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RESUMEN

En esta investigacion se trabajo con chilacuan (Vasconcellea pubescens), un fruto de poca
industrializacion que crece de forma silvestre en la region interandina del Ecuador. Al contener
esta fruta una enzima proteolitica denominada papaina, fue motivo de estudio, especialmente como
uso de cuajo en la industria lactea. Se realiz6 la recoleccion de la materia prima (chilacuan) en las
zonas aledafas de la provincia del Carchi especificamente en la parroquia Santa Marta de Cuba,
para después caracterizar biométricamente al fruto en donde se obtuvo un peso de 176,43 g; 9,55
X 6,31 cm de largo y ancho respectivamente, esta evaluacion se realizo a 100 frutos, encontrandose
un rendimiento de latex de 1,11 %. La investigacion se centrd en extraer la enzima del fruto antes
mencionado para posteriormente purificarla con la adicion de sustancias quimicas como etanol,
sulfato de amonio y cloruro de sodio. También se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de la
misma, dando como resultado; humedad 14 %; pH 4,35; cenizas 8,73 %, acidez titulable 0,30 % y
solidos solubles totales de 6,67 °Brix respectivamente. Posteriormente, se realizd la actividad
enzimatica mediante el método de Halls y Haber, obteniendo como resultado un rango entre 251-
257 Upe. Finalmente se comparé el poder coagulante de la enzima mediante la elaboracion de
quesos frescos prensados con cuajos (animal, vegetal, microbiano), con los cuales se realizo la
evaluacion sensorial en los atributos de sabor, color, olor y textura, y se evaluaron sus
caracteristicas fisicoquimicas, obteniendo humedades entre 60,58 y 61,40 %, grasa entre 15,33 y
18 %, pH entre 6,90 a 7,08, acidez 0,027 a 0,033 %, cenizas 2,38 a 2,86 %, y proteina 6,65 a 7,45

%, cuyos resultados se encontraron dentro de los rangos establecidos por la normativa INEN.

Palabras claves: Enzima, papaina, actividad enzimatica, cuajo, caracterizacion biométrica.
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ABSTRACT

In this research we worked with chilacuan (Vasconcellea pubescens), a fruit of little
industrialization that grows wild in the inter-Andean region of Ecuador. This fruit was studied since
it contains a proteolytic enzyme called papain; it was studied, especially as rennet in the dairy
industry. The raw material (chilacuan) was collected in the surrounding areas of the province of
Carchi specifically in the parish of Santa Marta de Cuba, and subsequently characterize the fruit
biometrically, obtaining a weight of 176.43 g, and a size of 9.55 x 6.31 cm long and wide
respectively, this assessment was made to 100 fruits, in terms of latex yield it was a 1.11%. The
research focused on extracting the enzyme from the fruit mentioned above and then purifying it by
adding of chemical substances such as ethanol, ammonium sulfate and sodium chloride, also the
physical-chemical characteristics were evaluated, giving as a result; humidity 14 %; pH 4,35; ashes
8,73 %, titratable acidity 0,30 % and total solids of 6,67 °Brix respectively. Later, the enzymatic
activity was carried out by means of the method of Halls y Haber obtaining as a result a value
between 150-210 Upe. Finally the coagulant power of the enzyme was compared by elaboration of
fresh cheeses pressed with rennet (animal, vegetable, microbial), the sensorial evaluation was made
to the attributes of flavor, color, odor and texture, and their physical-chemical characteristics of the
same were evaluated, obtaining humidity between (60,58 to 61,409) %, fat of (15,33 to 18) %, pH
between (6.90 to 7,08), acidity (0,027 to 0,033) %, ashes (2,38 to 2,86) %, and protein (6,65 to

7,45) %, whose results were within the ranges established by the INEN regulations.

Keywords: Enzyme, papain, enzymatic activity, rennet, biometric characterization.
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INTRODUCCION

Pérez (2017), manifiesta que el queso es un alimento antiguo cuyos origenes se puede remontar
antes de que apareciera la escritura, siendo uno de los productos principales de los ganaderos de
todo el mundo especialmente en el Ecuador y provincia del Carchi. Desde tiempos pasados se
elaboraban quesos en forma artesanal por no existir una globalizacion tecnologica, pero en la
actualidad existen empresas que tienen implementando maquinaria de Ultima tecnologia

automatizando todo el proceso en la elaboracién del producto.

Alban (2006), afirma que el queso es un producto alimenticio solido o semisolido que se obtiene
separando los componentes solidos de la leche (cuajada) de los liquidos (suero). Es un alimento
elaborado a partir de la leche coagulada, la leche es inducida a cuajarse usando cuajo de diferente
naturaleza que actla sobre la caseina (proteina soluble). Los quesos actualmente se los puede
encontrar en el mercado en diferentes presentaciones y variedades, siendo el queso fresco el mas
apetecido por la mayoria de los consumidores. Una de las principales ventajas del queso fresco es

que se lo puede consumir inmediatamente después de haber sido procesado.

Ramirez (s.f), define al cuajo como “una sustancia que tiene la propiedad de coagular la leche y se
presenta corrientemente en polvo o liquido”. El cuajo en la actualidad se lo puede encontrar de
diferente naturaleza puede ser de origen animal, microbiano y uno de los mas actuales e importantes
es el vegetal. También Gasteiz (2007), menciona que el cuajo animal es obtenido de la mucosa del
cuarto estomago de crias lactantes de algunos mamiferos rumiantes. El de origen vegetal se extrae
principalmente de algunas plantas como el cardo pero también se lo puede obtener de algunas frutas
que contienen enzimas como la papaya, chilacuan, pifia, el higo entre otras frutas, siendo este muy
poco conocido e industrializado desconocido por la mayoria de productores industriales entre ellos
los que procesan lacteos y sus derivados como el queso. Otro de los cuajos que es de realce es el
microbiano obtenido de algunas fermentaciones biotecnoldgicas de microorganismos. Muchas son
las naturalezas de los cuajos que existen desde afios remotos uno de los mas utilizados es el de

origen animal en todo el mundo.
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Santin (2011), menciona que las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que aceleran la
velocidad de reaccion hasta alcanzar un equilibrio. Constituyen el tipo de proteinas mas numeroso
y especializado y, actian como catalizadores de reacciones quimicas especificas en los seres vivos
o0 sistemas bioldgicos. Una de las enzimas mas importantes en la historia son las proteasas cuya
funcién principal es romper los enlaces peptidicos de las proteinas. Estas pueden ser extraidas de
los animales y plantas, un ejemplo claro es la papaina, una enzima obtenida de las plantas y varias
frutas especialmente de la familia Vasconcellea, ya que esta presenta gran actividad enzimaética, y
es utilizada en el campo alimentario, textil, farmacéutico. Esta enzima puede ser aplicada en varias

ramas de la industria, nuevas investigaciones denotan la importancia de la misma.

El objetivo de esta investigacion fue extraer la enzima papaina presente en el chilacuan
(Vasconcellea pubescens) como alternativa de cuajo vegetal, para lograr dicho objetivo se
establecieron parametros de extraccion, purificacion, caracteristicas fisico-quimicas de la enzima
y para comprobar el poder coagulante se elaboraron quesos frescos prensados con diferentes tipos
de cuajos para luego ser evaluados mediante andlisis fisico-quimicos y sensoriales y determinar
que si son aptos para el consumo humano de ahi la importancia en la actualidad de las enzimas en
la industria alimentaria que cada dia es mas notoria, por su gran aporte en todos los ambitos

especialmente en la tecnologia de lacteos en particular en la fabricacion de quesos.
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I. PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun Calvo (2013), manifiesta que en el mundo desde la antigliedad siempre han existido
problemas de suministro de cuajo animal y la expansion de la industria del queso a partir de la
década de 1940 forzo la busqueda de enzimas alternativas al cuajo animal. En la fabricacion de
quesos industriales se utilizan habitualmente proteinasas obtenidas de microorganismos en lugar
del cuajo animal, desconociéndose la alternativa de cuajante vegetal. Muchos vegetales contienen

proteinasas capaces de coagular las caseinas, algunas de estas proteinasas se utilizan en la industria.

Nolivos (2011), menciona que el empleo de cuajo animal presenta ciertas desventajas en
comparacion con el cuajo vegetal, como un menor contenido de enzimas proteasas, por lo que no
produce una cuajada suave y cremosa como lo hacen las enzimas vegetales, asi mismo la

transformacion de las proteinas presentes en la leche es mas lenta y menos intensa.

Ademas, afirma el autor que el consumo de queso elaborado con cuajo animal, no siempre es
recibido por aquellas personas lacto veganas, debido a que el cuajo se obtiene de la mucosa del
cuarto estomago o cuajar de los mamiferos rumiantes lactantes sacrificados, con menos de 30 dias
de vida. En el Carchi desde hace muchos afios, se realizan quesos que son elaborados con cuajo
animal y microbiano hasta el momento se desconoce de quesos en el mercado que sean elaborados

con cuajo vegetal.

Generalmente en la provincia siempre se ha utilizado cuajo animal, desconociéndose la existencia
del cuajo vegetal. O si bien, si existe la informacidn a los productores sobre este cuajo, deciden no
utilizarlo por la comodidad de precios que se tienen en la adquisicion de enzimas industriales
procedentes de cuajo animal. Sin embargo, se han realizado distintos proyectos para reemplazar el

cuajo animal por uno vegetal, pero estos no han sido lanzados al mercado.

El chilacuan (Vasconcellea pubescens) es un fruto que crece en forma silvestre en el cantén Tulcan
y en sus alrededores como también en varias zonas de la provincia del Carchi y Ecuador. Este fruto

generalmente no es cosechado por lo que cae al piso como desecho debido a su bajo nivel de
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procesamiento y por la deficiente investigacion cientifica que permita plantear alternativas para

sustentar su utilizacion y promover el desarrollo de cultivos de esta fruta endémica.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Es posible obtener cuajo vegetal del chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa del

cuajo de origen animal para la produccion de queso?

1.3. JUSTIFICACION

El chilacuan (Vasconcellea pubescens) al ser de la familia Caricaceae posee un conjunto de
enzimas, tales como la quimiopapaina, la pectin estearasa, invertasa y peroxidasa. Dentro del
contenido de enzimas destacan la papaina la cual puede ser extraida para diferentes usos en la
industria alimentaria. Segin Vanguardia (2017), afirma que “hoy en dia se utiliza a la enzima
papaina como ablandador de carnes, en la clarificacion de cervezas y otras bebidas, asi como
también en la produccion de lacteos”. Actualmente los fermentos utilizados para la fabricacion de

quesos son cuajo vegetal, microbiano, genético dentro de lo que destacan los de origen animal.

Una alternativa para la elaboracion de queso es la utilizacion del cuajo vegetal, que tiene la ventaja
de poseer un gran contenido de proteinasas capaces de coagular las caseinas, produciendo una
cuajada mas suave y cremosa que el de procedencia animal, es un cuajo muy proteolitico, lo que
significa que produce una transformacién méas rapida e inmediata de las proteinas presentes en la
leche. También es bueno para la elaboracién de quesos frescos y tiernos, aunque da excelentes

resultados también en queso duros. (Agroindustria, 2018)

El tema de investigacion es de importancia ya que contribuye al desarrollo de una alternativa en la
elaboracion de quesos empleando cuajo vegetal (leche de chilacuan verde), ya que tradicionalmente
se elabora quesos con cuajo de procedencia animal, el cual es un extracto del abomaso de
rumiantes, de donde se obtiene la quimosina, una enzima con actividad proteolitica baja, a
diferencia de los coagulantes vegetales, generando asi una alternativa para dietas vegetarianas en

las que no se quiera consumir ningun producto derivado del sacrificio animal.
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La presente investigacion tendra impacto en la region, debido a la gran produccion de leche y la
rentabilidad que ofrece la comercializacion del queso en la provincia del Carchi, al igual que la

facil obtencion del chilacuan, lo cual es positivo para la obtencion de cuajo vegetal.

Ademas, la metodologia utilizada tiende a ser de facil aplicacion, lo que propende a que la
informacion de la investigacion sea utilizada por futuras generaciones de investigadores que
pretendan aplicar metodologias compatibles de manera que sean posible los analisis conjuntos. La
presente investigacion es viable, debido a que se cuenta con los recursos necesarios para la

ejecucion del mismo.

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1.4.1. Objetivo General
Extraer la enzima papaina presente en el chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa de

cuajo vegetal.

1.4.2. Obijetivos Especificos

e Realizar la caracterizacion biométrica y fisica del chilacuan.

e Purificar la enzima papaina presente en latex del chilacuan.

e Determinar la actividad enzimatica de la papaina.

e Establecer parametros fisicos y quimicos de la enzima papaina: pH, solubilidad, humedad,
cenizas y acidez titulable.

e Elaborar queso fresco utilizando cuajo vegetal y evaluarlo sensorialmente.

