor poder coagulante y se presenta en forma de polvo,

tableta o liquido (Dubach 2000).
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a. Cuajo bovino

Cordova (2009) sefiala que el cuajo animal se obtiene de la mucosa del cuarto estomago
0 cuajar de los mamiferos rumiantes, antes de sustituir el tiempo necesario para que una
enzima sea necesaria para cumplir la funcion de cuajar. La importancia de la accion del
cuajo se encuentra en la enzima quimosina, su funcion es la de separar la caseina del
suero. A diferencia de otras enzimas, la quimosina permite que las particulas de caseina
se unan para formar un gel sélido, lo que podemos denominar cuajada, ya que anula los
segmentos de carga negativa (kappa caseina) que hace que las particulas de caseina se

repelan.

2.2.2. Abomaso

El Abomaso (Abomasum). Cuya imagen se muestra en la figura 2. La literatura lo cita
como un tipo de cuajo animal que es capaz de provocar la coagulacion enzimatica de la

leche.

Figura 2: Abomaso

El abomaso (Abomasum) o mejor conocido como cuajar es la Gltima parte del estbmago
de los rumiantes es un saco alargado con un extremo ciego denominado fundus y un
extremo pilérico que desemboca en el duodeno. Puede verse varias horas después del
nacimiento. Estad recubierto por una membrana mucosa con células glandulares

encargadas de la secrecidn del jugo gastrico. Esta mucosa presenta también pliegues
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elevados que aumenta su superficie, en nimero de 13 -14, y que précticamente
desaparecen en el limite de las regiones glandulares fangica y pilorica, es el estbmago

verdadero donde se digiere el bolo por la accién del jugo géstrico (Rivera 2012).

Asimismo Call Martinez, G. M. (2015) indica que el abomaso secreta la renina o
quimosina ademas de &cido clorhidrico y pepsina realizando una funcién similar al
estbmago monogastrico, en este 6rgano estan los microrganismos y los residuos sin
fermentar, pero digerible de los alimentos, se someten a la digestion enzimética y sus
productos son absorbidos; la secrecion de acido clorhidrico y pepsina inicia la
degradacion de las proteinas alimenticias y microbianas; se produce la pro renina en
rumiantes neonatos, el cual es un zimégeno que al entrar en contacto con el &cido
clorhidrico se transforma en quimosina y ataca la proteina de la leche conocida como
caseina en presencia de iones de calcio, formando un producto denominado paracaseina,

al que posteriormente desdoblan enzimas duodenales.

2.2.2.1. Abomaso adulto

El tamafio de abomaso adulto en los bovinos se alcanza a partir de los 5 6 6 meses. La
forma y posicion del abomaso son variable dependiendo de la edad y de la dieta
alimentaria. En el abomaso adulto su posicion es paramedial izquierda. En rumiantes
adultos secreta la renina o quimosina la cual se denomina cuajo; esta es utilizada

comunmente en la elaboracion de queso a nivel artesanal (Rivera 2012).

2.2.2.2. Componentes Enzimaticos del abomaso

El abomaso, antiguamente llamado renina, esta compuesto por un conjunto de enzimas
pertenecientes al grupo de las aspartato proteinasas. Pepsina A (EC. 3.4.23.1), Pepsina B
(EC. 3.4.23.2), Gastricina (EC. 3.4.23.3) y quimosina (EC. 3.4.23.4). La quimosina
incluye dos formas, A y B que difieren en la secuencia de sus pro enzimas solamente en

un aminoécido (sustitucién de un Asp por Gly en la posicion 290). La quimosina y la
12



pepsina se hallan en mayor proporcion que la gastricsina, cuya actividad frente a la

caseina no ha sido muy estudiada (Ferradini et al. 2007).

Tabla 1: Componentes enzimaticos de abomasos de bovino, ovino y caprino

Grupo  Fuente Nombre Componente enzimatico

estomago de bovino abomaso de bovino quimosinaayb
pepsinaay gastrina
Animal estomago de ovino abomaso de ovino quimosina y pepsina

estomago de caprino abomaso de caprino quimosina y pepsina

Nota: tomada de Ferradini et al (2007)

2.2.2.2.1. Quimosina

Se define a la Quimosina como una holoproteina que pertenece al grupo de las aspartato
de las proteasas, es la enzima coagulante de la leche es el componente enzimatico
principal del cuajo, tiene una actividad coagulante alrededor de 10.000.000 unidades
soxhlet por gramo de proteina. Tiene un peso molecular de 34400 Dalton. La quimosina
se da en la naturaleza en dos formas alélicas, quimosina A y quimosina B. Estas formas
se diferencian solamente en un aminoacido en la posicion 286 de la cadena péptica. En
esta posicion la quimosina A contiene acido aspartico y la quimosina B contiene glicina.
La proporcién puede variar entre preparaciones de cuajos genéticos llegando incluso en
Chymax a contener s6lo quimosina esta enzima se secreta en el abomaso bajo una forma
inactiva, como proenzima denominada proquimosina. La cual en medio neutro no tiene
actividad enzimatica pero que en medio acido se transforma rapidamente en quimosina
activa. La proquimosina se transforma en enzima activa por un proceso autocatalitico
acelerado por lo H*. El proceso es muy dependiente del pH, la fuerza ionica y la

temperatura (Calvo 2011).
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Del mismo modo Quijano (2010) indica que esta enzima es una aspartato proteinasa
soluble que se secreta en el abomaso (cuajar) bajo una forma inactiva, la proquimosina la
cual se activa por un proceso autocatalitico acelerado por iones H*. La activacion es
instantanea a pH 2,0 en el curso de la activacion se separan péptidos basicos y a ello sigue
un descenso del punto isoeléctrico. Diversos estudios se han llevado a cabo para
determinar las variables 6ptimas para la activacién de la proquimosinas asi como indican
que si la mezcla esta libre de sales a pH 2,0 y a temperatura ambiente, la activacion de la
proquimosinas realiza entre 1 a 2 horas y con un mismo pH y temperatura, la activacion
es completada en 10 minutos si la solucion contiene 0,1M NaCl a concentraciones
mayores tiene efecto negativo. La activacion de las enzimas del abomaso a distintos pH,
obteniendo aproximadamente un 90 %de la actividad coagulante a pH 2, 0. A este pH, el
50%de las proteinas de las proteinas del extracto precipitan. La activacion es instantanea
a pH 2,0 en el curso de la activacion se separan péptidos basicos iones es una excelente
enzima coagulante de leche debido a su capacidad de actuar en el enlace fenilalanina 105
— metionina 106 de la k—caseina (Figura 3) de forma rapida y efectiva. Esto se debe a que
a pH 6,7 la zona del enlace que es hidrolizado tiene carga positiva, una facil accesibilidad
y la fuerte afinidad del sitio activo de la enzima cargada negativamente hacen la reaccion
mas rapida. La quimosina como coagulante de leche es la hidrolisis del enlace fenilalanina
(105) y metionina (106) en la micela de caseina especificamente en la k-caseina. Esto
resulta en la formacion de la para-k-caseina con un componente hidrofébico (aminoacido
residual 1 — 105) y un macropéptido hidrofilico (residual 106 — 169). La degradacion de
la k-caseina genera la ruptura de la micela resultando asi la coagulacion debido a la
influencia de iones Ca2+ en el medio. También participa en la maduracién ya que en la

cuajada persiste entre un 6 — 7% de quimosina activa la que se encarga de degradar a la
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caseina a s-1 liberando péptidos los cuales, posteriormente seran hidrolizados por los

cultivos lacticos (Linden 2003).

Pyro Glu-Glu-Gln-Asn-GIn-Glu-Gln-Pro-lle-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-

a1
&l

Lys-lle-Ala-Lys-Tyr-Ile-Pro-Ile-GIn-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-

41
Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gln-Lys-Pro-Val-Ala-Leu-Ile-Asn-Asn-GlIn-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-

61
Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-Ile-Leu-GIn-Trp-Gln-Val-Leu-Ser-

81
Asn-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-GlIn-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His-

101 105f 106
Pro-His-Leu-Ser-PhefMet-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp-Lys-Thr-Glu-Ile-Pro-

121 Ile (Variant B)
Thr-Tle-Asn-Thr-Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr- Ser-Thr -Pro-Thr-  -Glu-Ala-Val-Glu-
Thr (Variant A)

141 Ala (Variant B)

Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-  -SerP - Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile-Asn-
Asp (Variant A)

161 169

Thr-Val-GIn-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val.OH

Figura 3: Punto de accion de la quimosina kappa-caseina Fox y McSweeney (1998)
2.2.2.2.2. Pepsina.

Se define a la pepsina (EC 3.4.23.1) como la enzima secundaria del abomaso de
rumiantes. Su actividad coagulante se estima que es del orden del 20%de la actividad
total, es la mas parecida a la quimosina, es una proteasa muy acida cuyo pH 6ptimo es
2,0 y se ve inhibida a pH sobre 6,6, de aqui su mala aptitud de coagulacion de leches
frescas. Hay dos tipos de pepsinas bovinas (I y I1) y se diferencian entre ellas por su
velocidad de inactivacion en presencia de urea. Estas contienen en su estructura fosforo
lo que las distingue de la quimosina que carece de él dandole un polimorfismo a las
pepsinas. La pepsina también actua en los mismos enlaces que actla la quimosina o muy

cerca de ellos, sin embargo la especificidad del sustrato de esta enzima es mas amplio, el
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cual puede resultar en efectos indeseados durante la maduracion del queso, tales como
formacion de sabores amargos (Calvin 2011).

Segun Quijano (2010) cuando se habla de pepsina bovina sin otra precision se trata de la
pepsina Il con un peso molecular de 33400 Dalton la pepsina bovina | o B llamada
también Gastriscina es minoritaria con 30000 Dalton. Las pepsinas | y Il se distinguen

por la velocidad de inactivacion en presencia de urea.

2.2.2.3. Caracteristicas de los componentes enzimaticos del Abomaso.

Tabla 2. Caracteristicas optimas de la quimosina y pepsina

Sustrato y condiciones Quimosina Pepsina
Sobre caseina Especifica especifica
T° optima 35-40°C 35-40°C
T° inactivacion 60 °C 50 °
pH optimo 55-6,0 1,5-2,0
pH inactivacién >7 >5,8

Nota: tomada de Rivera (2012).

