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Abomaso

Cuajo

Divinilbenceno
(DVB)

Enzima

Enzima digestiva

GLOSARIO

Cuarto y ultimo compartimento del estbmago de

los rumiantes.

Sustancia presente en el abomaso de los

mamiferos rumiantes, que hace cuajar la leche.

Divinilbenceno tiene dos etileno, la polimerizacion
puede generar una estructura tridimensional de
polimero infusible. Por lo tanto, el agente de
reticulacion es wuna herramienta muy Util,
ampliamente utilizado en resinas de intercambio
de iones, membranas de intercambio idnico,
resina de poliestireno, resina de poliéster

insaturado.

Molécula de naturaleza proteica que cataliza las
reacciones bioquimicas del metabolismo. Las
enzimas actian sobre las moléculas conocidas
como sustratos y permiten el desarrollo de los

diversos procesos celulares.

Enzimas que hidrolizan los polimeros presentes
en los alimentos, en moléculas mas pequefias
gue pueden ser absorbidas con facilidad. Las

enzimas digestivas se encuentran en el tubo
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Frecuencia

Fuerza de cuaje

indice de refraccion

Maceracion

Pepsina

Polietilenglicol
(PEG)

digestivo de los animales donde colaboran con la
digestion del alimento, asi como en el interior de

las células.

Magnitud que mide el nimero de repeticiones por
unidad de tiempo de cualquier fenbmeno o

Suceso.

Cantidad de leche, en mililitros, que cuaja a
35 °C, cuando se le adiciona un gramo o mililitro
de cuajo.

Cociente entre la velocidad de la luz en el vacio y
la velocidad de la luz en el medio. Este determina
la  reduccién de la velocidad de la luz al

propagarse por un medio.

Proceso de extraccion sélido-liquido. El producto
sélido (materia prima) posee una serie de
compuestos solubles en el liquido extractante que

son los que se pretende extraer.

Enzima digestiva segregada en el estbmago y
gue hidroliza las proteinas en el mismo,

produciendo cuajado de la leche.
Poliéter ampliamente empleado en la industria,

posee bajo peso molecular; puede ser usado

como disolvente no volatil.
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Quimosina

Resina de intercambio

iénico

Retencion y factor

de capacidad

Salting in - out

Soluto

Termolabilidad

Enzima proteasa aspartica encontrada en el
cuajo. Es producida por las células principales en
el cuarto estdmago de las vacas con el fin de
cuajar la leche. Al inicio de la lactancia se
encuentra en un 100 % disminuyendo conforme la

edad, siendo sustituida por la pepsina.

Perlas de plastico cuya estructura es un polimero
en el cual un ion fijjo ha sido inmovilizado de

manera permanente.

Medida del tiempo transcurrido en la fase
estacionaria, en relacion con el tiempo

transcurrido en fase movil.

Es un método de separacion de proteinas basado
en el principio de que las proteinas son menos
solubles a altas concentraciones de sal. Es la

manera mas comun de precipitar proteinas.

Sustancia que se disuelve, por lo que se puede
encontrar en un estado de agregacion diferente al
comienzo del proceso de disolucion vy

experimentar una transicion de fase.

Sensibilidad a las temperaturas pudiendo llegar a

inactivar las sustancias.
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RESUMEN

En el presente estudio de investigacion, a nivel de trabajo de graduacion,
se realiz0 la extraccion y caracterizacion fisicoquimica de quimosina bovina,
para produccion de cuajo, sometida a variacion térmica y de pH a escala
laboratorio.

Se utiliz6 como materia prima el abomaso bovino, se limpié y separé la
membrana interna la cual contiene la enzima, para luego romperla por medio de
molienda. La solucién acuosa resultante contenia la enzima quimosina, a la
cual se le agrego polietilenglicol y sal inorganica para formar un sistema de dos
fases, se ajusto al pH deseado para posteriormente macerar por dos horas. El
polietilenglicol conteniendo la quimosina se recuperé mediante centrifugado y
Se puso en contacto con una resina de intercambio i6nico, ajustando el pH de
tal forma que la quimosina se uniera a la resina, la quimosina se eluyé de la

columna empleando una solucion salina.

En la variacion de pH 2, 3y 4 y temperaturas 25 °C, 35 °Cy 45 °C, las
soluciones con menor pH y mayor temperatura obtuvieron los resultados mas
satisfactorios en la fuerza de cuajo, un promedio 149 mL de leche cuajada por
cada mililitro de extracto de quimosina. Asimismo, al realizar una variacién de
NaCl del 18 % contra el 20 % del procedimiento original para la elucion de la
enzima, se obtuvieron resultados satisfactorios, con una fuerza de cuajo
promedio de 700 mL de leche cuajada por cada mililitro de extracto de

guimosina.
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Como subproducto de la extraccion de quimosina se obtiene pepsina, la
cual esti presente en mayor cantidad en abomasos de vacas adultas. Asi, en
las mismas condiciones, pH bajos y temperaturas altas, se obtuvieron
resultados de mayor cantidad que la quimosina, un promedio de 800 mL de

leche cuajada por cada mililitro de extracto de pepsina.

Por altimo, se realizé una comparacion con la pastilla comercial de cuajo,
para la cual se obtuvo una fuerza de cuajo de 2 028 mL de leche cuajada por

cada mililitro de cuajo comercial.