1.4.3. Preguntas de Investigacion

¢Como extraer la enzima papaina presente en el chilacuan?
¢ Qué caracteristicas biométricas y fisicas tiene en chilacuan?
¢ Como sera el rendimiento obtenido en cada una de las fases de extraccion de la papaina?

¢ Como seran las caracteristicas fisicas quimicas del cuajo obtenido?
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¢Cual es la actividad enzimatica del cuajo?
¢ Qué dosificacion es la ideal para la elaboracion de queso fresco prensado?

¢ Como serdn las caracteristicas fisicas quimicas del queso?
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1. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Referente a la utilizacion de las enzimas vegetales, existe una investigacion acerca del “Estudio de
factibilidad de la utilizacién de enzimas vegetales en la elaboracion del queso tipo fresco”,
realizado por Sanches, Juca y Naomi (2015), en la que se evidencia el desarrollo de la extraccion
de latex y su utilizacion en la elaboracion de queso fresco. La investigacion se la realizo en la
Universidad de Cuenca y tuvo como propdsito la busqueda de alternativas para la elaboracion de
productos de la industria lactea, estudiando dos extractos enzimaticos vegetales (ficus y vasconcella
cundinamarcensis) del higo y chamburo respectivamente. La investigacion obtuvo como resultados
que la actividad proteolitica de las enzimas vegetales es factible, favoreciendo en el rendimiento
de los quesos elaborados a partir de la coagulacion de la papaina, sin embargo, la ficina es mucho

mas proteolitica por lo que requiere menor tiempo para coagular la misma cantidad de leche.

En cuanto al uso del cuajo vegetal en la elaboracion de queso fresco, hay una investigacion
denominada “Uso de cuajo vegetal (leche de higo verde - ficus carica linnaeus) para la elaboracién
de queso fresco” realizado por Nolivos (2011), en la que se evidencia la elaboracion de queso fresco
utilizando como ingrediente cuajo vegetal a temperatura de 35 a 40 °C, logrando la precipitacion
de la caseina por la presencia de enzimas como la esterasa, ficina y fucomarina que son un medio
precipitante. También en la investigacion se evaluaron las caracteristicas organolépticas mediante
un analisis sensorial, determinando que la mejor aceptabilidad tiene el tratamiento (leche
pasteurizada con 8 mL/L de cuajo vegetal con adicion de 20 g/L de cloruro de calcio). Finalmente
analizaron al producto final de acuerdo a la Norma INEN 1528 con el fin de tener un control de la

cantidad de leche utilizada y la cantidad de queso obtenido.

Kure y Yugcha (2012), en su investigacion denominada “Estudio del proceso de secado de latex
de papaya (Carica papaya L.) deshidratado por aspersion™, en cuya investigacion se denota la
extraccion de latex y su analisis de secado por aspersion. La investigacion fue desarrollada en la
Escuela Superior Politécnica del Litoral y tuvo como objetivo determinar la temperatura idonea a
la cual se debe deshidratar el latex de Carica papaya L. en un secador de aspersioén, con la finalidad

de obtener papaina cruda con elevada actividad proteolitica. Para cumplir el objetivo procedieron
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a extraer el latex de papaya para luego encapsularlo para realizar el secado por aspersion, se
procedié a determinar la actividad enzimatica del mismo hasta obtener una humedad de 5 %-8 %,
utilizando varia temperaturas de secado, la muestra secada a 110 °C obtuvo un valor de 7,89 %,
con lo cual se encuentra dentro del rango recomendado. Concluyendo asi que para obtener una
elevada actividad proteolitica y un adecuado porcentaje de humedad se debe de secar por aspersion
el latex de Carica papaya L microencapsulado con goma arabiga con una temperatura de entrada
de aire de 120 °C.

En la investigacion presentada por Herrera y Ruiz (2014), se estudié el efecto del tiempo de
congelacion y temperatura de liofilizado del latex del fruto papayita de monte (Carica pubescens)
para obtener latex liofilizado con mayor actividad proteolitica, para lo cual recolectaron los frutos
de papayita de monte provenientes de la provincia de Luya distrito de San juan de Lopecancha,
region Amazonas. Para la extraccion del latex realizaron incisiones de 2 a 3 mm de espesor a la
cuticula del fruto, sometieron a un proceso de congelacion a tres tiempos 8, 12 y 16 horas y tres
temperaturas de liofilizado (-50, -55 y -60) °C, después de liofilizar pulverizaron y determinaron
la cantidad de UTP haciendo uso de un sustrato rico en proteina la leche de vaca, para esta prueba
siguieron el método modificado de kunitz; realizaron las lecturas correspondientes a la absorbancia
para disefiar un modelo matematico y determinar la UTP. Finalmente realizaron el analisis
fisicoquimico del latex dando como resultado 10,4 % de humedad, pH 7,6; de acidez total titulable

1,76 %); solidos solubles totales 30 °Brix y 1,2 % de cenizas.

Tovar, Avila, Piere, y Golzales (2018), en su investigacion “Purificacion de la papaina del latex de
la lechosa y cuantificacion de la actividad enzimatica”, referente a la purificacion y actividad
enzimatica de la papaina obtenida de la lechosa nos mencionan que la investigacion se centro en
purificar la papaina del latex de la lechosay se evaluar el efecto de dos condiciones de secado sobre
la actividad enzimatica, extrayendo el latex del exocarpo de la fruta, deshidratandolo bajo dos
condiciones (C), C1: 25°Cy 20 hy C2: 60 °Cy 4 h, calcularon el rendimiento seco y caracterizaron.
Tambien purificaron la papaina y cuantificaron la actividad enzimatica; luego estimaron el factor
de purificacién (FP) y finalmente, determinaron la actividad proteolitica evaluando la eficiencia de
remocion de proteinas de un efluente industrial. Finalmente, demostraron el poder de la enzima al
determinar la eficiencia de remocién del contenido proteico de un efluente lacteo obteniéndose

que, con la papaina purificada, se removio en promedio 60,03 %.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. El Chilacuan (Vasconcellea pubescens)

Vazquez, (2015), menciona que el chilacuan (Vasconcellea pubescens) es una planta herbacea
perenne de porte alto perteneciente a la familia de las caricaceas. Conocida como papaya de
montafia, en cada region adquiere un nombre particular; en Ecuador se le denomina papaya de olor,
chilhuacén, chamburu o chiglacon. En Bolivia se denomina huanarpu hembra; en Chile, papaya; y

en PerU, papaya arequipefia. En la Figura 1 se observa al chilacuan en su fuerte madre.

Figura 1. Chilacuan (Vasconcellea pubescens)
Tomado de Nazate (2013)

2.2.2.1. Origen del Chilacuan

El chilacuan conocido como (Carica pubescens), es una especie de planta con flor de la familia de
las Caricaceae. Posee una sabrosa fruta; originaria de Suramérica, se cultiva desde Colombia hasta
Chile en ecosistemas de montafia sobre niveles altitudinales superiores a los 1.200 msnm., se

encuentra en elevaciones sobre los 1000 metros de altitud hasta los 3300 metros. (Neill, 2011)

Carica pubescens, llamada también papaya de la sierra, papayita arequipefia 0 papaya de monte.
Requiere de climas templado - calido. El fruto es una baya, de pericarpio delgado, jugoso, de color
amarillo (pulpa y piel), pasando por color verde durante la madurez. El centro es hueco y se

encuentra totalmente ocupado por las semillas envueltas en un tejido mucilaginoso; presenta una
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forma oblongo - ovoide de 5 a 10 centimetros de largo por 3 a 6 centimetros de ancho y tiende a

ser ovalada, con los extremos aguzados. (Craasco, 2008)

La planta de chilacuan inicia su produccién a los 10 6 15 meses, con una produccion permanente
durante todo el afio, se recolecta manualmente cuando la fruta pasa de su coloracidn verde oscura
aamarillo verdosa, con estrias amarilladas que parten de la base del pedinculo, los frutos recogidos
se colocan con el peddnculo hacia abajo para que el latex no manche a la fruta, este latex puede
afectar a la piel del recolector, se recomienda usar guantes y camisas. El rendimiento de la fruta en
el Ecuador va desde 3,300 kg/ha en el primer afio productivo hasta estabilizarse en 10,000 kg/ha a

partir del segundo o tercer afio, el cultivo puede durar hasta 25 afios. (Agroinformacion, 2010)

2.2.1.2. Taxonomia

El género Vasconcellea pertenece a la familia de las caricaceas junto con los

géneros Carica, Cylicomorpha, Horovitzia, Jacaratia y Jarilla.

Los generos Carica y Vasconcellea presentan caracteristicas fenotipicas similares, motivo por el
cual comparten el nombre comin de “papaya” en diferentes regiones. De las 21 especies que
conforman el género Vasconcellea, 19 son arboles conocidos cominmente como “papaya de
montafia alta”. Se localizan principalmente en las zonas altas de las regiones andinas de Suramérica

y constituyen el género mas numeroso de la familia caricacea (Vazquez, 2015).

En la Tabla 1 se indica la clasificacion taxondmica del género Vasconcella.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del género Vasconcella

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Violales
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Familia Caricaceae
Género Vasconcella
Tomado de Sinche (2009)

2.2.1.3. Caracteristicas morfoldgicas generales de la familia Caricaceae presente en el
Ecuador

En la Tabla 2 se indican las caracteristicas morfologicas de la familia Caricaceae presente en el
Ecuador.

Tabla 2. Caracteristicas morfol6gicas de la familia Caricaceae presente en el Ecuador

Aspecto Arboles o arbustos con tallos blandos, poseen latex lechoso, dioicos, raro monoicos
Hojas Alternas, grandes, palmadas, largamente pecioladas, sin estipulas
Flores Solitarias o en cimas, imperfectas, raro perfectas, hipéginas

Perianto Céliz, cinco cépalos soldados, corola, cinco pétalos libres o soldados

Androceo Estambres, 5-10 libres, soldados a los pétalos

Gineceo Ovario supero, carpelos, cinco soldados, 6vulos a, parietales, estilo corto con cinco estigmas
Fruto Baya
Semillas Endosperma oleoso, embrién recto.

Tomado de Sinche (2009)

2.2.1.4. Denominacioén

Se lo denomina principalmente como chamburo, su apelativo en inglés es mountain papaya,
conocido también con los seudénimos de papaya de altura o de frio, papaya de monte, papayuela,
chilguacan, chigualcan, chiblacan.

En algunas provincias del pais, por ejemplo, en Azuay se lo denomina como siglolén, siglalon o

sigloalon, en Tungurahua como jigacho y en Loja como toronchi.

En algunos paises de Sudamérica, como en Colombia se lo conoce como papayuela, en Perl y
Bolivia como chamburu, papaya de monte, papaya de altura y en Ecuador también se lo conoce al

chamburo con los nombres de chilacuén, chilhuacan y chiglacon. (Sinche, 2009)
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2.2.1.5. Zonas de cultivo de chilacuan en el Ecuador

Las zonas mas aptas para la produccidon de esta fruta o el mayor centro de diversidad se localizan
en el Ecuador y el norte de Peru. Especialmente en las provincias del Callejon Interandino como
Loja, Tungurahua, Bolivar, Pichincha, Azuay, Imbabura y Carchi. Actualmente los volumenes
producidos en el pais son bajos y si bien se satisface el mercado nacional, no se han reportado

exportaciones de esta fruta (Bosmediano y Coronel, 2014).

Otras zonas en las que se podria desarrollar los cultivos del chilacuan se encuentran en los valles
bajos del callejon interandino. Asi como en Pifo, Tumbaco, Tambillo, Pastocalle, Puijili, Penipe,

Valle del Patate, Catamayo y Vilcabamba.

2.2.1.6. Usos y aplicaciones

Agroinformacion (2010), menciona el fruto de Vasconcella Carica pubescens (papaya de monte)
es casi identico al babaco, se lo considera un hibrido de fruta dulce y aromatica, con un sabor entre

fresa y pina tropical, papaya, naranja y melén.

- Los frutos maduros se utilizan en la reposteria, en la elaboracién de mermeladas y

bebidas, jaleas, flameados, jugos, batidos, ensaladas de frutas y platos con carnes.

- Enestado verde constituye un recurso para la obtencion de latex y por su contenido de
papaina tiene aceptacion en el mercado internacional para uso en la industria

farmacoldgica y como ablandador de carnes.

- Seindica ademas que el latex de la papaya de monte es empleado en contacto de la piel

para quitar verrugas y el fruto en tratamientos de la arteriosclerosis.

- En la industria textil, impide el encogimiento y se ha utilizado los colorantes

carotenoides en la produccion de cosméticos y alimentos concentrados para animales.

2.2.1.7. Tiempo de vida util y medidas de almacenamiento del fruto

La fruta necesita estar almacenada en lugares aireados y limpios, ya que su vida Gtil no es larga,

cuando la fruta llega a su madurez esta se empieza a ablandar y se pudre rapidamente.
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Cuando la fruta es empacada se debe almacenar en cuartos frios con temperaturas no menores a 12

°C, es recomendable una temperatura de 13 °C con una humedad relativa de 85-90 % con estas

condiciones la duracion del chamburo se prolonga de una a dos semanas. (Bosmediano y Coronel,

2014)

2.2.1.8. Valor nutricional

Campozano y Saltos (2013), mencionan el valor nutricional que posee el chilacuan.