2.2.2.3.1. Caracteristicas Bioguimicas de la Quimosina bovina

Para Calvin (2011) las soluciones de pro quimosina son estables entre rangos de pH 5,5-
9,0. A pH alrededor de 3,5y sobre 7,0 la enzima pierde rapidamente su actividad y a pH
2,0 hay una zona de estabilidad limitada. Las soluciones de quimosina tienen su
estabilidad éptima a pH entre 5,5 a 6,3 y decrece muy rapidamente por encima de pH 6,5
produciéndose una inactivacion a pH mayor a 7. EI mismo autor indica que el pH 6ptimo
de la actividad proteolitica de la quimosina es aproximadamente 6,0. Su actividad
coagulante cesa cuando la leche es alcalina, alrededor de pH 7,5 y superior a 8,0 se
produce la desnaturalizacién irreversible de la enzima, mientras que la proenzima se

mantiene aun estable a pH 9,0.

16



FAO (2000) indica que a pH 6,8 y sobre este valor la actividad de la quimosina se retarda.
Ademaés sefiala que la quimosina es altamente sensible a la agitacion, calentamiento, luz,

alcalis, diluciones y productos quimicos.

2.2.2.3.2. Caracteristicas Bioquimicas de la Pepsina bovina.

Esta enzima se caracteriza por poseer un punto isoeléctrico por debajo de 1,5y presenta
la méxima actividad catalitica en soluciones ligeramente 4cidas y se desnaturaliza a
valores de pH mayores de 5,8; las pepsinas contienen fésforo mientras que la quimosina
carece de €l. Esto es una fuente de polimorfismo. La pepsina desfosforilada aumenta su
actividad coagulante sobre la caseina kappa (Moschopoulou, E.2011).

Asimismo Mahler y Cordes (1990), mencionan que la pepsina se sintetiza en forma de un
precursor o zimégeno, llamado pepsindgeno, proteina cristalina, se encuentra en la
mucosa gastrica y se caracteriza por tener un peso molecular de 42000. Los hidrogeniones
catalizan la transformacion del pepsindgeno en pepsina y por lo tanto, es de esperar que
asi ocurra al liberarse pepsindgeno en el jugo gastrico, fuertemente &cido y también por
la accion de la propia enzima (pepsina). En consecuencia, la reaccion activante es

autocatalitica.
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2.2.3. Obtencidn del cuajo liquido

El cuajo liquido puede ser obtenido a partir de las técnicas reportadas por los autores
(Vitoria 1990 y De Soroa 1990); son mas o menos parecidas aun cuando originalmente
puedan tratarse de abomasos de terneros, bovinos adultos, cabritos o bdfalos lactantes o
adultos. La metodologia se ajusta aproximadamente a lo siguiente:

a. Tratamiento de la materia prima

Vitoria (1990), afirma que los abomasos de terneros y bovinos adultos conservados en
refrigeracién con sales sélidas como sulfato del potasio, de sodio, produjeron un
rendimiento de cuajo incrementado en un 50% mayor que cuando se utiliza el cloruro de
sodio. Ademas tratdndose de abomasos congelados se recomienda la conservacion en

salmuera de 75 g de cloruro de sodio por litro.

b. Acondicionamiento

El acondicionamiento consiste en un extendido y salado, es decir, se le da un corte y
queda totalmente abierto, antes de ser enviado al procesador de cuajos (Vitoria 1990) ,
esta operacion no concuerda con lo recomendado por De Soroa (1990) quién asegura que
los abomasos no deben ser limpiados por dentro, ni volteados porque pierden mucha

enzima.

c. Secado

Su funcioén es insolubilizar las materias mucosas y viscosas que estan impregnados en el
abomaso, facilitando asi la posterior filtracion la temperatura de secado es de 25-30°C y
el ambiente debe ser aireado. De Soroa (1990), menciona haber secado el abomaso por
20 dias a las condiciones medio ambientales de Lima (sin indicar en que época del afio)

y Vitoria (1990) recomienda el secado de abomasos por un periodo de una semana.
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d. Cortado

Esta operacion se realiza para facilitar la extraccion enzimatica, los extremos cercanos a
los piloros deben ser desechados por ser pobres en cuajo. El cortado se realiza en tamafios

de aproximadamente 1x1 cm?o lo mas pequefio posible De Soroa (1990)
e. Macerado

La finalidad del macerado es extraer la mayor cantidad de enzima contenida en las
paredes del abomaso; ademas de ella, se extrae la proenzima que es un precursor inactivo,
la composicion de la solucion extraida debe ser la adecuada para evitar el desarrollo de
microorganismos que puedan alterar el poder coagulante del cuajo. Basicamente consiste
en una solucion salina adicionada de uno o mas antisépticos; el agua utilizada para la
preparacion de las soluciones debe estar libre de microorganismos alteradores no se
recomienda el uso de agua hervida porque parece afectar a la extraccion de la enzima asi
como su conservacion. Los antisépticos utilizados pueden ser entre otros: acido borico,
benzoato de sodio, glicerina, timol o alumbre, la extraccion enzimatica 6ptima, se realiza
cuando el pH de la solucion esta alrededor de 5,2; para ajustar hasta dicho pH se utilizan
soluciones al 10% de fosfato de sodio bibasico, borato de sodio o si es necesario, la

temperatura de extraccion no debe ser mayor de 25°C (Vitoria, 1990).

La duracion de la extraccion debe estar comprendida entre los 4-10 dias; por el contrario,
periodos prolongados provocan el paso a la solucion de una mayor cantidad de proteinas

y la enriquecen de gérmenes microbianos (Alais, 2003).
f.  Filtrado

El filtrado consiste en separar de la solucion de maceracién todos los tejidos organicos e
impurezas. Puede utilizarse un lienzo o una capa delgada de algodédn y luego efectuar una

clarificacion como actividad complementaria. La clarificacion elimina mucus y otras
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impurezas que afectan el poder coagulante del cuajo y puede ser realizada por: adicion de
sustancias precipitantes (&cido acético o lactico diluido, alcohol, sal comun, alumbre,
etc.), por filtracion (filtros esterilizantes, filtro prensa, papel, filtro comdn) 6

centrifugacion (Alais, 2003).

g. Maduracion

Debido a que durante la maceracion no solo se extrae la enzima sino también la
proenzima, es necesario el periodo de maduracion para activar a esta Ultima y asi obtener
un cuajo liquido con mayor poder de coagulacion. La activacién puede realizarse de dos

maneras (Alais, 2003), que se mencionan a continuacion.

Rapida; a pH 2,0 la activacion es instantanea (Alais 2003), pero la estabilidad de la

enzima en presencia del cloruro de calcio es menor.

Lenta; a pH 4,0-5,0 (Vitoria y De Soroa 1990), reportan que la activacion de la
proquimosina bovina a pH menores de 2,5 produjo una pseudoquimosina activa, que
poseia 15 residuos de aminoacidos mas largos que la quimosina. La pseudoquimosina se

convirtié a quimosina a pH superiores de 5,5.

h. Envasado

El cuajo liquido debe ser envasado en recipientes de cierre hermético y en condiciones

tales que no se altere el producto (De Soroa, 1990).

I. Almacenaje

Algunos autores como Vitoria (1990) y Sancor (2001) recomiendan una temperatura
menor de 15°C ya que si son mayores pueden afectar a las enzimas; ademas deberan

protegerse de la accién de la luz o rayos solares y del aire.
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2.2.4. Fuerza de cuajado
Segun Alais (2003), la fuerza del cuajo representa el nimero de volimenes de leche

fresca, coagulados por un volumen de cuajo en 40minutos a 35 °C. Si se toma un volumen

v de cuajo, un volumen V de leche y se mide el tiempo de coagulacion T en segundos.

2.2.4.1. Formula de la fuerza de cuajo

La fuerza de cuajo se calcula mediante la siguiente formula expresada a continuacion:

V'X2400
CXT

F=

F= fuerza del cuajo Fuerza.

V=cantidad de leche en mililitros (ml)
C=cantidad de cuajo en mililitros (ml)
T=tiempo de coagulacion en segundos (s)

Se expresa como F= 1/F

La fuerza de los “cuajos liquidos comerciales” es 2,000 y 5,000; fuerza de los “extractos
de cuajo” comerciales 10,000 y 15,000; fuerza de los “cuajos en polvo” comerciales
100.000 y 150.000, fuerza del cuajo cristalizado, alrededor de 10.000.000. Las
propiedades de los cuajos, se deben a la ruptura de la proteina de la leche kappa-caseina;
las enzimas proteoliticas cortan a la caseina por el enlace Phe105-Met106, separando la
region hidrofilica del extremo; de esta manera el primer fragmento (desde el aa 1 hasta el
105) se agrega en forma de micelas y el fragmento restante que es hidrosoluble queda en
la solucion. La forma activa del cuajo es a pH de entre 5 y 6.Comienza a desnaturalizarse

por arriba de los 35 °C (Alais, 2003)
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2.2.5. Proteinas de la leche

Las proteinas de la leche son: la caseina, albumina, globulina y enzimas, estas constituyen
alrededor del 95%del nitr6geno presente y el nitrégeno restante es nitrégeno no proteico.
Las proteinas contienen alrededor de 20 aminoacidos y otras sustancias como azufre,

fosforo y calcio (Robinson 1991)

2.2.5.1. Las caseinas.

De todos los componentes proteicos de la leche son probablemente las caseinas las que
mas se estudian dado su papel determinante en el estado del sistema del que forma parte.
Las caseinas son aquellas fosfoproteinas y estas se dividen en a, B3, v, asi como la caseina
K, las caseinas a, B, v, son sensibles al calcio, esto quiere decir que dichos componentes
principales reaccionan en presencia de este elemento, con el que forman compuestos que

precipitan provocando la coagulacion de la leche (Fenema 2010).