Minerales: Ca (Calcio), P (Fosforo) y Fe (Hierro).
Acidos: Acido Ascorbico, el citrico, malico, galacturénico y cetoglutarico.

Pigmentos: El color de la pulpa del Chilacuan se debe a la presencia de carotenoides; entre
los terpenoides carotenoides caracteristicos del chamburo se encuentran la violaxantina, la
caricaxantina, criptoxantina, beta — carotenos, gamma — carotenos y en muy poca frecuencia

licopenos.

Enzimas:Enel latex del Chilacuan se encuentra como enzima proteolitica la papainay cuyo
grado de pureza y concentracion es determinado por la presencia de bencilglucosinolato,
ademas de otras enzimas de importancia digestiva tales como: la quimiopapaina, la pectin
estearasa, invertasa y peroxidasa. La pectin estearasa actla sobre la pectina formando geles
de aglutinamiento o floculacion gastrointestinal, la invertasa promueve la conversion de la

sacarosa glucosa y fructosa.
Vitaminas:vitamina C, vitamina A, ademas de algunas del complejo B.

Alcaloides: Entre otros de los compuestos caracteristicos del Chilacuan se encuentra la
carpaina que es un alcaloide presente principalmente en las semillas y las hojas, y en
menores porcentajes en la pulpa del fruto. La carpaina presenta propiedades farmacéuticas
de caracter cardiotomico. La Tabla 3 muestra la composicién bioguimica del chilacuan en

cuanto a todo los parametros observados.

Tabla 3. Composicidn bioquimica del chilacuan.
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Andlisis Unidad Medida

pH 4.64 pH
Agua 93.43 %
Cenizas 12.75 %
Proteina 1.01 %
Fibra 1.24 %
Az(cares tot. 1.66 %
Calcio 0.21 %
Fosforo 0.33 %
Magnesio 0.33 %
Potasio 5.92 %
Sodio 0.05 %
Acidez titul. 0.55 % de &cido citrico
Carbohidratos 6000 mg
Grasa 200 mg
Azufre 12.00 mg
Riboflavina 0.03 mg
Carotenos 0.09 mg
Tiamina 0.02 mg
Piridoxina 0.05 mg
Acido ascorbico 39.4 mg
Cobre 1.90 mg
Hierro 4.80 mg
Manganeso 0.30 mg
Zinc 1.40 mg
Calorias 8 Kcal

Tomado de Coronel (2010)

2.2.2. Cuajo vegetal

De acuerdo con Sanches, Juca y Naomi (2015), mencionan, “el cuajo vegetal es una sustancia

que tiene la propiedad de coagular la caseina de la leche y separar la fase liquida (suero)”.

También mencionan que el latex se extrae de las plantas que poseen enzimas proteoliticas y
ayuda a la precipitacién de la caseina, se inicia la formacién de un gel que atrapa la mayoria de

los componentes sélidos de la leche; este gel se contrae poco a poco, y al contraerse va
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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.

La efectividad del cuajo es funcién de la temperatura, la concentracion del sustrato (la leche),
concentracion de calcio y la acidez. Las temperaturas usuales de coagulacion pueden variar entre

los 35 °C y los 40 °C, aunque lo méas usual es una temperatura de 38 °C.

2.2.2.1. Funcion del cuajo vegetal

Segun Sanches, Juca y Naomi (2015), mensionan que la funcion del cuajo vegetal es separar la
caseina (el 80 % aproximadamente del total de proteinas) de su fase liquida (agua, proteinas del
lactosuero y carbohidratos), llamado suero. Por accién del cuajo la caseina pierde una parte de
su molécula y como consecuencia sus sales de calcio se vuelven insolubles. El uso del cuajo
vegetal produce la precipitacion de la caseina y el calcio disuelto en la leche para formar
paracaseinato de calcio, cominmente llamado cuajo. Las particulas de caseina se unen para
formar un gel sélido, lo que se puede denominar cuajada, ya que anula los segmentos de carga
negativa (k-caseina) que hace que las particulas de caseina se repelan. El suero también contiene

proteinas, pero estas tienen otras funciones y se mantienen suspendidas en el liquido.

2.2.2.2. Latex

El latex fue definido por Marcillo (2005), como “un fluido lechoso de color blanquecino, no muy
denso, presente en hojas, tallo y frutos”, descripcion que puede aplicarse al latex de las demaés

plantas del género Vasconcella.

2.2.2.3. Liofilizacion

De acuerdo con Garcia (2010), menciona que “La liofilizacion es una técnica de deshidratacién por
frio, un proceso comdn en la industria alimentaria conocido como deshidrocongelacion, el
cual tiene la virtud de mantener al maximo las propiedades organolépticas de los alimentos, este

método se realiza al vacio”.

En el liofilizador se genera un entorno al vacid, donde las bajas temperaturas de -40 °C, subliman

el agua del producto, haciendo que pase directamente del estado solido a gas sin pasar por liquido.
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Eso basicamente se aplica al contenido acuoso del alimento, el cual sublima terminando con

materia sélida sin ningun remanente liquido, absolutamente seco. (Heinz, 2010)

2.2.2.3.1. Proceso de la liofilizacion

Segun Heinz (2010), afirma que el primer paso del proceso de liofilizacion debe ser el
establecimiento de una formulacién o un producto reproducible, es decir, en la cual exista un
control cuidadoso sobre la composicion quimica y las concentraciones de los constituyentes activos
e inactivos. Considerando los medios a traves de los cuales las propiedades fisicas, Opticas y
eléctricas pueden ser usadas para determinar si la naturaleza de la formulacion cae dentro de limites
predeterminados. El punto clave en la preparacion de un producto a liofilizar es la
reproductibilidad. Un producto liofilizado reproducible debe comenzar con una formulacion

reproducible o0 una composicion conocida.

También el autor nos menciona que el conocimiento de la formulacion o composicion del producto
a liofilizar es el paso mas importante en el proceso. La naturaleza, tiempo y gasto del proceso de
liofilizacién son directamente dependientes de la naturaleza quimica y fisica del producto, su
impacto sobre el proceso de secado y sobre la naturaleza del producto final no es frecuentemente

bien entendido.

Ademas nos sefiala que antes de realizar el proceso de liofilizacion se debe tomar en cuenta las
siguientes caracteristicas: en lo relacionado a la composicion y formulacion del producto es
necesario conocer lo o los ingredientes activos y los constituyentes del producto, con la finalidad
de analizar sus limites de concentracion y propiedades tales como el calor, la conductividad,

turbidez, etc. que al liofilizar pueden cambiar.

Finalmente nos comenta que es muy importante el agua contenida en el producto a liofilizar, por
la formacion de los cristales de hielo durante la congelacion, el stper enfriamiento, el grado de
cristalizacion y la conductividad del hielo. En lo referente a los cambios de fase se debe determinar
qué tan homogéneo o heterogéneo son sus componentes y cuales son las variables de estado

intensivas Sé debe realizar un analisis térmico, y electrotérmico.

2.2.2.3.2. Desventaja
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Puede que la Unica desventaja de la liofilizacion es que es un proceso caro, solo accesible para la
industria alimentaria, ya que la maquinaria es costosa y los procesos y mano de obra también.
Ademas de que demora méas que una sencilla deshidratacion, pero afortunadamente los productos

liofilizados contindan siendo baratos. (Heinz, 2010)

2.2.2.4. Ventajas de uso de cuajo vegetal

Segun Robinson & Wilbey (2002), afirma que “El cuajo vegetal posee la propiedad de cuajar la

leche, gracias a las enzimas naturales proteoliticas”

Sanches, Juca y Naomi (2015), menciona que produce una cuajada mas suave y cremosa que el
de procedencia animal, si bien es cierto que el coagulo resulta mas delicado a la hora de trabajar
el queso. Es un cuajo muy proteolitico, lo que significa que produce una transformacion mas

rapida e intensa de las proteinas presentes en la leche

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

cuajadas muy blandas y dificiles de escurrir.

2.2.2.5. Propiedades de coagulacion

Segun Sanches, Juca y Naomi (2015), afirman que la coagulacion enzimatica consiste en la
adicion de cuajo para lograr la coagulacién de las caseinas. La actividad enzimatica del cuajo
provoca que la leche coagule y pase a formar un gel irreversible (cuajada). El principio activo

del cuajo es la quimosina.

Este proceso consiste en una serie de modificaciones fisicoquimicas de la caseina (proteina de la
leche), que conducen a la formacion de un coagulo. Tiene lugar debido a la actividad del cuajo

(coagulacion enzimatica).

El gel formado incluye a las grasas y a la fase liquida de la leche. La coagulacién se logra por
una protedlisis parcial (catalizada por el cuajo) y las condiciones en que la coagulacion
enzimatica se verifica tienen efecto directo sobre las caracteristicas fisicoquimicas del gel

resultante, tales como su firmeza, su capacidad de retencidn de grasas, etc.
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La propiedad coagulante de los cuajos vegetales es uno de los puntos clave de la queseria, el uso
de cuajo vegetal permite la solidificacion de la leche por encima a los 35 °C. La cuajada tiene la
apariencia de una gelatina de color blanco y se forma al cabo de 30 minutos, los coagulos que se
forman regulan parcialmente el proceso del desuerado y como consecuencia el contenido de

humedad de los quesos.

2.2.2.6. Enzimas

El nombre "enzima" fue acufiado en 1878 por Fredrich Wilhelm Kihne. Proviene del griego: en
(dentro de) + zima (levadura). Enfatiza que hay algo en la levadura, por oposicién a la levadura
misma, que cataliza los procesos, y distingue las enzimas de los organismos que las producen. La
mayoria de los procesos biotecnoldgicos tradicionales como la obtencién de yogur, la produccién
de cerveza o la fermentacion de la uva para fabricar vino, son realizados por las enzimas que cada
microorganismo produce para su particular metabolismo. Sin embargo, también es posible realizar
los procesos biotecnoldgicos con las enzimas, en ausencia de los microorganismos. (Sanches, Juca
y Naomi, 2015)

2.2.2.6.1. Estructura de las enzimas

Las enzimas son proteinas globulares formadas por una o mas cadenas polipeptidicas plegadas,
creando una “hondonada” donde encaja el sustrato y tiene lugar la reaccion. Esta zona de la enzima
se denomina centro activo y s6lo unos pocos aminoacidos estan implicados en él. La proximidad
de los amino&cidos en el centro activo esta determinada por la estructura terciaria, aunque también
pueden ocupar posiciones adyacentes en la estructura primaria. En una enzima con estructura
cuaternaria, los aminoacidos del centro activo pueden encontrarse incluso en diferentes cadenas.
(Santin, 2011)

2.2.2.6.2. Tipos de enzimas

Villavicencio (2011), menciona el nombre de una enzima suele derivarse del sustrato o de la
reaccion quimica que cataliza, con la palabra terminada en -asa. Por ejemplo, lactasa proviene de
su sustrato lactosa; alcohol deshidrogenasa proviene de la reaccidén que cataliza que consiste en
"deshidrogenar” el alcohol; ADN polimerasa proviene también de la reaccion que cataliza que

consiste en polimerizar el ADN.
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La Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular ha desarrollado una nomenclatura
para identificar a las enzimas basadas en los denominados Numeros EC. De este modo, cada enzima
queda registrada por una secuencia de cuatro nameros precedidos por las letras "EC". EI primer
numero clasifica a la enzima segun su mecanismo de accion. Como se aprecia en la Tabla 4 los

tipos de enzimas en cuanto a su accion y también sus ejemplos.