2.2.6. Coagulacion de la leche

Dergal, S. B., Rodriguez, H. B., & Morales, A. A. (1981) indican que la coagulacion de
la leche es, sin duda, una de las etapas tecnologicas mas importantes. En efecto,
independientemente de la escala con que se trabaje, es decir, ya sea artesanal ¢
industrialmente, la obtencion de los sélidos de la leche, requiere, insoslayablemente, un
cambio en su estado de agregacion, pasando de la forma liquida natural a la de gel. Como
ya se mencion6 previamente, la coagulacion de la leche puede realizarse por via acida 6
por via enzimatica. Para lograr una mejor interpretacion de este fenémeno, conviene
revisar brevemente la forma en que se encuentran naturalmente las caseinas en la leche.
Dado que las tres primeras son sensibles a los iones Ca+2, naturalmente presente en la
fase acuosa de la leche, y la k—caseina es insensible, en su estado nativo, estas proteinas
se encuentran organizadas en micelas (particulas coloidales, esféricas y voluminosas),

cuyos diametros pueden ir desde 20 a 300 nm, que aseguran su estabilidad
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2.2.6.1. Coagulacion por accién enzimatica

Segun (Dergal, S. B., Rodriguez, H. B., & Morales, A. A. 1981) indican que la
coagulacién enzimética de la leche involucra una modificacion de las micelas de caseina
a través de una prote6lisis limitada llevada a cabo por proteasas seleccionadas,
comunmente llamadas cuajo, dando como resultado Para-caseina y Macro-péptidos, lo
cual se conoce como Fase primaria. A continuacion se produce una agregacion de las
micelas alteradas, inducida por la presencia de calcio, denominada Fase secundaria de la
coagulacién enzimatica. Cabe destacar que, aunque los glébulos de grasa quedan ocluidos
en la matriz del gel, no participan en su formacion. Durante la Fase primaria, se produce
una profunda modificacion en la organizacion micelar, debido la accidon especifica
ejercida por el cuajo sobre la « caseina. En efecto, como ya se mencion0, dada su
insensibilidad a los iones Ca+2 (a diferencia de las caseinas asl, as2 y B), esta proteina
se localiza preferentemente en la superficie de las micelas (orientando su region
hidrofilica al medio), ejerciendo un rol de coloide protector sobre las mismas. En forma
muy sintética se puede decir que cuando el cuajo hidroliza el enlace peptidico Fen105-
Met106, de la x-caseina, se libera ese segmento hidrofilico k-CN (f106-169), conocido
como Glico-macropéptido (GMP) 6 Caseino-macropéptido (CMP), mientras que resto de
la molécula, denominado para- x caseina permanece unida a la micela. Bajo estas
condiciones, se pierde el efecto protector que la x caseina ejerce sobre las micelas,
quedando expuestas las zonas sensibles al calcio Ca+2 por lo que en presencia de éste,
comienzan a agregarse espontaneamente, dando como resultado en un gel que abarca la
totalidad del volumen reaccionante. Es importante destacar que, a estas uniones
intermicelares a través de iones Ca+2, se suman interacciones hidrofobicas propiciadas
por la reduccion, tanto en la carga superficial como en la estabilizacion estérica, que

produce la hidrdlisis de la x-caseina.La fase primaria: durante la cual el cuajo ataca al
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componente estabilizante de la micela, que es la caseina k cortandola en dos segmentos
desiguales 1-105 corresponde a la paracaseina k y el segmento 106-169 al péptido
Ilamado macro péptido. Todos las formas de caseinas k, contengan o no glacidos, estan
sujetas a esta hidrolisis, la cual se efecttian a una gran velocidad. La fase secundaria. Fase
de coagulacién que corresponde a la formacion del gel por asociacion de las micelas
modificadas bajo la accion del enzima a una temperatura conveniente esta agregacion no
empieza hasta que el 85-90% de caseina «k ha sido hidrolizado. Existe una fase terciaria
que es el cuajado se inicia una vez que se ha producido el coagulo de la leche y consiste
en una accién proteolitica de la a y B que constituye también parte del proceso de
maduracion.

2.2.6.2. Factores que afectan la coagulacion de la leche

Entre los principales factores que afectan la coagulacion de la leche estan los siguientes:

a. Temperatura enzimatica de la leche

La accion del enzima es maxima a temperaturas de 40-42°C, a temperaturas mayores
vuelve a hacerse cada vez mas lenta a consecuencia de la gradual desnaturalizacion de la
enzima y se detiene a los 65°C como consecuencia de su desnaturalizacion. Por debajo
de los 20°C se hace lenta pero ocurre ain a 0°C. Lo anterior no se cumple para la segunda
fase de la coagulacion, ya que por debajo de los 10°C no ocurre. La temperatura también
afecta las caracteristicas de la cuajada obtenida, asi se coagula a 21-25°C se obtiene una
cuajada blanda, a 30°C cuajada firme y a 32-35°C una cuajada consistente y elastica las
temperaturas mas usuales de coagulacion puede variar entre los 28°C y los 41°C, aunque
los mas usual es una de 35°C (Cérdova 2009).

a. pH de la leche.

La enzima se inactiva a pH superior de 7.5; la coagulacién no se produce por

inactivacion de la enzima. La disminucion del pH de la leche produce el aumento de la
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velocidad de coagulacion debido a una transferencia de calcio coloidal a calcio idnico,
esto ocurre a pH de 5,6 - 6,6 (Cordova 2009).

b. Calcio de la leche

La aportacion de iones de calcio y la disminucién de pH debido a la reaccion de calcio
con los fosfatos y proteinas, reducen la estabilidad del fosfocaseinato micelar; de este
modo se acelera la reaccion primaria y en consecuencia disminuye el tiempo de

coagulacién, las dosis exageradas de calcio actian negativamente (Alais 2003).

2.3. Definicion de términos

Abomaso  Ultimo compartimiento del estémago de los rumiantes. (Rivera 2012).

Enzima Conjunto de moléeculas de naturaleza proteica y estructural que catalizan

reacciones quimicas (Alais, 2003)

Hidrolisis Es una reaccion quimica entre una molécula de agua y otra diferente, en
la cual la molécula de agua divide sus &tomos, es la reaccion de los iones

de una sal con el agua (Linden 2003).

pH Es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucién, indica la
concentracion de iones de hidrogeno presentes en determinadas

disoluciones. (Linden 2003).

Caseina Fosfoproteina presente en la leche y sus derivados. (Calvin 2011).

Solucion Es la mezcla homogénea de una o mas sustancias disueltas en otra

sustancia en mayor proporcion. (Linden 2003).

Zimdgeno Conocido como pro enzima, es un precursor enzimatico. (Alais, 2003)
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CAPITULO I

I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion geografica del método de investigacion.

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de Tecnologia de
Léacteos (1H-201) de la Escuela de Ingenieria en Industrias Alimentarias, asi como los
analisis microbioldgicos se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Cajamarca; ubicado
en el distrito, provincia y departamento de Cajamarca. Estos laboratorios se encuentra
situados a 3 km de la ciudad de Cajamarca, cuyas caracteristicas geogréaficas son las
siguientes: altitud 2750 msnm, 7° 10" latitud sur, 78° 30" longitud este, temperatura
promedio 14 °C, humedad relativa 65 % Yy precipitacion promedio anual 795 mm.

(SENAMHI 2018).

3.2. Materiales
3.2.1. Material experimental

a. Materia prima

Los Abomasos de bovino fueron adquiridos en el Camal Municipal de Cajamarca de raza
criolla raza que predomina en el Distrito de Cajamarca, estos animales al momento del
sacrificio eran adultos de 2 afios de edad.

b. Insumos

Leche. Fue adquirido en el Fundo La Victoria de la Universidad Nacional de Cajamarca

la cual garantiza una leche de buena calidad.

Sal (cloruro de sodio, grado comercial).
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Reactivos

Solucién de &cido clorhidrico a pH de 1,5 (0,032M); 2,0 (0,010M); 2,5 (0,003M)
y 3,0 (0,001M).

Benzoato de sodio

Fosfato di potasico al 98%

Agar rojo violeta.

Agar de recuento.

Agar Plate Count

Agua pectonada esteéril 0,1%

Caldo lactosado

Caldo verde brillante bilis 2%

. Material y equipo de laboratorio
Materiales en general

Vasos de precipitacion

TermdOmetros de 0 a 250°C/+ 0,5 °C.
Embudos de vidrio.

Probeta de 1000 mL.

Pipetas de 1y 10 mL.

Tinta indeleble.

Matraz Erlenmeyer de 25, 50, 125, 250, 500 y 1000 mL.
Placas Petri.

Papel filtro whatman 42.

Cuchillos.

Frascos de vidrio ambar de 50 ml (envasado)
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Equipos

PH metro (PH-009(I11))High Accuracy Pen Type PH Meter (with temperature
display)

Balanza analitica

Bafio maria.

Refrigeradora

Congeladora

Estufa

Cronometro.

Termometro digital
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3.3.  Metodologia

3.3.1. Trabajo de campo

Para el presente estudio, se adquirié abomasos de bovino adulto de 2,0 afios de edad en
buen estado del Camal Municipal de Cajamarca, para luego ser trasladados en cooler
hacia los laboratorios de lacteos de la escuela académico profesional de Industrias
Alimentarias y al Laboratorio de Microbiologia Alimentaria, respectivamente de la

Universidad Nacional de Cajamarca.

3.3.2. Trabajo de laboratorio

Este trabajo se realizo tanto en el laboratorio de Ingenieria en Industrias Alimentarias el
proceso de elaboracion, y en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos lo que respecta

al analisis microbiologico.

3.3.2.1. Proceso de obtencion y conservacion de cuajo liquido

Para realizar la obtencion y conservacion de cuajo bovino se realiza un analisis preliminar
para establecer la solucion de acido clorhidrico descrita en el item 3.3.2.2 esta sera
utilizada durante el proceso, se hace también un analisis de: materia prima, de extraccion
y de activacion de las soluciones enzimaticas obtenidas, estos procesos estan descritos a

continuacion:

3.3.2.1.1. Analisis de la materia prima

Obtenido el abomaso de un peso aproximado de 1 Kg, es lavado ligeramente con agua
destilada estéril, para luego realizar el proceso de secado en la estufa a 30°C por un lapso
de 7 dias, luego se realiza la evaluacidbn de humedad, materia seca y analisis

microbioldgico descrito a continuacion:
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3.3.2.1.2. Evaluaciéon de humedad del abomaso

a. Humedad del abomaso seco.
Pesar 5 g de abomaso seco y colocar en una placa Petri estéril, luego se procedi6 a la

desecacién en una estufa a T° de 102°C hasta alcanzar un peso constante y el resultado

se expresod en porcentaje citado por (Cordova 2009).

b. Materia seca del abomaso.

Se determina segun la siguiente formula %MS =100 - % H. (Cérdova 2009).

3.3.2.1.3. Evaluacion microbioldgica al abomaso seco.

Se realiz6 por el método ICMSF (2001) determinando: Mesofilos viables, E. Coli,

salmonella, S aureos, Mesofilos Viables y Clostridium sp.
a.  Recuento Mesofilos viables.