Tabla 4. Tipos de enzimas

Grupo Accién Ejemplos

Catalizan reacciones de oxidorreduccién. Dehidrogenasas

Tras la accion catalica quedan modificados

ECL en su grado de oxidacion por lo que debe Aminooxidasa
. ser transformado antes de volver a actuar .
Oxidoreductasas Deaminasas
de nuevo.
Catalasas
Transfieren gr tivi teni |
ansfieren grupos activos (obtenidos de la Transaldolasas
EC2. ruptura de ciertas moléculas) a otras
sustancias receptoras. Suelen actuar en Transcetolasas
Transferasas procesos de interconversiones de azucares,
de aminoécidos, etc Transaminasas
Verifican reacciones de hidrdlisis con la Glucosidasas
consiguiente obtencion de mondémeros a
partir de polimeros. Suele ser de tipo Lipasas
digestivo, por lo que normalmente actlan .
EC3. g P a Peptidasas
en primer lugar
Hidrolasas Esterasas
Fosfatasas
Actllan sobre determinadas moléculas Isomerasas de azucar
EC4. obteniendo de ellas sus isomeros de
funcién o de posicidn. Suelen actuar en Epimerasas
Isomerasas . .
procesos de interconversion
Mutasas
Realizan la degradacion o sintesis Aldolasas

(entonces se llaman sintetasas) de los
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Grupo Accion Ejemplos

ECS. enlaces denominados fuertes sin ir Decarboxilasas
acoplados a sustancias de alto valor
Li .
asas energético.
Realizan la degradacion o sintesis de los
enlaces fuertes mediante el acoplamiento a
EC. sustancias ricas en energia como los Carboxilasas
. nucleosidos del ATP —
Ligasas Peptidosintetasas

Tomado de Villavicencio (2011)

2.2.2.7. Coagulantes de origen vegetal

Un gran nimero de enzimas vegetales han sido utilizadas como coagulantes de la leche, se trata de
un extracto de Cynara cardunculus (L.), que es especialmente popular, dado que es utilizado para
la elaboracion quesos artesanales y principalmente en Portugal para la elaboracién de quesos Serra
y Serpa. Cardoon contiene una mezcla de enzimas, las cuales parecen ser proteasas asparticas,
algunas de ellas para cortar la Kapa caseina en forma mas especifica que la quimosina. (Industria
Alimenticia, 2008)

2.2.2.8. Enzimas presentes en el latex de chilacuan

El chilacuan contiene latex que exuda de su epicarpio al ser lacerado o punzado, este latex contiene
en mayor concentracion a la papaina, enzima proteolitica de accion semejante a la pepsina del jugo

gastrico, caracteristica de la familia Caricacea (Sanches, Juca y Naomi, 2015).

Para obtener mejores resultados en la obtencion de la enzima papaina del chamburo, los frutos
deben ser inmaduros ya que a medida que van avanzando en la maduracién también las enzimas
disminuyen su concentracién. En el caso del latex que exudan estos frutos y que es en donde se
encuentra mayormente las enzimas van disminuyendo; y cuando ya estan completamente maduras

el latex es minimo y por consiguiente las enzimas. (Sanches, Juca y Naomi, 2015)
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2.2.2.9. Precipitacion de la caseina por enzimas

En este caso se produce una hidrélisis enziméatica de las caseinas. El proceso, entre otras
diferencias, es mas lento ya que la enzima tarda varios minutos u horas en hacer efecto. En el cuajo
se usan enzimas como la quimosina que se puede obtener del estbmago de rumiantes jovenes o
bien de una especie de cardo (Cynara cardunculus). Esta quimosina es especifica de la caseina.
(Grupo Latino Editores, 2008)

2.2.2.10. Papaina

La papaina es una enzima proteolitica que se obtiene del latex de frutos verdes de papaya (Carica
papaya). Posee un peso molecular de 23 kDa y esta formada por una cadena peptidica de 211
residuos de amino&cidos. (Sanches, Juca y Naomi, 2015)

La papaina se activa mediante agentes reductores, como cisteina, cianuro de sodio o sulfitos y es
inactivada por agentes oxidantes, como los iones de metales pesados e incluso el oxigeno

atmosférico.

El pH 6ptimo de esta proteasa se encuentra entre 6 y 7; mientras que su punto isoeléctrico
corresponde a un pH de 9,6 y La temperatura éptima para la accion de la papaina es de 65 ° C.
(Worthington, 2008)

2.2.2.11. Obtencion del cuajo

De acuerdo con Herrera (2009), el cuajo vegetal es obtenido a partir de plantas, las mas utilizadas
son enzimas de flores (ej. cardo) o del latex (ej. higuera). Se pueden obtener de las fuentes
naturales, es decir, de las hojas y los higos verdes que contienen un latex (liquido lechoso) con
una mezcla de enzimas llamadas (Esterasa, ficina, fucomarina) que tiene la capacidad de destruir

las proteinas de la leche.

Para extraer el latex se realiza cortes horizontales en la parte superior del fruto que va unida a la
rama de 1 a 2 mm de espacio; se recoge en frascos previamente esterilizados y el latex se congela

para su conservacion.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. ENFOQUE METODOLOGICO

3.1.1. Enfoque

La investigacion es cuantitativa y cualitativa ya que se recolectd informacién basada en la
observacion de comportamientos naturales como también se obtuvo datos para probar la hipétesis
planteada (suposiciones o probabilidades acerca de la naturaleza y explicacion de un problema),
posteriormente se realiz6 una medicion numeérica para comprobar la hipdtesis, se interpretaron los
datos obtenidos en la investigacion de forma estadistica y se formularon las conclusiones que daran

respuesta al problema.

3.1.2. Tipo de Investigacion

Los tipos de investigacion que se desarrollaron fueron documental, experimental y aplicada. Estos
tipos de investigacion se definen de la siguiente manera; Segun Rodriguez (2019), menciona que
la investigacion aplicada es el tipo de investigacion en la cual el problema esté establecido y es
conocido por el investigador, por lo que utiliza la investigacion para dar respuesta a preguntas

especificas.

Segun Castillero (2018), afirma que la investigacion experimental se basa en la manipulacién de
variables en condiciones altamente controladas, replicando un fendmeno concreto y observando el
grado en que la o las variables implicadas y manipuladas producen un efecto determinado. Los
datos se obtienen de muestras aleatorias, de manera que se presupone que la muestra de la cual se
obtienen es representativa de la realidad. Permite establecer diferentes hip6tesis y contrastarlas a

través de un método cientifico.

Segun los autores Stracuzzi y Martins (2012), mencionan que “La investigacion documental se

concreta exclusivamente en la recopilacion de informacion en diversas fuentes”.

Se empleo estos tipos de investigacion porque el proyecto se lo realizo en un tiempo y lugar
determinado, es decir, se lo llevo a cabo en los laboratorios de la Universidad Politécnica Estatal
del Carchi.
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Ademas, para este trabajo se utilizé varios métodos de investigacion, como el analitico, sintético y
observacion. Debido a que la investigacion tiene que ver con la descomposicion de un todo en sus
partes para evaluar sus causas y efectos, también porque se realiza el razonamiento que tiende a
reconstruir las causas y efectos de un todo. Asi mismo, se fundamenta en la observacion detallada

de un fendbmeno, registrando toda la informacidn posible sobre el mismo para su posterior analisis.
3.2. HIPOTESIS

HO = No es factible obtener cuajo vegetal del chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa
del cuajo de origen animal para la produccion de queso con buenas caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas.

Hi= Es factible obtener cuajo vegetal del chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa del
cuajo de origen animal para la produccion de queso con buenas caracteristicas sensoriales y

fisicoquimicas.
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

En la Tabla 5 se muestran las variables con sus respectivas dimensiones, indicadores, técnicas e instrumentos.

Tabla 5. Definicion y Operalizacion de variables.

Variables

Dimensiones

Indicadores

Técnica

Instrumento

V.1

Porcentaje de rendimiento de la
enzima en cada una de las fases
de purificacién

Vv.D
Enzima purificada

Caracteristicas fisicoquimicas del

queso fresco prensado.

Caracteristicas  sensoriales  del
queso fresco prensado.

Porcentajes de
rendimiento

Porcentaje de impurezas

Porcentaje de Proteina
Porcentaje de Grasa

pH

Porcentaje de Acidez
Porcentaje de Humedad
Porcentaje de Cenizas

Atributos

30%

70 %

16,15 %
21,1 %
6,9
0.033 %
60,00 %
3.58 %

Olor: agradable
Sabor: caracteristico
Color: blanco
Textura: suave

Método gravimétrico

Método gravimétrico

Método Kjeldahl

Método Gerber

Método potenciémetro
Método Acidez Titulante
Método mediante estufa
Método diferencia de pesos

Prueba de preferencia

Hojas de registro

Hojas de registro

Hojas de registros

Hoja de catacién

41



3.4. METODOS UTILIZADOS

3.4.1. Materia prima

La recoleccion de los chilacuanes se la realizd en zonas aledafias a la ciudad de Tulcan,
especificamente en la parroquia de Santa Marta de Cuba con cierto grado de madurez fisioldgica

manteniendo su coloracion verde en la totalidad del fruto.

3.4. 2. Caracterizacion biométrica y fisica del chilacuan

La caracterizacion biométrica y fisica del fruto se realizé utilizando la metodologia propuesta
por Ruiz (2014), con la variacion de que, en la presente investigacion se tomd una muestra de
100 frutos para medir su largo y ancho con ayuda de un calibrador vernier (Pie de Rey), desde
la unién del peddnculo al extremo distal del fruto. Con una balanza digital se evalué el peso de

cada fruto.

3.4.3. Procedimiento de extraccion de latex del fruto chilacuan

Para la extraccion del latex del chilacuan se consider6 la metodologia del proyecto de
produccion de fruto y latex de papaya realizada por Barahona (1983). Se desarrollaron las

siguientes etapas:

3.4.3.1. Recepcion y tratamiento de frutos

Los frutos seleccionados y caracterizados se lavaron en agua potable corriente hasta que se
elimine las impurezas presentes, seguidamente se sumergieron durante 10 minutos en una
solucion de 200 ppm de hipoclorito de sodio para su desinfeccion. Luego fueron secados con

un pafio.

3.4.3.3. Extraccion del latex de chilacuan

Se colocaron los frutos en posicion vertical sobre un vaso de precipitacion y se realizaron cuatro
cortes longitudinales en la superficie del chilacuan de aproximadamente 1,5 mm de profundidad
desde la union del peddnculo al extremo distal del fruto en la parte concava, el latex recolectado

se almaceno en congelacion.

3.4.4. Precipitacion y desalinizacion de la enzima

En cuanto a la purificacién de la enzima se utilizé la metodologia de Manosroi, Chankhampan,

Pattamapun, Manosroi, & Manosroi (2014). Se realizo lo siguiente.
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Para purificar la enzima se procedid a precipitarla usando el latex de chilacuan y las siguientes
sustancias quimicas: etanol al 95%, NaCl, (NH4)2SOa , en una relacion (1:3:3:2,5), inicialmente
se mezcl6 el latex de papaya y el etanol al 95 %, luego se fueron adicionando el NaCl y
(NH4)2SO4 paulatinamente, posteriormente se agité constantemente durante un periodo de 30
minutos, la mezcla se colocé en tubos EPPENDORF de 10 mL para proceder a centrifugar a
6.000 rpm por 15 minutos y 20 °C, con la finalidad de separar el precipitado. Se retira el
sobrenadante y se agrega agua destila al precipitado se agita para eliminar las impurezas de la
enzima y se vuelve a centrifugar, dicha proceso se realizd hasta que el sobrenadante del

centrifugado sea traslucido (5 veces).

3.4.5. Acondicionamiento y liofilizado del latex

Previo al proceso de liofilizacion se procedio a congelar el latex a -4 °C durante 4 horas, seguido
a esto se colocé el latex al equipo liofilizador a temperatura de -59 °C, 0.150 Torr durante 120
horas. Una vez liofilizado se saco el latex del equipo y se almacend en un frasco de vidrio
Ambar a 4 °C.

3.4.6. Procedimiento para determinar la actividad enzimatica por el método coagulacion
de la leche (Halls y Haber)

Se determind la actividad enziméatica mediante el método de coagulacién de la leche propuesto

por Ming (2002), en cuya investigacion detalla lo siguiente:

3.4.6.1. Método coagulacidn de la leche (Halls y Haber)

Esta prueba mide la potencia de una enzima para romper la estructura de la proteina de la leche
(sustrato). En este método, se tomaron 10 mg de solucién de papaina en una concentracion de
1 g de enzima en 10 g de acido acético (0,01 %) a 10 ml de solucién de leche (2,5 g de leche en
polvo en 100 g de agua) que se calent6 en un bafio de agua a 50 °C. El tubo de ensayo se agitd
hasta el primer signo de coagulacion. El tiempo utilizado para formar un coagulo se registro y
se utilizo en la ecuacion. La actividad de la enzima se expreso en unidades de potencia para

coagular la leche por gramo de enzima seca.

Upe = (1000 / E * 1)

Donde:

Upe: Unidades de potencia de coagulacion de la leche por gramo de enzima seca.
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E: miligramos de papaina utilizada para precipitar 10 mL de sustrato (leche) en el tiempo t

(min).

3.4.7. Procedimientos para establecer los parametros fisicos y quimicos de la enzima

papaina.

Para establecer los parametros fisicos y quimicos se utilizé la metodologia propuesta por Ruiz
(2014).
3.4.7.1. Determinacion del pH - método potenciémetro

En un vaso de precipitacion de 50 mL se colocé 1 g de muestra (enzima) y se afiadié 10 mL de

agua destilada para posteriormente medir el pH y se registro el resultado.

3.4.7.2. Determinacion de solidos solubles totales (Refractometro)

Se coloco una gota de la muestra a 20 °C en el prisma del refractémetro de escala (0 a 28 °Brix)

de la marca Bacon y se tomd la lectura del % de sélidos solubles.

3.4.7.3. Determinacion del porcentaje de humedad - método analizador automatico de

humedad

Se determind mediante un analizador automatico colocando una muestra de 1 (g), y se registrd

la lectura al finalizar el secado.