Pesar 25 g de las muestra de abomaso seco y diluir por separado en 225 ml de agua
peptonada estéril 0,1% (APE). Se realizo diluciones decimales hasta 10 2 (10 %, 10 2, 10
3) en APE 0,1% de cada muestra y a partir de cada una se inocularon, por vaciado
agotamiento en placa por duplicado, agar Plate Count (PCA) que se incubaron a 35°C por
48 h. A partir del nimero de colonias obtenidas en las placas Petri, se calcul6 el namero

de microorganismos por gramo de muestra.

Para el recuento de las colonias se siguid la metodologia establecida por la Comisién
Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF 2001).

b.  Recuento Escherichia Coli Técnica del NMP.

La determinacion del NMP de bacterias coliformes en una muestra se hizo a partir de la
técnica de los tubos maltiples, en la cual volumenes decrecientes de la muestra (diluciones
decimales consecutivas) fueron inoculados en medio de cultivo adecuado. La
combinacion de los resultados positivos y negativos fue usada en la determinacion del
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NMP. El método constd en tres etapas: prueba presuntiva, prueba confirmativa y prueba

complementaria.

Prueba presuntiva: Realizada las diluciones correspondientes de 10-, 10-2, 10-®y para
cada dilucién consistié en colocar volumenes determinados de muestra (1 ml) en una serie
de 3 tubos conteniendo caldo lactosado y fueron incubados a 36° C + 1 °C durante 24-48
horas en bafio maria, en las muestras. En esta prueba presuntiva la actividad metabdlica
de las bacterias es estimulada vigorosamente y ocurre una seleccién inicial de organismos
que fermentan la lactosa con produccion de gas. La formacion de gas a 36° C £ 1 °C
dentro las 24-48 horas, constituye una prueba presuntiva positiva para la presencia de

bacterias del grupo coliformes totales.

Prueba confirmativa de Coliformes fecales totales: Consistio en transferir todos los tubos
positivos de la prueba presuntiva a tubos conteniendo caldo verde brillante bilis 2% y
fueron incubados durante 24-48 horas a 36° C £ 1 °C. Esta prueba reduce la posibilidad
de resultados falsos gas-positivos que pueden ocurrir por la actividad metabolica de los
organismos formadores de esporas o por la produccion sinérgica de gas debido a que
algunas cepas de bacterias no pueden, individualmente, producirlo a partir de la

fermentacioén de la lactosa.

El caldo verde brillante bilis contiene agentes inhibidores que suprimen el desarrollo de
todos los microorganismos no coliformes. La produccion de gas a 44°C después de las
24-48 horas constituye una prueba confirmativa positiva de coliformes totales, después
del periodo de incubacién se consultd la tabla del NMP para conocer el nimero mas

probable de coliformes fecales totales /g de muestra.

En determinados casos de confirmacion de coli fecal positivo del caldo verde brillante,

se puede realizar utilizando caldo E. coli.
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Prueba confirmativa de Coliformes Fecales: Consistio en transferir por inoculacion en
estrias, las bacterias a partir de tubos positivos de la prueba presuntiva, a tubos con caldo
E. Coli, se agitd suavemente para su homogenizacion, luego se incub6 a 35°C por 24-48
horas, registré como positivos todos los tubos donde se observé produccion de gas
después del periodo de incubacion, posteriormente se consult6 en la tabla 16 del NMP
para conocer el nimero méas probable de coliformes fecales/g muestra.

Prueba complementaria para confirmar E. coli: se realizo la prueba del indol que consistio
en transferir 2 o 3 asadas de los tubos positivos del caldo verde brillante o del caldo E.
coli a tubos con caldo triptonado, luego se incubo a 35 °C +0.5°C durante 24 + 2 horas,
posteriormente se confirmo con 0.5ml de reactivo de kovacs. Se considero positivo si la
coloracion fue rojo y negativo si fue amarillo. Otra prueba consistié en tomar 2 o 3 asadas
de los tubos positivos de caldo verde brillante o caldo E. coli y sembrados por estria en
Agar Endo o Agar Eosina Azul de Metileno (E.M.B.), luego fueron incubadas a 35 °C
+0.5°C durante 24 + 2 horas. Se consideraron positivas las colonias negras tipicas
nucleadas con brillo metalico.

C. Recuento de Salmonella.

Pesar 25 gramos de cada muestra de abomaso seco y homogenizar en 225 mL de caldo
BHI, el cual se incubd por 24 h a 37°C. Luego se realizé el enriquecimiento selectivo en
caldo selenito cistina y en caldo tetrationato e incub6é ambas a 37°C/24hrs; después se
procedié a sembrar en placa (Agar Salmonella - Shigella o (Agar Bismuto sulfito)) e
incubar a 37°C/24-48horas.

Agar Salmonella-Shigella (S.S): Colonias transparentes con centro negro.

Agar Bismuto Sulfito (B.S): Colonias negras brillantes.

Para el recuento de las colonias se siguid la metodologia establecida por la Comision

Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF, 2001).
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d. Recuento de Staphylococcus aureus.

Pesar 25 gramos de abomaso seco Yy diluir en 225 mL de agua peptonada estéril 0,1%
(APE). Se realizaron diluciones decimales hasta 10 en APE 0,1% y a partir de cada una
se inocularon, por vaciado o agotamiento en placa por duplicado, Baird Parker que se
incubaron a 35°C por 48 h en atmdsfera aerobia. Se consideraron sospechosas las colonias

que presentaron una coloracion negra o gris con zonas parcialmente opacas.

Para la prueba confirmativa se seleccionaron, dos colonias tipicas; con este fin, se
investigd la capacidad de la cepa en estudio para producir la enzima Coagulasa. La
coagulasa es un enzima capaz de desnaturalizar la fibrina del plasma. La mayoria de las
cepas de Staphylococcus aureus patdgenas (enterotoxigénicas) producen esta enzima.Las
colonias tipicas seleccionadas se sembraron en caldo infusion cerebro-corazon, BHI
(Brain Heart Infusion) contenido en tubos. Luego se Incubaron a 37 °C durante 18-24

horas.

e.  Recuento de clostridium sp

Se midieron volumétricamente 25gr de la de cuajo liquido y se diluyeron en 225mLde
agua peptonada estéril 0,1%(ATP) o un medio selectivo como diluyente Caldo Sulfito.
Se realizaron diluciones decimales hasta 10— y a partir de cada uno se inocularon, por
vaciado o por agotamiento en placa con Agar Selectivo para Clostridium perfringes, Agar
Triptosa Sulfito (ATS), las que se incubaron a 35°por 48 h en atmosfera anaerobia y se

observa las colonias de color negro.
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3.3.2.2. Andlisis preliminar para determinar la concentracion ideal de acido
clorhidrico (pH) en la extraccion de enzimas coagulantes.

Para determinar la medicion del pH; calibrar el pH-metro y realizar la medida del pH por

un método potenciométrico, este método se basa en el hecho de que entre dos disoluciones

con distinta [H+] se establece una diferencia de potencial y luego utilizar en las

concentraciones de la solucion &cido clorhidrico a utilizar: a) pH 1,5 (0,032M); b) pH 2,0

(0,010M); ¢) pH 2,5 (0,003M) y d)pH 3,0 (0,001M).

Preparacion de las concentraciones de HCI (pH), para la solucion a un pH de 1.5
(0,032M): colocar 500 ml de agua destilada mas 1,337 ml de HCI puro, homogenizar
posteriormente y conservar en refrigeracion. Para la solucion a un pH de 2.0 (0,032.);
colocar 500 ml de agua destilada mas 4,1800 ml de HCI puro, homogenizar
posteriormente y conservar en refrigeracion. Para la solucién a un pH de 2.5 (0,003M):
colocar 500 ml de agua destilada mas 0,1254 ml de HCI puro, homogenizar
posteriormente y conservar en refrigeracion. Para la solucién a un pH de 3.0. (0,001 M):
colocar 500 ml de agua destilada mas 0,0418 ml de HCI puro, homogenizar

posteriormente y conservar en refrigeracion.

Obtener la mayor concentracion de enzimas coagulantes a un determinado pH. (Extraccion de las

enzimas con la adicién de HCI a diferentes concentraciones de pH).Para cada solucion ya
preparada pesar 100gr de abomaso seco cortado en cuadrados de 1cm?. Sumergir en cada
porcién de abomaso cortada en cuadrados de 1cm? en 250 ml solucion de HCI a
concentraciones de pH 1,5; 2,0; 2,5; y 3,0, segun corresponda, durante un lapso de tiempo

de 18 horas a una temperatura de 14°C.

Evaluar la fuerza de coagulacién a diferentes concentraciones de pH. En un matraz de
250 ml, medir 100 ml de leche bovina y calentar a bafio maria hasta una temperatura de

graduacion de 35 °C. Cuando la leche alcanza esta temperatura se adiciona 1 ml de cada
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solucion enzimatica extraida a diferentes concentraciones de pH y luego homogenizar,
para seguidamente determinar su fuerza de coagulacion de acuerdo a la férmula siguiente:
2400xV/CxT. Evaluar y obtener la solucion enzimética con la concentracion de pH

adecuado, que obtuvo la mayor fuerza de coagulacion.

3.3.2.3. Parametros de obtencion y conservacion de cuajo liquido

Para determinar los parametros tanto de extraccion, activacion y conservacion de la

solucion enzimatica se procede a lo siguiente:

3.3.2.3.1. Analizar el porcentaje NaCl (sal) a concentraciones de 3% y 5% en la

extraccion de la solucion enzimaética y evaluar la fuerza de coagulacion.

Utilizar las siguientes concentraciones de cloruro de sodio descritas a continuacion:

Concentracion de cloruro de sodio al 3%

Pesar 7.5 g de NaCl y agregar a un matraz de 250 ml que contiene una solucion de HCI
a pH 2,00 méas 50 g de abomaso seco para su respectiva extraccion de la solucion

enzimatica.

Concentracion de cloruro de sodio al 5%

Pesar 12.5 g de NaCl y agregar a un matraz de 250 ml que contiene una solucion de HCI

a pH 2,00 mas 50 g abomaso seco para su respectiva extraccion de la solucién enzimatica.

Para determinar la fuerza de coagulacion; en un matraz de 250 ml colocar 100 ml de leche
fresca de vaca afiadir 1 ml de cuajo liquido y remover hasta obtener una buena
homogenizacién y dejar reposar hasta lograr una precipitacion enzimatica y luego se

calcula con la férmula 2400xV/CxT.
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3.3.2.3.2. pH de Activacién de la solucion enzimatica a pH de 5,6 y 5,8 y evaluar

la fuerza de coagulacion

Preparacion de fosfato di potasico a 98%, pesar 0.98 g de fosfato di potésico y diluir en 1
ml de agua destilada esterilizada

Activacion de la solucion enzimatica a pH 5.6, agregar a la solucién enzimatica con 3%
de concentracién de cloruro de sodio 0.24ml de solucion de fosfato di potésico al 98%.
Activacion de la solucién enzimatica a pH 5.8, agregar a la solucién enzimética 0.25ml
de solucién de fosfato di potasico al 98%.