3.4.7.4. Determinacion del porcentaje de cenizas

En un crisol previamente tarado se colocd un gramo de enzima de papaina y se llevo a la mufla
por un tiempo de 3 horas, a una temperatura de 600 °C. Luego se retird y se coloc6 en un
desecador durante 15-20 para que se enfrie, se pesd en una balanza analitica (registrar los

pesos).

Para realizar el calculo de las cenizas se utilizd la ecuacion:

— Pl
P,
3.4.7.5. Determinacion del porcentaje de Acidez titulable

% Cenizas = x 100

La determinacion se la realiz6 mediante titulacion acido-base, se utilizé fenolftaleina como

sustancia indicadora y como titulante hidréxido de sodio (0,1 N).
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. ] VxNxF
% Acides titulable = Vm x 100

Donde:

\%

Es el volumen gastado del Hidréxido de Sodio

N = Normalidad del Hidréxido de Sodio
F = Factor de acidez de la muestra (Acido citrico: 0.064)
Vm = Volumen de la muestra

3.4.8. Procedimiento para la elaboracién de queso fresco prensado

En la elaboracién de queso fresco prensado se tomd en cuenta la metodologia descrita por
Nolivos (2011). En la Figura 2 se describe el proceso de elaboracién de queso fresco prensado.
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Figura 2. Flujograma de la elaboracion de queso fresco prensado

Tomado de Nolivos (2011)

3.4.9. Descripcién del proceso de elaboracion de queso fresco prensado
3.4.9.1. Recepcion

Se realiz6 la recepcion de la materia prima (leche) para posteriormente someterla a analisis de
laboratorio. Se realizaron los andlisis de andén, en el Ekomilk que nos arroja densidad, grasa,

agua, proteina y solidos no grasos.

3.4.9.2. Filtracion

Se realizé la filtracién o depuracion donde se removieron las impurezas que pueden haber
tenido acceso a la leche en forma involuntaria, este proceso se la realizé6 mediante el uso de un

lienzo.

3.4.9.3. Pasteurizacion

La pasteurizacion se realizd a una temperatura de 65 °C por 30 minutos, no se aconseja un
tratamiento térmico muy fuerte, pues causa una disminucion de la aptitud de la leche para

coagular con el cuajo.
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3.4.9.4. Enfriamiento

Luego de la pasteurizacion la leche fue enfriada a 38 °C que es la temperatura a la que actla el
cuajo.

3.4.9.5. Adicion de Cloruro de calcio

En la elaboracién de queso fresco prensado se agregd 0,20 gramos de cloruro de calcio por

litro de leche, segun la norma del Queso fresco. Requisitos INEN 1528:87.

3.4.9.6. Adicion del Cuajo

Se adicion6 una concentracién de cuajo vegetal de Chilacuan (Vasconcellea pubescens): 0.10
gramos por litro de leche, para cada tratamiento la cantidad a utilizarse depende del tipo de
cuajo.

3.4.9.7. Coagulacion

Se dej6 actuar el cuajo por un rango de tiempo comprendido entre 30 a 40 minutos al cabo de

este tiempo la cuajada se formo tomando la apariencia muy blanda.

3.4.9.8. Corte de la cuajada

La division de la cuajada se la realizé lenta y cuidadosamente, los cortes son de forma
cuadriculada, para obtener pequefios cubitos; tienen que ser netos y completos. Del tamario de

los granos de cuajada depende el contenido de agua que se desea en el queso.

3.4.9.9. Reposo

Después del corte se dejé reposar la cuajada por 10 minutos para facilitar la extraccion del
suero.

3.4.9.10. Batido

Se agito los granos de la cuajada de 5 a 10 minutos dentro del suero caliente para que comience
el desuerado desde el interior. Conforme avanza el batido, el grano disminuye en volumen y
aumenta la densidad por la pérdida paulatina de suero; por esta razon, es necesario batir el
granulo con mayor fuerza.

3.4.9.11. Desuerado

Consiste en separar el suero de los granos de cuajada, para el desuerado se lo realizo con lienzos.
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3.4.9.12. Salado

La salmuera se prepard disolviendo 260 gramos en 3 litros de agua a temperatura de 40 °C, la
preparacion se enfrio hasta los 20°C aproximadamente para posteriormente colocar la solucion

en la cuajada.

3.4.9.13. Moldeado

La cuajada se coloco en los moldes de forma esférica se revistieron con un lienzo para facilitar
la salida del suero y formar la corteza.

3.4.9.14. Prensado

El prensado se lo realiz6 ejerciendo presion para que el suero que se encuentra dentro de la
estructura del queso salga al exterior de él, el tiempo de prensado fue de 4 horas para darle una

mejor forma.

3.4.9.15. Empacado

El objetivo del empacado es dar al queso una apariencia agradable, protegerlo contra el ataque
de microorganismos y perturbaciones mecanicas. El material utilizado para el empacado fueron

fundas plasticas de polietileno.

3.4.9.16. Almacenamiento
Los quesos una vez empacados pueden ser consumidos enseguida, el queso se almaceno en

refrigeracion a una temperatura de 8 a 10 °C.

3.5. Procedimiento para establecer los parametros fisicos y quimicos del queso fresco
prensado

Para establecer los parametros fisicos y quimicos de Humedad y Cenizas se utilizo la

metodologia propuesta por Zuares (2006).

3.5.1. Determinacion del porcentaje de humedad - método automatico mediante una

estufa

La determinacion del porcentaje de humedad se la realizd6 mediante la diferencia de pesos
utilizando una estufa marca Ecocell, se tomé 3 g de una muestra de queso previamente triturado,

para luego ser colocado en un crisol de porcelana tarado, este fue llevado a una estufa y se
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calent6 a 100 + 2 °C por 24 horas, trascurrido el tiempo se sacd el crisol y se llevo al desecador
para enfriarlo, posteriormente se pesé en la balanza analitica y se registro el pesos final, dicho

proceso se realizo hasta peso constante.

Para realizar el calculo del porcentaje de humedad se utiliz6 la ecuacion:

ml —m2
%Humedad = 7 X 100

Donde:
m1 = Peso de la muestra inicial

m2 =Peso de la muestra final

3.5.2. Determinacion del porcentaje de cenizas

La determinacion del porcentaje de cenizas se realizd mediante el método de la mufla, el cual
se basa en la destruccion de la materia organica presente en la muestra por calcinacion y
determinacion gravimétrica del residuo. Se tomé una muestra de 3 g de queso (m1) previamente
triturado, colocandolo en un crisol tarado, posteriormente se llevé el crisol a la mufla a 500 °C
por 4 horas, trascurrido el tiempo se saco la muestra al desecador hasta enfriarlo para luego
pesar en la balanza analitica y registrar los pesos finales. Dicho proceso se realizd hasta obtener

un peso constante.

Para realizar el célculo del porcentaje de cenizas se utilizé la ecuacion:

. Peso de la cenizas (g)
% Cenizas = x 100
Peso de la muestra (g)

3.5.3. Determinacion del porcentaje de Acidez titulable

Para el andlisis de la acidez titulable se utiliz6 la metodologia propuesta por Ruiz (2014).

La determinacion se realiz6 mediante titulacién acido-base, con la ayuda de fenolftaleina como

sustancia indicadora y como titulante hidréxido de sodio (0, 1N).

) ] VxNxF
% Acides titulable = B T— x 100
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Donde:

V = Es el volumen gastado del Hidroxido de Sodio
N = Normalidad del Hidrdxido de Sodio
F = Factor de acidez de la muestra (Acido lactico: 0.09)

Vm = Volumen de la muestra

3.5.4. Determinacion del pH - método potenciémetro

En la determinacion del pH se empled la metodologia propuesta por LoOpez, Ruz, y Barriga
(2015).

Inicialmente se calibré el potencidmetro con las soluciones tampdn de referencia empezando
siempre con la de pH 7 y después con la de 4,4. Se pesd en un vaso de precipitados 10 g de
queso triturado, se afiadié 20 mL de H, O destilada, posteriormente se midi6 el pH de la muestra

preparada y se leyo directamente en el visor del potenciémetro para registrar dicho valor.

3.5.5. Determinacion de grasa aplicando el método GERBER

Para esta determinacion se triturd el queso en un mortero, se peso 3 g para introducirlo en el
butirdbmetro, luego se afiadié 15 mL de acido sulfurico previamente preparado al 50% para
llevarlo a bafio Maria a 65-70 °C hasta obtener una completa disolucion del queso para ello se
agité cada 10 minutos. Después se retir6 el butirometro del bafio Maria y se afiadié 1 mL de
alcohol isoamilico, se tap0 y agito, posteriormente se coloco el butirometro en la centrifuga con
la copa de vidrio hacia abajo. Se centrifugo durante 5-7 minutos a 1.200 rpm a temperatura de
20 °C. Terminada la centrifugacion se sacé el butirometro con cuidado para no mover la capa
superior de la grasa ya separada. Se realizd la lectura inmediatamente antes de que el

butirdmetro se enfrie (mantener a 60-65 ° C).

3.5.6. Determinacion de proteina aplicando el método Kjeldahl.

Este método consta de las siguientes etapas:

3.5.6.1. Preparacion de la muestra

Se procedid a triturar la muestra para luego pesar entre 1y 2 gramos. En muestras con
contenidos de nitrdgeno muy pequefio, tomar la muestra suficiente para que contenga como

minimo 5 mg de nitrégeno).
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3.5.6.2. Digestion

En el (tubo macro) se afiadi6 20 mL de H,S0, 96-98 % y 1 pastilla de digestion como
catalizador, luego se programo el equipo para empezar con la digestion, luego pasamos al

proceso de destilacion.

3.5.6.3. Destilacion

Se introdujo el tubo de digestion con la muestra en el destilador y se programo la dosificacion
de 50 a 75 mL de NaOH. Al mismo tiempo se colocé el Erlenmeyer de 250 mL a la salida del
destilador con 50 mL de &cido Borico y unas gotas de indicador. Se destilo hasta recoger la
muestra en el Erlenmeyer de 250 mL (50mL Bérico + muestra destilada), luego de lo cual se

procedid a la valoracion.

3.5.6.4. Valoracion y célculo

La valoracion del destilado se lo realiz6 con HCI hasta que la solucion vire de verde a violeta.
Se realizd el célculo con la siguiente ecuacion:

% Nit _C (HCD)xV(HCl)xPeq (N) 100
0 NHTOgENo = "peso de la muestra ) X

Donde:
C (HcD= Concentracion del Acido Clorhidrico en la titulacion.
V(Hcl)=Volumen de Acido Clorhidrico gastado en la titulacion, este valor debe estar en litros.

Peq (N)= Peso equivalente de Nitrédgeno es 14.

% Proteina = %Nitrogeno x Fc

En donde:

Fc= Es el factor de proteina en lacteos (6,38).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Se formularon tres quesos frescos utilizando cuajo de origen animal, microbiano y papaina
obtenida del chilacuan, las formulaciones obtenidas se analizaron sensorialmente en los

parametros de sabor, olor, color y textura utilizando una escala hedonica de 5 puntos para

determinar su aceptacion por parte de un panel sensorial no entrenado y determinar las
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diferencias obtenidas por los tipos de cuajos. Para determinar las estadisticas entre medias se
llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba de Tukey para la
diferencia entre medias, se utilizé un 95% de confianza. Los datos fueron analizados a través
del programa MINITAB.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 RESULTADOS

4.1.1. Caracteristicas biométricas y fisicas del fruto Chilacuan (Vasconcellea pubescens)

El analisis biométrico del fruto de chilacuan realizado se muestra en la Tabla 6, dichos datos
son loa valores promedios 100 frutos evaluados, para ello se utiliz un calibrador (Pie de rey)
como instrumento de medida. Ver (ANEXO 1).

Tabla 6. Caracteristicas biométricas del Chilacuan (Vasconcellea pubescens)

Caracteristicas Valores promedios
Peso (9) 176,432
Largo (cm) 9,554
Ancho (cm) 6,319

Nota: Se presentan en la tabla los valores pertenecientes a la caracterizacion biométrica del chilacuan en cuando
al peso en g, largo en cm y ancho en cm, después de realizar la experimentacion en 100 frutos escogidos en forma
aleatoria.

En la Tabla 7, se establece el porcentaje del latex el cual fue calculado considerando el peso del
fruto como tal, para ello se emplearon 100 frutos, evidenciando que el contenido de latex esta

relacionado directamente con el tamafio. Ver (ANEXO 1).