Fuerza de coagulacion: en un matraz de 250 ml Medir 100 ml de leche fresca de vaca
afiadir 1 ml de solucion enzimatica activada y mover hasta obtener una buena
homogenizacion y dejar reposar hasta logra su precipitacion enzimatica y luego se calcula
con la formula 2400xV/CXT.

3.3.2.3.3. Temperatura de conservacion de la solucion enzimatica y evaluacion de

la fuerza de coagulacion (7 °Cy -7°C)

Graduar una refrigeradora a 7 °C y luego colocar las muestras a refrigerar por un lapso
de tiempo de 1 mes evaluando constantemente la fuerza de coagulacion.

Graduar una congeladora a -7 °C y luego colocar las muestras a congelar por espacio de
1 mes evaluando constantemente la fuerza de coagulacion.

Fuerza de coagulacion: en un matraz de 250 ml colocar 100 ml de leche fresca de vaca
afladir 1 ml de solucion enzimatica activada y mover hasta obtener una buena
homogenizacién y dejar reposar hasta logra su precipitacién enzimatica y luego se calcula

con la formula 2400xV/CxT.
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3.3.2.4. Andlisis fisicoquimico y microbiol6gico de la solucion enzimatica obtenida
con mayor fuerza de coagulacion (Cuajo liquido).
Una vez obtenido la mejor solucién enzimatica se realiza analisis fisicoquimico y

microbioldgico segun esta indicado a continuacion:

3.3.2.4.1. Andlisis fisicoquimico de la solucién enzimatica con mayor fuerza de

coagulacion

a. Fuerza de Coagulacion.

En un matraz de 250 ml medir 100 ml de leche fresca de vaca afiadir 1 ml de solucion
enzimatica activada y mover hasta obtener una buena homogenizacion y dejar reposar
hasta logra su precipitacion enzimatica y aplicar la formula de fuerza de coagulacion que
es la siguiente F=2400xv/c x t (Alais 2003)

b. Densidad.

Medir 50 ml de cuajo liquido en una fiola de 50 ml y pesar luego aplicar la formula de

densidad d=m/v este proceso repetir 3 veces.
c. Solidos totales

Medir 3 ml de solucion enzimatica, luego se colocan en una placa esterilizada y se lleva

a la estufa por 4 horas a 104°C, posteriormente se pesa y se obtiene los solidos totales
mediante la formula: S T. = MM//—’;X100%, donde: ST.= solidos totales W = peso final en

gramos, Wo= peso inicial en gramos (Campos 2010)
d. pH
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Utilizar un pH metro, instrumento que detecta la sefial eléctrica generada en un electrodo
sumergido en la disolucién problema y la expresa numéricamente en unidades de pH y su

temperatura de dicha solucion evaluada. Se calibran con disoluciones de pH conocido.

3.3.2.4.2. Evaluacion microbioldgica.

Este proceso esta indicado paginas arriba en el item 3.3.2.1.3

3.4.  Disefio experimental y estadistico

Utilizar el disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial de 2x2x2con
tres repeticiones obteniéndose 24 tratamientos (Vasquez 2014).

Arreglo factorial: factorial 2 A X 2B X 2C

A: Sal: a1 = 3%, a2 =5%.; B: pH: b1 =5.6 b =5.8.; C: T®: ¢1=-7°C, c2 = 7°C

Tabla 3: Representacion simbolica del disefio experimental completamente al azar

Tratamientos

1 2 3
Y1 Yo Y17
Y2 Y10 Yis
Ys Y16 Y24

3.4.1. Factores de estudio

a. Factores constantes:
Abomaso seco: Solucidn acido clorhidrico en relacion de 1:5

pH de solucidn acido clorhidrico: 2,0(0,001M)
b. Factores variables

A: Sal: a1 = 3%, a2 = 5%.

B: pH: by =5.6 b, =5.8.
C:T°c-7°C,c2=7°C
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C. Factores dependientes
Fuerza de cuajo de la solucion enzimética (cuajo liquido).

3.4.2. Evaluacion Estadistica.

Para (Vésquez ,2014) el cuajo liquido obtenido y conservado durante un mes de
almacenamiento en prueba, se evaluara la fuerza de coagulacién, aplicando un disefio
completamente al azar con arreglo factorial de 2x2x2con 3 repeticiones llevandolo esto
a un cuadro de varianza para determinar las diferencias significativas de 5%, para el
analisis estadistico y prueba de comparacién de medias se hizo uso del SAS (System
Analysis Statistics).

Arreglo factorial: factorial 2 A x 2B x 2C

A: Sal: a1 = 3%, a; = 5%.

B: pH: b1 =5.6 b, =5.8.

C:T%cp1=-7°C,c2=7

3.4.2.1. Analisis de varianza

Tabla 4: Analisis de Varianza Del Disefio Completamente Al Azar

Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrados Fcal
libertad cuadrados medios
Tratamiento t-1 SC(Trat)
SC(Trat)(t-1) CM(Trat)
Error n-t SC(Error)

SC(Error)(n-t) CM(Error)
Total n-1 SC(total)

Y: media de los promedio de los tratamientos.
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Obtencidn y conservacién de cuajo liquido
Este proceso de obtencién y conservacion de la solucion enzimatica se muestra
esquematicamente en la figura 6 a través de un flujograma de produccién previo a eso se
realiz6 el andlisis de la materia prima y la determinacién de la concentracion ideal de

acido clorhidrico especificados a continuacion.

4.1.1. Anélisis de la materia prima
A la materia prima se realiza la evaluacion de humedad y analisis microbioldgico tal

como se detalla a continuacion:
4.1.1.1. Humedady materia seca del abomaso seco

En esta evaluacion se considerd la determinacion de humedad y materia seca del abomaso

seco segun se describe en la siguiente tabla 5.

Tabla 5. Humedad y materia seca del abomaso seco

Base
Determinacion Hameda (%0) Seca (%)
Humedad 1529 e
Materia Seca 84.71 100

N° de repeticiones 3

La tabla 5 indica que la humedad es 15,29% y la materia seca es 84,71% de humedad,
coincidiendo con lo que recomienda Parducho (2001) quien establece que la humedad del
abomaso seco debe estar en un rango de 13,3 a 18,5%, la cual indica que esta dentro del
rango aceptable para una buena obtencion de cuajo liquido; de la misma manera Coronel

et al (1999) menciona que la humedad debe ser menor al 20% para los abomasos secos,
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siendo estos resultados los més apropiados para la elaboracion del cuajo natural porque
estos porcentajes de humedad es un factor importante en la minizacion e inactivacion de
carga bacteriana. Asimismo Cordova (2009) indica que el rango ideal de materia seca
debe estar entre 81,5% a 86,7% de humedad con la finalidad de inactivar las bacterias

causantes del deterioro.

Se concluye que tanto la humedad como la materia seca de la materia prima estan dentro

de los rangos aceptables para obtener solucion enzimatica.
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4.1.1.2. Andlisis microbiolégico del abomaso seco.

Este andlisis se realizd teniendo en cuenta la norma sanitaria establecida en la tabla 7
siendo como base de comparacion con los resultados obtenidos en la tabla 6

Tabla 6. Evaluacion microbioldgica del abomaso seco.

Materia (UFC/g) (UFC/g) (UFCl/g) (UFCl/g) (UFCl/g)

prima

Abomas Aerobios Escherichia ~ S.aureus  Salmonella ClI. perfringes
0 Seco Mesofilas coli
10’ 4 x 102 10 x 10? Ausencia 9x 102

Los resultados obtenidos en la tabla 6 nos indican que el abomaso seco contiene bacterias
las cuales estan dentro del rango que establece la norma sanitaria detallada en la tabla 7,
la cual si no es tratada puede generar alteraciones en el producto. Para evitar estas
alteraciones se opta por utilizar cloruro de sodio (sal), benzoato de sodio y un proceso de

filtracion las cuales inhiben la carga microbiana

Tabla 7. Norma Sanitaria que Establece los criterios microbioldgicos de calidad
sanitaria e inocuidad para visceras de bovino

Visceras de aves, bovinos, ovinos , caprinos refrigerados y congelados

Agente microbiano  Categoria Clase n ¢  Limite por gr.

m M
Aerobios Mesofilos 2 3 5 2 10° 10’
Escherichia coli 5 3 5 2 50 5x10?
Salmonella sp 10 2 5 0  Ausencia Ausencia
S. aureus 8 3 5 1 102 103
Cl. perfirnges 8 3 5 1 102 10°

Fuente: R.M.591-2008-MINSA
Nota
“n” (minuscula): Numero de unidades de muestra seleccionadas al azar de un lote, que se analizan

para satisfacer los requisitos de un determinado plan de muestreo.
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“c” Numero méaximo permitido de unidades de muestra rechazables en un plan de muestreo.