Tabla 7. Composicién porcentual del fruto Chilacuan (Vasconcellea pubescens)

Composicién Peso promedio (g) %
Latex 1,97 1,11
Resto del fruto 174,47 98,88
Composicion Total. 176,43 100

Nota: En la siguiente tabla se presentan los resultados después de la experimentacion en cuanto a la composicion
porcentual del chilacuan, esta evaluacion fue realizada a 100 frutos anteriormente caracterizados.
4.1.2. Purificacion de la enzima papaina presente en el Chilacuan (Vasconcellea

pubescens)

En el proceso de extraccion y purificacion se obtuvo un polvo blanco-grisaceo. Dicho proceso
consto de etapas como extraccion, liofilizacion, purificacion y precipitacion de la enzima,
finalmente el producto resultante fue liofilizacion. Las cantidades de partida en cada una de las

etapas se detallan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Purificacion de la enzima presente en el Chilacuan (Vasconcellea pubescens)

Cantidad de Gramos de latex Gramos de latex Gramos de latex Gramos de
chilacuan crudo liofilizado purificado papaina liofilizada
109 kg 71259 13719 13719 7,25
58,03 kg 444,74 g 88,23 g 88,23 g 479

Nota: En la presente tabla se observan los resultados obtenidos en la experimentacién en cuanto a la purificacion
de la enzima en todas sus etapas desde la extraccion del latex hasta obtener la enzima como tal purificada y
liofilizada a -59 °C por 120 horas y 0.150 Torr de presion.

4.1.3. Actividad enzimatica

Mediante el metodo de Halls y Haber, se mide la potencia de una enzima para romper la
estructura de la proteina de la leche (sustrato), dicho parametro se mide en unidadea de potencia
enzimatica (Upe). En la Tabla 9 se evidencia que la actividad enzimatica de la papaina extraida

del chilacuan esta comprendida entre un rango de 251-257 Upe.

Tabla 9. Actividad enzimatica

Repeticiones Tiempo (min) Activacion enzimatica
R 1 2,53 253 Upe
R 2 2,51 251 Upe
R 3 2,57 257 Upe

Nota: Los valores presentados en esta tabla perteneces a la activacion enzimatica realizada por el método Halls y
Haber obteniendo resultados satisfactorios empleando la formula para obtener las unidades de potencia de
coagulacién (Upe) que relacion el (t) en minutos y la constante.

4.1.4. Caracterizacion fisicoquimica de la enzima papaina obtenida del chilacuan

La enzima papaina extraida del chilacuan fue caracterizada en los parametros: humedad,

cenizas, pH, acidez titulable y sélidos solubles, los resultados se observan en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de la enzima papaina

Parédmetro Unidad Resultado
Humedad (%) 14,00+0,000 a
Cenizas (%) 8,733+0,643 a
pH 4,353+0,010 a
Acidez total titulable (%) 0,303+0,046 a
Sdlidos solubles totales °Brix 6,667+0,577 a

Nota: Los valores presentados en esta tabla corresponden al analisis fisicoquimico realizado a la enzima papaina
extraida del latex del chilacuan en los parametros (humedad, cenizas, pH, acidez titulable y solidos solubles), las
determinaciones por cada parametro se las realiz6 por triplicado.
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4.1.5. Elaboracion de queso fresco utilizando cuajo vegetal

Para la elaboracion del queso fresco prensado se utilizaron tres tipos de cuajo, las

formulaciones se describen en la Tabla 11.

Tabla 11. Formulacion para la elaboracién de queso fresco prensado

Ingredientes

Tratamiento Cloruro de calcio

Cuajo () Leche (L) Sal (g)
(9
T1 (279) Vegetal (0.5) 5 1 65
T2 (366) Animal (0.070) 5 1 65
T3 (117) Microbiano (0.15) 5 1 65

Nota: En la tabla presentada se observan los datos de acuerdo a la elaboracion de queso fresco presado, cuyos
datos corresponden a las formulaciones con tres tipos de cuajos, en 5 L de leche.

4.1.6. Evaluacion sensorial del queso prensado

Se realizé la evaluacidn sensorial de los quesos frescos prensados obtenidos en los tres
tratamientos (cuajo animal, vegetal, microbiano) con 50 jueces no entrenados, los resultados
fueron analizados en el programa MINITAB, mediante un analisis de varianza analizando las
medias resultantes para encontrar si existe diferencia estadistica significativa, con un intervalo

de confianza del 95 % y utilizando la prueba de comparaciéon de TUKEY.

En la evaluacion sensorial después del realizar el analisis de varianzas y de medias, se establecio
que no existid diferencia significativa en cuanto a los atributos color, olor y textura, debido a
que obtuvieron calificacion en los atributos de 4 en la escala planteada (Agradable). En el
atributo sabor existe diferencia estadistica significativa cuando se usd cuajo vegetal, cuya
valoracion fue de 3 en la escala (Ni me agrada ni me desagrada). La Tabla 12 muestra los

resultados obtenidos en la evaluacién sensorial.

Tabla 12. Evaluacion sensorial del queso fresco prensado

FACTOR
TRATAMIENTO Olor Color Textura Sabor
M M M M
Tratamiento 4 a 4 a 4 a 3a
(Papaina vegetal) (Agradable) (Agradable) (Agradable) (Ni agrada ni desagrada)
Tratamiento 4 a 4 a 4 a 4 b
(Cuajo animal) (Agradable) (Agradable) (Agradable) (Agradable)
Tratamiento 4 a 4 a 4 a 4 b
(Cuajo microbiano) (Agradable) (Agradable) (Agradable) (Agradable)
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Nota: En la tabla se detallan los valores obtenido en el analisis estadistico realizado a la evaluacién sensorial a la
cual se sometieron tres tratamientos de queso elaborados en la investigacion para comparar mediante una prueba
de Tukey si existe o no diferencia significativa entre tratamientos en los atributos (olor, color, sabor y textura).
También dichos valores corresponden a las medias y agrupaciones para dicho analisis. Ver (ANEXO 3)

4.1.7. Caracteristicas fisicoguimicas del queso fresco prensado

Se realizd el andlisis fisicoquimico de los quesos obtenidos en los tres tratamientos cuyos
resultados se detallan en la Tabla 13. En cuanto a los parametros pH, acidez, humedad y
proteina, se establece que no existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.
Ademas se evidencia que existe diferencia estadistica significativa entre los tratamiento para

los pardmetros cenizas y grasa.

Tabla 13. Resultados del analisis proximal del queso fresco prensado

Tra pH Acidez Cenizas Humedad Grasa Proteina

279 6,9060+0,04a  0,0270+0,000a  2,8627+0,153a 60,58300,218a 18,00+0,00a  7,453%0,22%
366 7,0873+0.01a  0,0330+0,005a  2,4056+0,060b  60,855+0,105a 15,33+0,57 b  6,945+0,29°
117 6,9823+0,04a  0,0300+0,005a  2,3519+0,068b 61,405+1,382a 18,00+0,00a  6,655+0,04?

Nota: Los valores presentados en esta tabla corresponden al analisis realizado a los quesos prensados de acuerdo
a los siguientes parametros (pH, acidez, humedad, proteina, cenizas y grasa) cada determinacion se la realizo por
triplicado. También se muestran las medias con su respectiva desviacion estandar ().

4.2. DISCUSION

En la caracterizacion biométrica realizada a 100 frutos de chilacuan (Vasconcellea pubescens)
se obtuvo un peso promedio de 176,43 g; 9,55 cm x 6,31 c¢cm de largo y de ancho
respectivamente; valores que se encuentran dentro del promedio presentado por Ruiz (2014),
en su investigacion en la cual utilizé 30 frutos arrojando valores de peso 167,56 g; 9,94 x 6,26
cm largo y ancho respectivamente, dichos valores son inferiores a los obtenidos en la

investigacion.

En cuanto al rendimiento de la materia prima y el latex obtenido de cada uno de los frutos
(chilacuanes) existe un rendimiento de 1,11 % de latex promedio de los frutos, cuyos valores
fueron superiores a los presentados en la investigacion de Ruiz (2014), cuyo rendimiento de
materia prima aprovechable a partir del fruto de papayita de monte fue del 0,704 % de latex,
pero difiere con el rendimiento obtenido por Diaz y Peléez (2012), quienes obtuvieron latex a
partir del fruto de papailla (Vasconcellea monoica) y babaco (Carica pentagona) con un
rendimiento del 0,407 % y 0,446 % respectivamente mucho menor al obtenido en la presente

investigacion. La papayita de monte presenta mayor rendimiento en latex debido al tipo de
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especie y condiciones de manejo para la adecuada extraccion indica Sinche (2009); por tanto,
las cantidades de latex fluido y latex seco se relacionan directamente con el tamafo; del fruto

mas grande se obtiene el rendimiento mas alto.

Las propiedades fisicoquimicas de la enzima fueron; humedad 14 %, cenizas 8,73 %; pH 4,35;
acidez titulable 0,30 % y sélidos solubles 6,67 °Brix, estos valores se alejan de los obtenidos
por Andrade, Morales y Martinez (2011), en su investigacion con papaya cuyos resultados en
la caracterizacion fisico-quimica de la enzima fueron los siguientes; humedad 6 %, pH 5,09;

cenizas 9,46 %.

La actividad enzimética de la papaina presente en el latex del chilacuan (Vasconcellea
pubescens) estuvo en un rango de 251-257 Upe, valores superiores a los obtenidos por Tovar,
Hernandez, Maria, y Marie (2018), en su investigacion realizada con papaina extraida del latex
de lechosa, en la que la actividad enzimatica fue 157,28 a 159,67 Upe, confrontando estos
resultados con los de Andrade, Morales, y Martinez (2011), en su investigacion quienes
obtuvieron que la actividad enzimatica estuvo entre 150 — 200 Upe, para papaina purificada, se
puede decir que el método y sus resultados se consideran confiables, puesto que la enzima
analizada en el presente estudio, reporta valores de actividad enzimatica superior, debido a que
el fruto con el cual se trabajo fue chilacuan en las investigaciones comparadas se determind la
actividad enzimatica con papaina procedente de la papaya y cuyas condiciones de secado no

fueron las mismas.

De acuerdo al analisis fisicoquimico realizado a los quesos obtenidos con los tres tipos de cuajos
se evidenci6 que el parametro de humedad fue entre 60,58 a 61,40 %; el porcentaje de grasa de
15,33 a 18 %, pH entre 6.90 a 7,08; la acidez 0,027 a 0,033 % de acido lactico, cenizas de 2,38
a 2,86 % y proteina 6,65 a 7,45 % valores similares a los presentados por Quishpe (2009), en
su investigacién cuyos resultados en el anlisis fisicoquimco del queso fresco fueron: humedad
59, 17 %; grasa 21,1 %; cenizas 3, 58 % y proteina 16,15 %, tomado en cuenta a la normativa

INEN 1528:87 los valores de cada parametro se encuentran dentro de los rangos establecidos.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Las caracteristicas biométricas obtenidas del fruto de chilacuan fueron: peso de 176,43
g; 9,55 cm x 6,31 cm de largo y ancho respectivamente; esta evaluacion fue realizada a
100 frutos aleatoriamente. En cuanto a la composicion porcentual del fruto chilacuan

(Vasconcellea pubescens), fue 1,11% de latex promedio y 98,88% resto del fruto.

Fue posible obtener un cuajo vegetal procedente del chilacuan. Se logro extraer el latex
que pudo ser purificado para obtener una enzima purificada la cual presentd propiedades

proteoliticas.

La evaluacion de la actividad enzimatica por el método (Halls y Haber) arrojo resultados
comprendidos entre 251-257 Upe, para papaina purificada, valores que se encuentran

dentro de los limites establecidos para este tipo de enzima.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la enzima papaina extraida del chilacuan
(Vasconcellea pubescens) fueron: humedad 14 %; cenizas 8,73 %; pH 4,35; Acidez total

titulable 0,30 % (&cido citrico) y solidos solubles totales 6,67 °Brix.

En la evaluacion sensorial de los quesos frescos prensados de los tres tratamientos, no
se encontraron diferencias significativas en los atributos olor, color, textura, sin
embargo, en el atributo sabor existié diferencia significativa en cuanto al tratamiento en
el que se usé cuajo vegetal por presentar un leve sabor amargo lo cual no gusto a los

jueces.

Los resultados de los analisis fisicoquimicos (proteina, grasa, humedad, ceniza, pH y
acidez titulable) realizados al queso fresco prensado se encuentran dentro de los rangos
establecidos en la normativa INEN 1528:87, logrando un producto de calidad apto para

la comercializacién y el consumo humano.

Se rechaza la hipétesis nula por lo cual se acepta la hipotesis alternativa en la que se
establece que es factible obtener cuajo vegetal del chilacuan (Vasconcellea pubescens)
como alternativa del cuajo de origen animal para la produccion de queso con buenas

caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas.
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5.2.

60

RECOMENDACIONES

Almacenar la enzima liofilizada en condiciones ideales en un frasco ambar a

temperatura de 4 °C para que no haya contaminacion.

Los chilacuanes verdes en el momento de su recoleccion deben estar con el pedunculo,
ya que de esta manera se conserva mejor el latex hasta su extraccion y se evita pérdida

del mismo.

Cosechar los chilacuanes en estado verde y en horas de la mafiana 6:00 a 9:00 am para
que la produccion del latex sea la ideal y por ende aumente su productividad y

rendimiento.

En esta investigacion se trabajé con papaina con la misma se elabor6 queso, se

recomienda efectuar un estudio de vida util del producto final (queso).

Se recomienda aplicar el “Método Analitico de la Unidad de Tirosina (TU)” con el fin

de analizar la activacidn enzimatica de la papaina.
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VIl. ANEXOS

ANEXO 1. Caracterizacion biométrica del Chilacuan.

Tabla 14. Caracterizacién biométrica del chilacuan (Vasconcellea pubescens)

MUESTRA Diametro 1 (cm) Diémetro 2 (cm) D|ém.etro Largo (cm) Peso (g)
promedio (cm)

1 6,4 6,2 6,3 10,2 192

2 6,1 6,2 6,15 9,7 178,3
3 6,7 6,8 6,75 10,4 222,6
4 7 6,7 6,85 10,1 193,7
5 5,8 59 5,85 9,9 156,7
6 6,7 6,6 6,65 9,8 230

7 6,8 6,6 6,7 11,8 239,3
8 5,9 5,8 5,85 10,1 173,6
9 5,5 5,6 5,55 9,4 139,6
10 6,9 6,5 6,7 10,7 243,1
11 6,5 6,4 6,45 10,4 218,1
12 6,8 6,6 6,7 10,8 238,3
13 6,5 6,4 6,45 10,2 189,4
14 6,4 6,5 6,45 9,3 181,9
15 57 5,9 5,8 8,7 122,3
16 6,5 6,5 6,5 9,5 170,5
17 6,3 6,6 6,45 8,4 166,9
18 6,6 6,4 6,5 9,6 177

19 6,3 6,5 6,4 9,6 172,8
20 6,2 6,4 6,3 10,4 200,1
21 6,3 6,4 6,35 9 177,6
22 6,8 6,8 6,8 10,9 240,3
23 6,7 6,6 6,65 10,4 217,7
24 5,8 6 5,9 9,9 159,7
25 5,9 6 5,95 8,5 127,4
26 6,1 6,2 6,15 10,1 172,5
27 6,3 6,2 6,25 9,2 177

28 6 6,2 6,1 9,1 163,9
29 6 6 6 8,7 146,2
30 7.5 7,2 7,35 10,3 208,3
31 6,5 6,3 6,4 9,8 173

32 6,6 6,4 6,5 9,9 185,6
33 6,5 6,4 6,45 9,2 172,4
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Diametro

MUESTRA Diametro 1 (cm) Diémetro 2 (cm) ) Largo (cm) Peso (g)
promedio (cm)

34 5,6 5,6 5,6 91 135,5
35 6 5,9 5,95 8,9 160,2
36 6 6,2 6,1 8,9 154,4
37 6 6 6 9,6 153,5
38 7,1 6,8 6,95 11,4 250,3
39 6,2 6,3 6,25 10,9 189,6
40 5,6 57 5,65 8,9 137

41 6,1 6,2 6,15 9,7 159,8
42 6,8 6,9 6,85 9,5 198,5
43 59 57 5,8 9,6 146,7
44 6,6 6,5 6,55 10,3 207,6
45 6,5 6,4 6,45 10 1924
46 7,1 6,8 6,95 9 196

47 6,3 6,3 6,3 9,3 169,9
48 6,2 6,3 6,25 9,4 168

49 5,9 5,8 5,85 8 129,9
50 6,2 6,3 6,25 11,2 185,5
51 6,4 6,3 6,35 9,3 156,4
52 6,5 6,6 6,55 9 180,7
53 6,6 6,5 6,55 9 158,9
54 6 5,9 5,95 8,8 139,5
55 6,1 6,2 6,15 9,8 163,3
56 6,1 6,4 6,25 8,3 177,3
57 6,3 6,2 6,25 9,6 180,8
58 5,8 5,8 5,8 8,5 138

59 59 5,9 59 91 150,7
60 6,3 6,3 6,3 11,2 189,9
61 6 6 6 9,2 1445
62 6,5 6,7 6,6 9,9 1731
63 7 6,9 6,95 10,9 228,1
64 6,3 6,3 6,3 9,7 175

65 6,6 6,5 6,55 10,6 195,4
66 6,6 6,9 6,75 10,3 227,1
67 6,6 6,5 6,55 9,7 194

68 5,8 5,8 5,8 9 1429
69 5,9 6,1 6 8,6 140

70 6,2 6 6,1 8,4 139
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Diametro

MUESTRA Diametro 1 (cm) Diémetro 2 (cm) ) Largo (cm) Peso (9)
promedio (cm)

71 58 6 5,9 8,9 135,7
72 6,6 6,5 6,55 8.8 173,9
73 6,1 6,2 6,15 8,9 151,2
74 6,7 6,8 6,75 10,8 2118
75 6,1 6,1 6,1 9,2 159,3
76 6,6 6,5 6,55 10,4 209,7
77 6,3 6,5 6,4 9,6 175,3
78 59 6 5,95 9,5 152,2
79 5,6 55 5,55 8,6 121,7
80 6,7 6,6 6,65 8,8 175,5
81 7.3 7 7,15 9,4 230,8
82 6,7 6,8 6,75 10,4 2378
83 6,7 6,8 6,75 10,6 211,3
84 6,2 59 6,05 7,9 190

85 6,6 6,5 6,55 10 124,5
86 58 59 5,85 8,4 129

87 5,6 58 57 8,9 128,3
88 6,1 6,3 6,2 8,6 137,5
89 6,8 6,5 6,65 8,9 194,3
90 6,5 6,6 6,55 8,6 180,4
91 6,6 6,7 6,65 8,9 2224
92 57 6,1 59 9,7 163,7
93 6,2 6,4 6,3 10,7 181

94 6,1 6,1 6,1 9,7 157,2
95 6,1 6,3 6,2 10 178,8
96 6,6 6,5 6,55 8,5 175,5
97 6,5 6,6 6,55 9,4 175,3
98 57 59 58 9 141,9
99 6,5 6,3 6,4 8,3 154,2
100 6,9 7 6,95 9,4 205,8

PROMEDIO 6,318 6,32 6,319 9,554 176,432
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Tabla 15. Composicién porcentual del fruto chilacuan (Vasconcellea pubescens)

MUESTRA Peso inicial (g) Peso (g) Cantidad de latex %
1 192 189,2 2,8 1,458
2 178,3 175,6 2,7 1,514
3 222,6 220,6 2 0,898
4 193,7 190,3 34 1,755
5 156,7 155 1,7 1,085
6 230 227,6 24 1,043
7 239,3 237,3 2 0,836
8 173,6 171,7 19 1,094
9 139,6 137,3 2,3 1,648
10 243,1 242,4 0,7 0,288
11 218,1 216,4 1,7 0,779
12 238,3 237,3 1 0,42
13 189,4 187,3 21 1,109
14 181,9 180 19 1,045
15 122,3 120,1 2,2 1,799
16 170,5 168 2,5 1,466
17 166,9 165 1,9 1,138
18 177 174,5 2,5 1,412
19 172,8 170,7 2,1 1,215
20 200,1 198,1 2 1
21 177,6 176,5 1,1 0,619
22 240,3 2375 2,8 1,165
23 217,7 215,5 2,2 1,011
24 159,7 157,2 2,5 1,565
25 127,4 124,4 3 2,355
26 172,5 170,3 2,2 1,275
27 177 175,7 1,3 0,734
28 163,9 161 2,9 1,769
29 146,2 144,1 2,1 1,436
30 208,3 206,3 2 0,96
31 173 170,5 2,5 1,445
32 185,6 182,9 2,7 1,455
33 172,4 170,1 2,3 1,334
34 135,5 1334 2,1 1,55
35 160,2 157,4 2,8 1,748
36 154,4 151,7 2,7 1,749
37 153,5 150,4 31 2,02
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MUESTRA Peso inicial (g) Peso (g) Cantidad de latex %
38 250,3 246,6 3,7 1,478
39 189,6 188,8 0,8 0,422
40 137 135,2 1,8 1,314
41 159,8 156,6 3,2 2,003
42 198,5 197,1 1,4 0,705
43 146,7 1449 1,8 1,227
44 207,6 205,5 2,1 1,012
45 192,4 190 2,4 1,247
46 196 193,6 2,4 1,224
47 169,9 168,6 1,3 0,765
48 168 165,7 2,3 1,369
49 129,9 127,6 2,3 1,771
50 185,5 183,6 1,9 1,024
51 156,4 153,9 2,5 1,598
52 180,7 178,4 2,3 1,273
53 158,9 157,2 1,7 1,07
54 139,5 137,4 2,1 1,505
55 163,3 162 1,3 0,796
56 177,3 175,9 1,4 0,79
57 180,8 178,8 2 1,106
58 138 136,5 1,5 1,087
59 150,7 149 1,7 1,128
60 189,9 187,9 2 1,053
61 144,5 1424 2,1 1,453
62 1731 171 2,1 1,213
63 228,1 226,2 1,9 0,833
64 175 173,9 1,1 0,629
65 1954 194,1 1,3 0,665
66 227,1 2249 2,2 0,969
67 194 192 2 1,031
68 142,9 1414 1,5 1,05
69 140 138,2 1,8 1,286
70 139 137,5 1,5 1,079
71 135,7 133,7 2 1,474
72 173,9 1719 2 1,15
73 151,2 149 2,2 1,455
74 2118 210,2 1,6 0,755
75 159,3 157,2 2,1 1,318
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MUESTRA Peso inicial (g) Peso (g) Cantidad de latex %
76 209,7 207,7 2 0,954
77 175,3 173,3 2 1,141
78 152,2 149,9 2,3 1,511
79 121,7 119,9 1,8 1,479
80 175,5 173,9 1,6 0,912
81 230,8 230,3 0,5 0,217
82 237,8 235,7 2,1 0,883
83 211,3 210,9 0,4 0,189
84 190 188,2 1,8 0,947
85 124,5 122,5 2 1,606
86 129 127,3 1,7 1,318
87 128,3 126,5 1,8 1,403
88 137,5 135,5 2 1,455
89 194,3 192,6 1,7 0,875
90 180,4 178,8 1,6 0,887
91 222,4 220,5 1,9 0,854
92 163,7 162,6 11 0,672
93 181 179,6 14 0,773
94 157,2 155,2 2 1,272
95 178,8 176,7 2,1 1,174
96 175,5 173,7 1,8 1,026
97 175,3 173,6 1,7 0,97
98 141,9 140 19 1,339
99 154,2 153,8 0,4 0,259
100 205,8 204,1 1,7 0,826

PROMEDIO 176,43 174,47 1,97 1,15
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ANEXO 2. Hoja de evaluacién sensorial.

UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI

FACULTAD DE INDUSTRIAS AGROPECUARIAS Y CIENCIAS AMBIENTALES

HOJA DE EVALUACION SENSORIAL

PRODUCTO: QUESO FRESCO PRENSADO
EDAD:............c...l. GENERO:.............oc.l. FECHA:.......c o
La presente es parte de la tesis de investigacion denominada “Extraccion de la enzima papaina
presente en el chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa de cuajo vegetal”
INDICACIONES
e Estimad@, en la presente degustacion se le presentan 3 muestras de queso fresco
prensado y un vaso con agua.
e Limpie con agua su paladar antes y después de cada muestra.
e Marque con una X la respuesta que usted crea conveniente.
e Antes de degustar el producto evalué de acuerdo a su criterio los atributos de olor, color
y textura.
e Seguidamente pruebe los productos y evalué de acuerdo a su criterio el atributo de sabor

y finalmente la aceptacion del producto como tal:

Por favor antes de probar el queso, conteste a las siguientes preguntas:
MUESTRA
279 366 117

CARACTERISTICA ESCALA

Muy agradable
Agradable
OLOR Ni agrada ni desagrada

Desagradable

Muy desagradable
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Muy agradable
Agradable
COLOR Ni agrada ni desagrada

Desagradable

Muy desagradable

Por favor antes de probar el queso, conteste a las siguientes preguntas:
MUESTRA
279 366 117

CARACTERISTICA ESCALA

Muy agradable
Agradable
TEXTURA Ni agrada ni desagrada

Desagradable

Muy desagradable

Muy agradable
Agradable
SABOR Ni agrada ni desagrada

Desagradable

Muy desagradable

Recomendaciones:

MIL GRACIAS POR SU COLABORACION
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ANEXO 3. Fotografias de la investigacion.

Figura 4. Fruto (Chilacuan)

74



Figura 5. Seleccion del Chilacuan

Figura 6. Caracterizacién biométrica del Chilacuan (largo)
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Figura 7. Caracterizacién biométrica del chilacuan (ancho)

Figura 8. Extraccion del latex



Figura 9. Liofilizador

Figura 10. Centrifuga
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Figura 11. Lavado de la enzima

Figura 12. Filtrado de la enzima.