Cuando se detecta un nimero de unidades de muestra mayor a ¢ se rechaza el lote.
4.1.2. Andlisis preliminar para determinar el pH ideal de solucion de &cido
clorhidrico en la extraccion de enzimas coagulantes.
Se analiz6 la determinacién de iones hidrogeniones (pH) y su fuerza de coagulacién en

cada una de las soluciones enzimaticas obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 8: Fuerza de Coagulacion de la solucion enzimatica preliminar

Solucién de acido clorhidrico Tiempo de coagulacion Fuerza de coagulacion
1. pH 1.5(0,032M) No presento No presento
2. pH 2.0(0,032M) 10°05""= 605 seg 297.00
3. pH 2.5(0,032M) 14712""= 840 seg 285.71
4. pH 3.0(0,032M) 20745 "= 1245seg 192.77

De los resultados obtenidos en la tabla 8, las soluciones enziméticas con diferentes
soluciones de acido a tomando diferentes valores de pH se encontrd que: la solucion
enzimatica a un pH de 1.5 en solucion de acido clorhidrico no presento fuerza de
coagulacion, debido a que se presento una desnaturalizacién Segn Badui (2006) explica
que una desnaturalizacién acida implica la protonacién de cargas de Aspartato y
Glutamato, impidiendo la formacion de una interaccion electrostatica provocando la
desnaturalizacion de las enzimas pro quimosina y pepsina generando ausencia en la fuerza
de coagulacion. En la segunda solucién enzimatica con soluciéon de HCl a un pH de 2.0,
si se encontrd una fuerza de coagulacién de 297.00 lo que indica que 1 cantidad de
solucion enzimatica coagula 297.00 partes de leche. Siendo esta la mejor fuerza de
coagulacion esto se debe a que la enzima quimosina y pepsina se adaptan mejor a un pH
de 2.0, segun (Linden 2003) indica la razén porque la pro quimosina se transforma en

enzima activa por un proceso auto catalitico acelerado por los H™.
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En la tercera y cuarta solucion enzimética con solucion de &cido clorhidrico a un pH de
2,5y de 3,0 encontramos que la fuerza de coagulacion de las enzimas quimosina y pepsina
va disminuyendo debido a que esta tiene un valor de pH menor que el valor de su punto
isoeléctrico enzimas estan bajo su punto isoeléctrico lo cual se ve irreversiblemente
inactivado, debido a que el pH de las enzimas tiene carga cero a este valor de pH, la
solubilidad de la sustancia es casi nula. Mickelsen y Ernstrom (1992), comentan que la
tasa de activacion va aumentando al disminuir el pH, sin embargo cerca del pH 2,5y 4,0
la enzima no permanece estable, observandose una subsecuente pérdida de actividad, por
tal motivo se podria explicar del porque la disminucion de la fuerza de la solucion

enzimatica de cuando se extrae la enzima a pH 2,5y 3,00

En conclusion las soluciones enzimaticas diferente a un pH de 2.00 la fuerza de

coagulacion disminuye.
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4.2.  Parametros de obtencién y conservacién de cuajo liquido

Una vez establecido el pH ideal de la solucion de acido clorhidrico que debe tener para
extraer las enzimas correspondientes; se determind los parametros éptimos tanto en la
extraccion, activacion y conservacion de las enzimas; para ello el medio acido de la
solucion, se equilibré con una solucion saturada de fosfato di potésico, hasta elevar el pH

de la solucion donde sea favorable para la activacion del zimégeno.

4.2.1. Porcentaje de cloruro de sodio (NaCl al 3% y 5 %) en la extraccién de la
solucion enzimatica y evaluar la fuerza de coagulacion

Se trabajo con 3% y 5% de cloruro de sodio para la extraccion de las enzimas presentes

en el abomaso, luego de la extraccion se filtro la solucion enzimatica y se determind la

fuerza de coagulacion.

Tabla 9: Fuerza de Coagulacion de las enzimaticas extraidas a 3y 5 % de sal

Solucion enzimatica

Repeticiones Enzima extraida con cloruro de Enzima extraida con cloruro de

sodio al 3% sodio al 5%
r 301.96 239.52
r 307.37 227.27
rs 289.16 237.15
Y 300.00 234.65

En la tabla 9, La concentracién de cloruro de sodio al 3% tiene como promedio 300 de
fuerza de coagulacion siendo esta mayor con respecto a la concentracion de cloruro de
sodio al 5% teniendo como promedio 234,65 de fuerza de coagulacion, esto nos da a
conocer que a que a menor porcentaje de cloruro de sodio la solubilidad de las enzimas

aumenta, disociandose en iones que se ligan a moléculas proteicas aumentando asi la
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fuerza de coagulacion de la solucion enzimética, del mismo modo a mayor concentracion
de cloruro de sodio logra reducir la solubilidad de las enzimas provocando la precipitacion
de las proteinas y por ende una disminucion de la fuerza de la solucién enzimatica.

El presente trabajo de investigacion presento que a menor porcentaje de cloruro de sodio
para extraer la enzima da una mayor fuerza de coagulacién, esto concuerda con Cérdova
(2009), Vitoria y Campos (1990), quienes mencionan, que la mejor extraccion se logra
con minimos contenidos de sal debido a que hay una mejor solubilidad. Asimismo
Cordova (2009) indica que la fuerza obtenida es baja, cuando se extrajo la enzima con
5% de cloruro de sodio. Asimismo Foltmann (2001) observo que al aumentar la cantidad
de sales 6% para extraer la enzima, la fuerza y la estabilidad de la enzima disminuia
debido a una menor solubilidad esto podria explicar, del porque la disminucion de la
fuerza de coagulacién de cuando se incrementa la sal para extraer la enzima. Por tal
motivo es el resultado de la fuerza baja obtenida cuando se extrae con 5% de sal.

Para extraer pepsina y quimosina se utilizé benzoato de Sodio al 0.1% como conservante
quimico cuyo efecto es inhibir carga microbiana deteriorante y patogena. Se tuvo en
consideracion la cantidad y concentracion establecida de benzoato de sodio utilizado
debido a que este conservante aparte de tener una accion antiséptica, anti fingica; puede
generar un aumento mucho mayor de la solubilidad de las enzimas generando la dilucion
de estas con efectos de minima fuerza de coagulacién hasta llegar a una ausencia; debido
muy posible a una mayor solubilidad y concentracion de las enzimas en la solucién

enzimatica.

Del andlisis de varianza tabla 14, se puede indicar que tiene diferencia altamente
significativa el factor sal al utilizar concentraciones de 3% y 5 % de cloruro de sodio lo
cual indica que el efecto del rango investigado es menos amplio al 3% hay mayor fuerza

de coagulacion lo cual también se indica mediante la mayor fuerza de coagulacion.
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4.2.2. PH de activacion de la solucion enzimética a pH 5,6 y 5,8 y evaluar la fuerza

de coagulacion

Las soluciones obtenidas filtradas después de extraer la enzima con 3% y 5%de cloruro
de sodio, se activo cada solucion enzimatica, a dos pH (pHi=5,6 y pH>=5,8) con fosfato
di potésico al 98% permitiendo activar las enzimas con la finalidad de activar el zimégeno
contenido en dicha solucion enzimaética, los resultados se muestra en la tabla 10
generando una mayor accién en la fuerza de coagulacion y una mejor estabilidad

enzimatica.

Tabla 10: Fuerza de coagulacion en la solucion enzimética activada

pH de Solucién enzimatica
activacibona  Enzima extraida con cloruro de sodio Enzima extraida con cloruro de
16°C al 3% sodio al 5%
Fuerza de coagulacién Fuerza de coagulacién
rn  pH56 349.85 290.56
pH 5.8 308.80 285.71
r. pH5.6 400.00 280.14
pH 5.8 383.38 279.28
rs pH5.6 363.59 288.14
pH 5.8 338.50 273.26
Y pH5.6 371.15 286.28
Y pH5.8 343.56 279.41

En la tabla 10 la solucion enzimatica extraidas al 3% de cloruro de sodio con pH; 5,6
tiene un promedio de 371, 15 a pH> 5,8 tiene promedio de 343.56; siendo mayor la fuerza
de coagulacion a este porcentaje de concentracion y a un menor pH de activacion;

asimismo la solucion enzimatica extraida con 5% de cloruro de sodio a pH1 de activacion
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de 5,6 tiene un promedio de 286,28 y a pH. de 5,8 presenta un promedio de 279.41 siendo

mayor la fuerza de coagulacién a pH menor especificamente a pH de 5,6

Mickelsen y Ernstrom (1992), que explican que la tasa de activacion va aumentando y
por ende se incrementa la fuerza al disminuir el pH. Del mismo modo Linden (2003),
menciona que el zimogeno se transforma en enzima activa por un proceso autocatalitico

acelerado por lo iones H+, siendo el proceso muy dependiente del pH.

Los Resultados obtenidos en la tabla 10 muestran variaciones de fuerza de coagulacion a
diferentes activaciones las cuales indican que a pH de 5,6 con 3% de cloruro de sodio es

maés favorable para la fuerza de coagulacion la cual presenta mayor fuerza de coagulacion

Se podria concluir que la fuerza disminuye a medida que el pH descienda (figura 4),
resultado por el cual probablemente, a estos estos valores de pH 5,8 y pH 5,6 la enzima
esté acercandose a su punto isoeléctrico, referido a esto Badui (2006) menciona que la
solubilidad de las proteinas es afectada por el pH de la solucion, indicando que en el punto

isoeléctrico, las proteinas presentan una solubilidad minima

Al cuajo liquido , se elevd el pH dentro del rango de estabilidad tal como recomienda
Escobar (1992), quien sefiala que el pH del cuajo liquido debe estar dentro del rango de
5,4 a 5,8, favorable para la estabilizacion de la enzima, debido a que se tuvo en cuenta lo
que mencionan Mabhler y Cordes (1990), quienes sefialan que la pepsina se desnaturaliza
a valores de pH mayores de 6,0 y debido a esto, se perderia parte de la actividad

enzimatica y por ende una disminucién de la fuerza .
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Segun estudios realizados Cordova 2009 indica que a pH de 4,8 de activacion también
hay fuerza de coagulacion
En la figura 4 se indica las variaciones en la fuerza de coagulacion frente a pH de

activacion de 5,6 y 5,8 extraidos con 3% y 5%de NaCl

390.00 371.15
370.00 ¢ 343.56 3% d
. ® 0 de

- 350.00 PY cloruro de
?g 330.00 sodio
S 31000 5% de
= 286.28 279.41 cloruro de
a 290.00 ® i
< ° sodio
S 27000
©
< 250.00
E 5.6 5.8
Z pH de activacién

Figura 4: pH de activacion de la solucion enzimatica

De la Figuera 4 se deduce que a menor pH de activacion hay mayor fuerza de coagulacion
No hubo diferencia significativa en la fuerza de coagulacion, con respecto a las soluciones

activadas pH:y a pH. debido a que tiene un efecto amplio en el rango de activacion.
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4.2.3. Temperatura de conservacion de la solucion enzimética y su fuerza de

coagulacion durante un mes de almacenamiento.

La solucion enzimatica se envaso en envases de vidrio ambar y se almaceno a dos

temperaturas de 7°C y -7°C durante un mes, asimismo en la tabla 11 se presentan los

datos de la fuerza de coagulacion durante el periodo de almacenamiento.