Figura 13. Triturado de la enzima liofilizada

Figura 14. Papaina liofilizada
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Figura 15. Caracterizacién fisicoquimica del latex del chilacuan (cenizas)

Figura 16. Caracterizacion fisicoquimica del latex del chilacuan (°Brix)



Figura 17. Caracterizacién fisicoquimica del latex del chilacuan (pH)

Figura 18. Caracterizacion fisicoquimica del latex del chilacuan (Acidez titulable)

81



82

Figura 19. Caracterizacion fisicoquimica del latex del chilacuan (humedad)

Figura 20. Activacion enzimatica



Figura 21. Separacion de dos fases (Activacion enzimatica)

Figura 22. Balanza analitica
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b

Figura 23. Andlisis de la leche (Ekomilk)




ANEXO 4. Estadistico (Evaluacién sensorial del queso fresco prensado).

Evolucién sensorial del atributo olor

Tabla 16. Analisis de varianza del atributo olor en los tres tratamientos de queso.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 2 0,16 0,08 0,09 0,915
Error 147 1315 0,89456
Total 149 131,66
Tabla 17. Medias obtenidas del atributo olor en los tres tratamientos de queso.
TRATAMIENTO N Media Desv.Est. IC de 95%
117 50 3,7 0,953 (3,436; 3,964)
279 50 3,66 0,872 (3,396; 3,924)
366 50 3,62 1,008 (3,356; 3,884)
Desv.Est. agrupada = 0,945811
Tabla 18. Comparaciones en parejas de Tukey.
Diferencia Diferencia EE de Valor p
de niveles diferencia IC de 95% Valor T ajustado
279 - 117 -0,04 0,189 (-0,488; 0,408) -0,21 0,976
366 — 117 -0,08 0,189 (-0,528; 0,368) -0,42 0,906
366 — 279 -0,04 0,189 (-0,488; 0,408) -0,21 0,976

Nivel de confianza individual = 98,09%
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La desviacion estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Grafica de intervalos de OLOR vs. TRATAMIENTO
95% IC para la media
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Figura 24. Intervalos de olor vs tratamiento
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Evolucién sensorial del atributo color

Tabla 19. Andlisis de varianza del atributo color en los tres tratamientos de queso.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 2 1,053 0,5267 0,78 0,461
Error 147 99,54 0,6771
Total 149 100,593
Tabla 20. Medias obtenidas del atributo color en los tres tratamientos de queso.
TRATAMIENTO N Media Desv.Est. IC de 95%
117 50 4,04 0,989 (3,810; 4,270)
279 50 4,1 0,6145 (3,8700; 4,3300)
366 50 4,24 0,822 (4,010; 4,470)
Desv.Est. agrupada = 0,82288
Tabla 21. Comparaciones en parejas de Tukey.
Diferencia Diferencia EE de Valor p
de niveles de las diferencia IC de 95% Valor T ajustado
medias
279 - 117 0,06 0,165 (-0,330; 0,450) 0,36 0,929
366 - 117 0,2 0,165 (-0,190; 0,590) 1,22 0,446
366 - 279 0,14 0,165 (-0,250; 0,530) 0,85 0,672

Nivel de confianza individual = 98,09%

Grafica de intervalos de COLOR vs. TRATAMIENTO
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 25. Intervalos de color vs tratamiento
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Evaluacién sensorial del atributo textura

Tabla 22. Analisis de varianza del atributo textura en los tres tratamientos de queso.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 2 9,12 4,56 6,61 0,002
Error 147 101,34 0,6894
Total 149 110,46
Tabla 23. Medias obtenidas del atributo textura en los tres tratamientos de queso.
TRATAMIENTO N Media Desv.Est. IC de 95%
117 50 3,98 0,869 (3,748; 4,212)
279 50 3,62 0,855 (3,388; 3,852)
366 50 4,22 0,764 (3,988; 4,452)
Desv.Est. agrupada = 0,830294
Tabla 24. Comparaciones en parejas de Tukey
Diferencia Diferencia EE de Valor p
de niveles de las diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Medias
279 - 117 -0,36 0,166 (-0,753; 0,033) -2,17 0,08
366 — 117 0,24 0,166 (-0,153; 0,633) 1,45 0,321
366 — 279 0,6 0,166 (0,207; 0,993) 3,61 0,001

Nivel de confianza individual = 98,09
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 26. Intervalos de textura vs tratamiento
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Evolucién sensorial del atributo sabor

Tabla 25. Andlisis de varianza del atributo sabor en los tres tratamientos de queso.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO 2 44,33 22,1667 25,81 0
Error 147 126,26 0,8589
Total 149 170,59
Tabla 26. Medias obtenidas del atributo sabor en los tres tratamientos de queso.
TRATAMIENTO N Media Desv.Est. IC de 95%
117 50 4,36 0,921 (4,101; 4,619)
279 50 3,06 0,956 (2,801; 3,319)
366 50 3,96 0,903 (3,701; 4,219)
Desv.Est. agrupada = 0,926775
Tabla 27. Comparaciones en parejas de Tukey.
Diferencia Diferencia
de niveles de las _EE de. IC de 95% Valor T \-/alor P
medias diferencia ajustado
279 - 117 -1,3 0,185 (-1,739; -0,861) -7,01 0
366 - 117 0,4 0,185 (-0,839; 0,039) -2,16 0,082
366 - 279 0,9 0,185 (0,461; 1,339) 4,86 0

Nivel de confianza individual = 98,09

Grafica de intervalos de SABOR vs. TRATAMIENTO
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 27. Intervalos de sabor vs tratamiento

88

366



ANEXO 5. Norma INEN 1528:87. Queso fresco (Requisitos).

CDU R3T3 AL 0301420
Morma
Ecuatonana QUESD FRESCD INEN 1528
Obligatoria REQUISITOS 198707

. OBIETO

1.1 Esta norma establece los requisitos del queso fresco
2. TERMINOLOGIA

2.1 Queso. Es el producto licteo fresco o maduro que se obtiene por
separacion del suero de la leche entera, parcial o totalmente descremada,
coagulada por accion del cuajo u otros coagulantes apropiados.

2.2 Queso Fresco. Es un queso que esta listo para el consumo después de la
fabricacion y no sera sometido a mingim cambio fisico o quimico
adicional.

3. REQUISITOS DEL PRODUCTO

3.1 Requisitos Generales

3.1.1 Forma. El queso fresco comin presentara bordes regulares y caras lisas
micntras que el queso fresco extra himedo tendra la forma determinada
por su envase. Ambos deberan cumplir con las regulaciones INEN
vigentes sobre pesas y medidas.

3.1.2 Apariencia. El queso fresco debe presentar textura suave, no esponjosa
y su color puede varar del blanco al crema Debe estar libre de
colorantes. Su color y sabor deben ser los caracteristicos del tipo de

queso.

3.2 Requisitos de Fabricacion

321 Matena pnma. El queso fresco debe fabricarse con leche cruda
sometida al proceso de pasteunzacion, proveniente de animales sanos.

3.2.2 Proceso. El queso fresco debera elaborarse en condiciones higiénico-
sanitarias adecuadas y con buenas practicas de fabricacion, que permitan
reducir al minimo la contaminacion microbiana perjudicial.

323 Aditivos e ingredientes

323.1 En la elaboracion del gueso fresco comim pueden emplearse los
siguientes aditivos ¢ ingredientes:

a) fermento lactico
b) cuajo u otras enzimas adecuadas
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¢) cloruro de sodio

d) clomro de caleio, con un maximo de 0,2 g/litro de leche empleada

¢) sustancias aromatizantes naturales no derivadas de la leche, tales como
especias, en cantidades tecnologicamente adecuadas.

3.2.3.2 En la claboracion del queso fresco extra himedo podran emplearse
aditivos e ingredientes permitidos segin Normas INENM especificas.

3.3 Espeaificaciones

33.1 El gqueso fresco, de acuerdo a su clasificacion, analizado segin las
normas técnicas comespondientes, debera cumplir con los requisitos
establecidos en la Tabla 1.

TABLA 1. Requisitos del queso fresco

Reguisitos Tipo de Queso Umdad | Min. | Max. Metodo
de
Ensayo
Humedad | Queso fresco comin "o - 65 INEN 63
Queso  fresco exira %o =h5 B0 INEN 63
humedo

(rasa en "o =6l - INEN 64
¢l extracto | Ricos en grasa "o =45 6l INEN 64
SECO (rasos "o =25 45 INEN 64
Semigrasos e =10 25 INEN 64
Pobres en grasa e - 10 INEN 64

Desnatados

332 El queso fresco, ensayado de acuerdo con las Mormmas Ecuatorianas

correspondientes, debera cumplir con los requisitos microbiolagicos
establecidos en la Tabla 2.

TABLA 2. Requsitos microbiologicos del queso fresco

Requisitos Unidad Maximo | Método de Ensavo
Eschenchia Col Colomias/'g 100 INEN 1524
Staphilococcus Aureus Colomias/'g 100 INEN 1529
Mohos v Levaduras Colomias/'g SO0 INEN 1524
Salmonella Colomas25g L1 INEN 151%

3.3.3 El producto debera estar exento de ofros microorganismos patogenos.
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334 Pama la aceptacion de lotes (o partidas) de queso fresco, se debe
cumplir con los requisitos micrebiologicos del Anexo A.

1.1.5 El ensayo de la fosfatasa, realizado de acuerdo con la Norma INEN 65
sobre el queso fresco, debera dar un maximo de tres unidades.

4. REQUISITOS COMPLEMENTARIOS

4.1 Envasado. El queso fresco debe acondicionarse en envases cuyo materal
sea resistente a la accion del producto y que no altere las caracteristicas
organolépticas del mismo.

4.2 Rotulado. El rotulo o la etiqueta del envase debe inchor la siguiente
informacion de acuerdo a la Norma INEN 1334,

a) designacion del producto y tipo

b)marca comercial

¢) identificacion del lote

d) razon social de la empresa

¢) contenido neto en unidad del 81 y de acuerdo a las regulaciones Py M de
198601

f) nimero del Registro Sanitario

g) fecha del tiempo maximo de consumo

h) lista de ingredientes

1) precio de venta al pablico (P:V:P)

1) pais de onigen

k) forma de conservacion

|} norma técmica INEN de referencia

3. MUESTREO

5.1 El muestreo debera realizarse de acuerdo con la Norma INEN 4.
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ANMEXO A

MUESTREO Y ANALISIS MICROBIOLOGICO

Al Podran ser aceptados los lotes (o partidas) de queso fresco que cumplan con
los requisitos del programa de atnbutos constantes en la Tabla A-]1.

TABLA A-1. Requisitos microbiologicos del queso fresco (lotes o partidas)

Requisitos Clase | n C M M Metodo de
CNSAY0
Eschernchia Coli 3 5 2 1M'g | 50vg | INEN 1529
Staphilococcus Aureus 3 3 2z 1MLz | IOM)'g | INEN 15249
Salmonella 3 3 L] (V252 INEN 1529
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ANEXO 6. Certificado o acta del Perfil de Investigacion.

UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI
FACULTAD DE INDUSTRIAS AGROPECUARIAS Y CIENCIAS AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA EN ALIMENTOS

ACTA

DE LA SUSTENTACION DE PREDEFENSA DEL INFORME DE INVESTIGACION DE:

NOMBRE: ARELLANO TOBAR JEFFERSON VLADIMIR CEDULA DE IDENTIDAD: 0402053359
NIVEL/PARALELO: DECIMO PERIODO ACADEMICO: ABRIL - AGOSTO 2019
TEMA DE "Extraccion de la enzima papaina presente en el chilacuan (Vasconcellea pubescens) como alternativa de cuajo
INVESTIGACION: vegetal"

Tribunal designado por la direccién de esta Carrera, conformado por:

PRESIDENTE: MSC. RIVAS ROSERO CARLOS ALBERTO
LECTOR: MSC. YAMBAY VALLEJO WILMAN JENNY
ASESOR: MSC. TORRES MAYANQUER FREDDY GIOVANNY

De acuerdo al articulo 21: Una vez entregados los requisitos para la realizacidn de la pre-defensa el Director de Carrera integrara el Tribunal de Pre-defensa del
informe de investigacin, fijando lugar, fecha y hora para la realizacién de este acto:

EDIFICIO DE AULAS: 4 AULA: 106
FECHA: 10 DE SEPTIEMBRE DEL 2019
HORA: 11H45

Obteniendo las siguientes notas:

1) Sustentacion de la predefensa:

2) Trabajo escrito

Nota final de PRE DEFENSA

Por lo tanto: APRUEBA CON OBSERVACIONES

6,05
2,50
8,55

; debiendo acatar el siguiente articulo:

Art. 24.- De los estudiantes que aprueban el Plan de Investigacién con observaciones. - El estudiante tendra el plazo de 10 dias laborables para
proceder a corregir su informe de investigacion de conformidad a las observaciones y recomendaciones realizadas por los miembros Tribunal

de sustentacién de la pre-defensa.

Para constancia del presente, firman en la ciye

Adj.: Observaciones y recomendaciones

i de Tulcan el

10 DE SEPTIEMBRE DEL 2019

MSC: YAMBAY/\//:‘;LLEJO WILMAN JENNY
LECTOR
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