Tabla 11: Fuerza de coagulacion de solucion enzimatica durante un mes de almacenamiento

Almacenamiento

Fuerza de coagulacion

Dias

1

4

7

10

13

16

19

22

25

28

31

Temperatura a 7°C Temperatura a -7°C
371.15 371.15
371.15 371.12
371.13 371.08
371.12 370.07
371.12 370.05
371.10 370.03
371.08 369.97
371.05 369.93
371.00 368.88
370.99 368.82
370.99 368.78

Segun Alais (2003), las soluciones de quimosina y pepsina tienen su estabilidad 6ptima

a pH entre 5,3 a 6,3 y decrece su estabilidad por debajo de 5,3 y muy rapidamente por

encima de pH 6,5 esto hace referencia a la disminucion con mayor estabilidad de la fuerza

de coagulacion de cuajo liquido durante el transcurso del tiempo de almacenamiento.
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Figura 5: Efecto de la fuerza de coagulacion de la solucion enzimatica durante su

almacenamiento

Kosikowski (2004), menciona que la fuerza exclusivamente proveniente de la actividad
de la quimosina se deteriora un 1% mensual, cuando se almacena a una temperatura baja,
en oscuridad y en envase oscuro, lo que también probablemente ocurrio en la presente

investigacion.

Como se muestra en la figura 5, el cuajo liquido almacenado a temperatura de 7 'y -7°C,
a T° de 7°C ocasiond una pérdida menor de fuerza de coagulacion de solucion enzimatica
a diferencia de T° de —7 °C ocasiono una perdida mayor de fuerza de coagulacién de
solucion enzimética a causa de la ruptura de la pared celular y por la generacion de
perdxidos de hidrogeno. Covacevich (1993), menciona que la actividad enzimatica del
cuajo liquido es afectada por las temperaturas de congelacién y por ende ocasiona una

disminucion de la fuerza.

Segun estudios realizados no se concuerda con Cordova 2009 el cual indica que a
temperatura de congelacion durante su conservacion hay mayor fuerza de coagulacion

durante su almacenamiento.
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En el siguiente flujograma expresado en la figura 6 se indica la definicion del proceso a

seguir para obtener y conservar la solucion enzimética.

MATERIA Ervaluacion de hurmedad
., Ilicrobinlagico
| Dilucitnl:5
(Materia prima: solucion HCL
FETRACCION | pHZ, 00y
Durante 16 horasa 18°C
‘ Con wal (51=3%, &=3 %)

“0,1%(pfw) de benzoato de sodio
FILTRACION I | Filtrar con un tamizador

}

sCTIVACION | ApHdes.0y58

’

FILTRADO [ | Fapel filtro WHANTANN®42

}

ENVASADD | Envases de Vidio de ambar

}

ﬂLNILﬁ;CENﬁMIENTD Porunmes & T de 7°C K -?FC
Lyalisiz fisicoquirdro ¥
Ilicrobinlagico

Figura 6. Proceso de obtencion y conservacion de cuajo liquido o solucién enzimatica

El proceso de obtencion de la solucion enzimatica consta de los siguientes procesos:
a.  Materia prima. La materia prima fue abomaso seco de bovino de edad adulta.

b. Cortado. Se realiz6 con cuchillo de acero inoxidable, se cortd el abomaso seco en
cuadrados de 1 cm de lado como recomienda Cdrdova (2009). Esta operacién se

realizé con la finalidad de facilitar la extraccién de la enzima.
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Extraccion. Sal; se efectud con 3% y 5% (p/v) la dilucidn se hizo en la relacion de
1:5 (Materia prima trozada: solucion &cido clorhidrico pH 2,0 0,003M previamente
establecida), ademas benzoato de sodio, se utiliz6 como conservante para la solucion

enzimatica en una proporcion de 0,1% (p/v) tal como recomienda Campos (2010).

Filtrado 1. Se realiz6 en forma manual con un pafio de trama fina (organza) para
eliminar los tejidos (partes de abomasos himedos) y el mucilago, procedentes de la

etapa de extraccion.

Activacion. pH; se efectu6 a dos niveles de 5,6 y 5,8; pH que estan en el rango para

activar la solucion enzimatica.

Filtrado Il. Esta etapa se realizd con un papel filtro WHATMAN N°42 con la
finalidad de eliminar remanentes impurezas de mucilago procedentes de las etapas
anteriores y que la solucion enzimatica (cuajo liquido) esté libre de particulas

extrafas.

Envasado. Fue envasado en envases de frascos de vidrio ambar con la finalidad de

evitar pérdidas de enzimas.

Almacenamiento. Se tomo en consideracion dos temperaturas de 7°C, -7°C, por el

periodo de un mes.

53



4.3. Andlisis fisicoquimico y microbiolégico de la solucion enzimatica (cuajo
liquido) obtenida y conservada con mayor fuerza de coagulacion
Se realiz6 un andlisis fisicoquimico y microbioldgico a la solucién enzimatica obtenido

la cual se describen a continuacion:

4.3.1. Resultado de andlisis fisicoquimico de la solucién enzimatica obtenida y
conservada

Tabla 12. Analisis fisicoquimico de la solucién enzimética obtenida y conservada

Analisis Cuajo liquido obtenido
Fuerza de coagulacién (US) 1:371.00
Solidos totales 14.474]
Densidad(g/ml) 1.008
pH( 5.600
Salinidad 3.000
Temperatura de conservacion 7°C

La tabla 12 indica que la solucion enzimatica obtuvo una fuerza de coagulacion de 371,00
lo que indica que 1 mL de cuajo es capaz de coagular aproximadamente 371,00 ml de
leche. El valor obtenido es bastante inferior a lo sefialado por Alais (2003), que le otorga
una fuerza a los cuajos liquidos comerciales entre 2000 y 5000, la diferencia se explicaria
por el tipo de abomaso que se utilizd para la extraccion de la enzima, el abomaso utilizado
fue a partir de animales adultos, en cambio el enunciado hace referencia a cuajos liquidos
obtenidos a partir de animales recién nacidos, la fuerza obtenida es muy similar a la
lograda por Jarpa y Retamal (1985), ademas mencionan que los cuajos extraidos de
animales adultos tienen fuerzas bajas a comparacion de las fuerzas estandar para los
cuajos liquidos sefialados por Alais (2003). Por otra parte, se considera la edad de los

bovinos sacrificados de donde se obtuvieron los abomasos secos, puesto que a la adultez
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del animal disminuye la proporcion de quimosina y pepsina con respecto a un abomaso

de bovino recién nacido.

La densidad del cuajo liquido fue de 1,008 g/ml, valor que no alcanza los limites

recomendados por Cérdova (2009) el cual varia entre 1,12- 1,14g/ml para corregir tal

defecto se debe incrementar la cantidad de abomaso en la extraccion, ademas teniendo en

cuenta los parametros con que se trabajaron para extraer la enzima, esto podria ser la

explicacion del porque se obtuvo una densidad baja.

El pH de 5.6 es el 6ptimo para el cuajo liquido obtenido, donde la actividad enzimatica

no se vera afectada concordando con Sancor (2002), quien establece un rango de 5,2- 5,8

para los cuajos liquidos. También sefiala que la pepsina se desnaturaliza a valores de pH

mayores de 6 y parte de la fuerza de coagulacion se perderia y motivo por el cual se dio

la estabilidad a ese.

4.3.2.Resultados de analisis microbiologicos del cuajo liquido de bovino Solucion
enzimatica preparada (adicionando HCI, NaCl, conservante (Benzoato de
Sodio)

Los resultados expresados como promedios de cinco repeticiones se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 13. Analisis Microbioldgico De Cuajo Liquido Obtenido Y Conservado

Muestra Salmonella Clostridiu E. Coli Aerobias Mesofilos S. aureus

(UFC/g) m sp (UFC/g) (UFC/g)
Cuajo  Aysencia Ausencia  Ausencia Ausencia 102
liquido

En la tabla 13 se muestra los resultados obtenidos indicAndonos que estos cuajos
preparados contienen una carga microbiana muy baja y en la mayoria Ausencia
cumpliendo con los parametros y rangos microbioldgicos establecidos en la norma

sanitaria, siendo este producto apto para ser usado en la elaboracién del queso.
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Esta caracterizacion nos determina que la adicién del conservante benzoato de sodio
contribuyo para la no presencia de Salmonella spp y una minimizacion de la carga

microbiana restante.

Este resultado microbiol6gico que comparado con el resultado del cuajo seco sin
adicionar el conservante, HCI y CINa, demuestra que hay una perdida microbiana
importante, lo que garantizara la conservacion del cuajo, asi como su inocuidad en la

elaboracion del queso.

En cuanto a la Temperatura de almacenamiento del cuajo liquido preparado (-7 °C) es
importante recalcar que se observéd efectos bactericidas durante la descongelacion a
temperaturas 14 °C a 17 ° C, por efectos de ruptura de la pared celular y por la generacion

de peroxidos de hidrogeno el cual tiene efectos bactericida.

Con referencia al pH, hubo un efecto negativo de desarrollo de la Salmonella spp, ya que
esta bacteria se desarrolla en pH Alcalinos mayores a pH 7. Con respecto al Benzoato de
Sodio, este ejerce una actividad negativa para el desarrollo de bacterias, debido a la accion
antiséptica de la sal, provocando perdida de la actividad de agua (Aw) llegando a valores

menores a AW 0,80, que no permite el desarrollo de bacterias.

56



4.4. Resultados del disefio experimental y estadistico

El estudio tiene como Factorial 2 A X 2B X 2C en un disefio completamente al azar.

A: Sal: a1 = 3%, a2 = 5%.
B: pH: b1 =5.6 b, =5.8.
C:T:C1=-7°C,C=7°C

Tabla 14: Anélisis de varianza del factorial 2A x 2B x 2C

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Fcaculado Ftabular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio 0.05 0.01
A 1 36420.58 36420.58 81.13** 4.49 8.68 <.0001
B 1 464.72 464.72 1.04 ns 4,49 8.68 0.3442
C 1 34.48 34.48 0.08 ns 4,49 8.68 0.7852
AB 1 1058.81 1058.81 2.36 ns 449 8.68 0.1441
AC 1 5.53 5.53 0.01 ns 449 8.68 0.9129
BC 1 96.44 96.44 0.21 ns 4,49 8.68 0.6493
ABC 1 13.36 13.36 0.03 ns 4.49 8.68 0.8652
Error 16 7182.75 448.92
Total 23 45276.71
R2 = 0.8414 CV = 6.62% y =323.00

Zona de rechazo: Rechazar la Ho si: F.C > f (G.L; Error), al nivel de

significancia alfa (=5 %)

La tabla 14 muestra el analisis de varianza para la factorial 2A x 2B x 2C, se observa que
hay diferencias altamente significativas para el factor A, lo cual indica que hay diferencias
reales entre los promedios de los dos niveles a1 y az.

No se ha encontrado diferencias significativas para los factores B y C, asi como para
ninguna de las interacciones.

El coeficiente de variabilidad es de 6.62%, lo que nos indica que es un valor bajo y que
se ha conducido eficiente mente el experimento.
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Prueba multiple de Diferencia Minima Significativa o LSD Limite Significacion para el

factor A, nos indica que con el nivel a;= 352.00, 3% de sal se ha obtenido mayor respuesta

que con el nivel ax= 286.12, que es con 5% de sal. Asimismo para el factor B nos indica
que con el nivel b1=315.52, los promedios no difieren significativamente; pero con el
nivel by, se tiene mayor promedio. De igual manera con el factor C, el nivel c1 ocupa el
primer lugar con un promedio de 321.12. En segundo lugar se halla con el nivel c2 con
318.72.Esto significa que tanto los parametros comparados tanto de pH y temperatura no
tienen influencia en la respuesta del presente experimento.

En la tabla 15 se muestra los tratamientos respectivas repeticiones y su fuerza de
coagulacion

Tabla 15. Fuerza de coagulacion de los tratamientos
TRATAMIENTOS

Repeticibn 1  Repeticion 2 Repeticion 3

Y1 349.69 399.84 363.44
Y2 347.65 397.40 361.29
Y3 308.64 383.23 338.34
Ys 307.65 382.18 337.10
Ys 285.56 279.12 273.11
Ys 284.61 277.78 272.16
Y7 290.40 280.18 288.14
Ys 289.58 279.23 286.74
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En la tabla 16 se muestra el promedio de los tratamientos segun la fuerza de coagulacion
que presento cada tratamiento.

Tabla 16: Promedio de la fuerza de coagulacién en tratamientos

Tratamientos Comparaciones de la obtenciony  repeticiones Promedio
conservacion de cuajo

Y1 aibici 3 371.00
Y2 aibico 3 368.78
Y3 aibacy 3 343.40
Ya aiboCo 3 342.46
Ys azbica 3 286.12
Ys azbico 3 285.18
Y7 azbacy 3 279.26
Ys azboC2 3 278.43

Tabla 17. Diferencia significativa entre los tratamientos

Grados de Valor de Tabla Duncan A.L.S
libertad promedio

16 3 2,87 2.76
16 2 3,02 3.74

Existe diferencia significativa entre los tratamientos, por el cual el mejor tratamiento
corresponde al tratamiento numerol con una fuerza de coagulacion de 371.00 (Y1 =S;

leTl).
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CAPITULO V

V. CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo de estudio se llegé a las siguientes conclusiones:

e La obtencion de solucion enzimatica en la Provincia de Cajamarca es con solucion
de &cido clorhidrico a un pH de 2, 00; con parametros de 3% de cloruro de sodio en
la extraccion; 5,6 de pH en la activacion y 7°C en temperatura conservacion.

e La solucién enzimatica obtuvo una fuerza de coagulacién de 371,00 lo que indica

que 1 ml de cuajo obtenido es capaz de coagular 371.00 ml de leche.
Las solucidén enzimatica presenta fisicoquimicamente una densidad de 1.008 g/ml
con solidos totales de 14, 474(%); salinidad de 3,000%; pH 5,6 a T° de 7°C y
microbioldégicamente presenta Ausencia en Salmonella, Clostridum sp, Aerobios
Mesofilos, E. Coli, y con 10 1 UFC/g de S. aureus.

e La materia prima es tiene 15.29 %de humedad y 84.71% de materia seca.
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VI. RECOMENDACIONES

Al finalizar la presente investigacion se hacen las siguientes recomendaciones:

e Realizar otra investigacion teniendo como base esta investigacion evaluando con
soluciones de acido citrico reemplazando al acido clorhidrico.

e Realizar tratamientos para obtener cuajo en polvo a partir del abomaso de bovino criollo,
prologando la durabilidad del cuajo sin afectar la fuerza de coagulacion.

e Para minimizar la carga bacteriana indeseable presente en el cuajo liquido se debe realizar
una micro filtracion, reemplazando al proceso de filtracion 1l el cual fue realizado con
papel filtro WANTHAN N° 42 no siendo suficiente para eliminar toda la carga bacteriana
a diferencia de una micro filtracién la cual ayudara a eliminar todas las bacterias
patogenas que afectan en el almacenamiento y por ende en la fuerza de coagulacion

e Evaluar la concentracion de enzima (quimosina) en la solucién enzimatica (cuajo liquido)
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VIll. ANEXOS GENERALES

Tabla 18. Tablas del Niumero Mas Probable (NMP)

Las tablas del Numero Més Probable (NMP) e intervalo de confianza a nivel de 95% de
probabilidades para diversas combinaciones de tubos positivos en series de tres o

Serie de 3 tubos Serie de 5 tubos
Combinaciones de Intervalo de confianza Intervalo de confianza
tubos + (95%) (95%)

NMP/C  Minimo  Maximo NMP/C  Minimo  Maximo
0-0-0 <0,03 <0,005 <0,09 <0,02 <0,005 <0,07
0-0-1 0,03 <0,005 0,09 0,02 <0,005 0,07
0-1-0 0,03 <0,005 0,13 0,02 <0,005 0,07
0-2-0 - - - 0,04 <0,005 0,11
1-0-0 0,04 <0,005 0,20 0,02 <0,005 0.17
1-0-1 0,07 0,01 0,21 0,04 <0,005 0,11
1-1-0 0,07 0,01 0,23 0,04 <0,005 0,11
1-1-1 0,11 0,03 0,36 0,06 <0,005 0,15
1-2-0 0,11 0,03 0,36 0,06 <0,005 0,15
2-0-0 0,09 0,01 0,36 0,05 <0,005 0,13
2-0-1 0,14 0,03 0,37 0,07 0,01 0,17
2-1-0 0,15 0,03 0,44 0,07 0,01 0,17
2-1-1 0,2 0,07 0,89 0,09 0,02 0,21
2-2-0 0,21 0,04 0,47 0,09 0,02 0,21
2-2-1 0,28 0,10 1,50 - - -
2-3-0 - - - 0,12 0,03 0,28
3-0-0 0,23 0,04 1,20 0,08 0,01 0,19
3-0-1 0,39 0,07 1,30 0,11 0,02 0,25
3-0-2 0,64 0,15 3,80 - - -
3-1-0 0,43 0,07 2,10 0,11 0,02 0,25
3-1-1 0,75 0,14 2,30 0,14 0,04 0,34
3-1-2 1,20 0,30 3,80 - - -
3-2-0 0,93 0,15 3,80 0,14 0,04 0,34
3-2-1 1,5 0,30 4,40 0,17 0,05 0,46
3-2-2 2,1 0,35 4,70 - - -
3-3-0 2,4 0,36 13,0 - - -
3-3-1 4,6 0,71 24,0 - - -
3-3-2 11,0 1,50 48,0 - - -
3-3-3 >24 >1,50 >48,0 - - -
4 -0-0 - 0,13 0,03 0,31
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4-0-1
4-1-0
4-1-1
4-1-2
4-2-0
4-2-1
4-3-0
4-3-1
4-4-0
5-0-0
5-0-1
5-0-2
5-1-0
5-1-1
5-1-2
5-3-0
5-3-1
5-3-2
5-3-3
5-4-0
5-4-1
5-4-2
5-4-3
5-4-4
5-5-0
5-5-1
5-5-1
5-5-2
5-5-3
5-5-3
5-5-4
5-5-5

0,17
1,17
0,21
0,26
0,22
0,26
0,27
0,33
0,34
0,23
0,31
0,43
0,33
0,46
0,63
0,49
0,700,94
0,79
1,10
1,40
1,80
1,30
1,70
2,20
2,80
2,80
3,50
2,40
3,50
5,40
9,20
16,09

0,05
0,05
0,07
0,09
0,07
0,09
0,09
0,09
0,07
0,11
0,12
0,07
0,11
0,16
0,21
0,17
0,23
0,28
0,25
0,31
0,37
0,44
0,35
0,43
0,57
0,90
1,20
0,68
1,20
1,80
3,00
6,40

0,46
0,46
0,46
0,63
0,76
0,78
0,80
0,93
0,93
0,70
0,89
1,14
0,93
1,2
1,5
1,3
1,7
2,2
1,9
2,5
3,4
5,00
3,0
4,9
7,0
8,5
10,0
7,5
10,0
14,0
32,0
58,0

cinco tubos. La cantidad inoculada de la muestra: 10.0- 1,0 g o ml (Manual

Bacteriologica Analitica. Estados Unidos. 1984).
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Fotos de materiales y procesos en la elaboracion de cuajo liquido

Figura 9: Papel filtro N° 42
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Figura 12: &cido clorhidrico concentrado 37%
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Figura 15: Abomaso
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Figura 18: Extraccion de solucion enzimética
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Figura 21: Filtracion 11
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Figura 24. Envasado

73



Figura 25: Almacenado

Figura 26: Fuerza de coagulacion después de filtracion |

Figura 27. Fuerza de coagulacién después de filtracion 11
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Figura 30: Siembra microbioldgica
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Figura 31: Recuento De Microrganismos

Figura 32: Muestras con Baterias desarrolladas
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Rendimiento y costos de la solucion enzimatica:

Tabla 19: Rendimiento y costos para la obtencidn de 400ml de solucién enzimética.

REQUERIMIENTO UNIDAD PRECIO TOTAL
DESCRIPCION MEDIDA  UNITARIO (S)
(S1)
CANTIDAD
Materia Abomaso seco kilogramo 15,000 0,100 1,50
prima
Insumos HCI ml 0,077 35,000 2,70
Sal kilogramo 0,500 0,015 0,01
Conservante  Benzoato de gramo 0,048 0,500 0,02
sodio
Envase Envase de vidrio  Unidad 2.50 8 20,00
x 50 mL
Costo total 24,23
3,03

Costo por unidad (S/.)
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Presupuesto

En la tabla 19se describe el presupuesto invertido en el trabajo de investigacion

Tabla 20. Presupuesto del trabajo de investigacion

DESCRIPCION BIENES DETALLE COSTO
TOTAL
Materiales de escritorio Papel, marcadores, lapiceros 30.00

Materiales de elaboracién Abomaso de bovino , leche,acido 1100.00
clorhidrico, cloruro de sodio(sal),
placas Petri, agar nutritivo y agar

de recuento envases,

Material para procesar datos USB, tinta para impresora 200.00
SERVICIOS

Movilidad, alimentacion, Traslado a Universidad Nacional 700.00
estadia de Cajamarca

Fotocopias Copias de proyecto y tesis 150.00
TOTAL (S/.) 2180
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