A los extractos se les determind densidad, fuerza de cuajo (cantidad de
centimetros cubicos cuajados por un centimetro cubico de quimosina o
pepsina), indice de refraccibn y se realizaron estudios microbioldgicos.
Asimismo, se calcul6 el porcentaje de rendimiento, tomando el peso de la leche
y posteriormente del queso, obteniendo un porcentaje del 89 %, siendo un

factor importante el tiempo que tomaba en cuajar.
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OBJETIVOS

General

Extraccidbn y caracterizacion fisicoquimica de quimosina bovina para
produccién de cuajo con base en variaciones térmicas y de pH en la solucién

extractora, a escala laboratorio.

Especificos

1. Extraccion de la quimosina de forma natural a partir del abomaso,
mediante maceracion dinamica a tres temperaturas diferentes de lo
recomendado en la patente europea Procedimiento para la recuperacion
de quimosina producida de forma natural, Es 2 078 345 (parrafo 50,

pagina 8).

2. Extraccion de la quimosina de forma natural a partir del abomaso,
mediante maceracion dindmica a tres pH diferentes de lo recomendado
en la patente europea Procedimiento para la recuperacion de quimosina

producida de forma natural, Es 2 078 345 (péarrafo 60, pagina 5).

3. Extraccion de la quimosina de forma natural a partir del abomaso,
mediante maceracion a una concentracion de NaCl diferente de lo
recomendado en la patente europea Procedimiento para la recuperacion
de quimosina producida de forma natural, Es 2 078 345 (parrafo 15,

pagina 5).

XIX



4. Determinar la relacién entre la cantidad recuperada de quimosina y la
variacion térmica, de pH y de concentracion de NacCl.

5. Comparacion de la actividad enzimatica de la quimosina recuperada,

respecto a pastillas de cuajo comerciales.

Hipotesis

Basado en los métodos utilizados en la patente europea Procedimiento
para la recuperacion de quimosina producida de forma natural Es 2 078 345, es
posible establecer la relacion existente entre la obtencién de cuajo a partir de
quimosina extraida del abomaso, en funcién de variaciones de temperaturas y
pH.

Los resultados analiticos obtenidos en los ensayos, permitiran validar
cuantitativamente el rendimiento de quimosina bovina pudiendo definir las

condiciones 6ptimas para obtener la mayor fuerza de cuajo.

Hipotesis nula:

Existe diferencia significativa en el rendimiento (fuerza de cuaje) de
guimosina extraida para la producciéon de cuajo, en funcién de la variacién

térmica y de pH de la solucién extractora.

Hipotesis alternativa:

No existe diferencia significativa en el rendimiento (fuerza de cuaje) de
quimosina extraida para la produccion de cuajo, en funcion de la variacion

térmica y de pH de la solucién extractora.
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INTRODUCCION

En el grupo de coagulantes proteicos de origen animal, el cuajo se
considera como el ideal para la elaboracion de quesos por su alto contenido de
quimosina, cuyo cédigo enzimatico es E.C.3.4.23., siendo esta la propia
enzima natural para coagular leche bovina. En el abomaso y los extractos de
otros tejidos, la proporcion de dos enzimas, quimosina y pepsina, varia segun la

edad del animal y el tipo de alimentacion (Andrén, 1982).

Extractos provenientes de estbmagos de terneros jovenes tienen un alto
contenido de quimosina, siendo su composicion normalmente 80-90 %
guimosina y 10-20 % pepsina (IDF Standard 110B). Los cuajos de bovinos

adultos presentan un mayor contenido de pepsina, normalmente 80-90 %.

El cuajo de ternero es el producto tradicionalmente utilizado para la
elaboracion de quesos, siendo el producto de referencia en cuanto a
composicién y rendimiento. El cuajo de bovino adulto es el de mayor uso
alternativo, debido a que contiene la misma composicion enzimatica activa. El
mayor contenido de pepsina de los cuajos de bovino adulto lo hace mas
sensible al pH a determinadas temperaturas y posee, en general, una mayor

actividad proteolitica.

El presente trabajo de tesis investiga como el pH y la temperatura tienen
influencia en la actividad proteolitica de la enzima. Dicha enzima se extrajo por
maceracion dindmica, utilizando reactivos como  polietilenglicol y sales
inorganicas en solucidon acuosa, para después separarlo por medio de una

columna de intercambio ionico, empleando resinas para su separacion.
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1. ANTECEDENTES

El marco del proceso de investigacion que se realizé en el Laboratorio de
Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), del Centro de Investigacion
de Ingenieria (Cll) de la Universidad de San Carlos de Guatemala, se tomod
como base un aspecto de la invencion de la patente europea-espafiola
Procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma natural
ES 2 078 345, la cual proporciona un procedimiento para la recuperacion y
purificacion de la quimosina a partir de una solucion acuosa que contiene
guimosina obtenida a partir del abomaso bovino, pepsina y otros

contaminantes.

El procedimiento conlleva los siguientes pasos:

o Preparacién de cuajares sumergiendo el abomaso bovino en agua,

cortandolo y estirandolo, eliminando cualquier desecho que contenga el

saco.
o Molienda de los fragmentos de estémago bovino.
o Extraccién del material proteico por maceracion en solucion salina (agua

desionizada).

o Cribado del liquido de maceracion.

o Ajustar el pH de la solucion acuosa variando el mismo. Afadir a la

solucién acuosa una cantidad efectiva de polietilenglicol (PEG) y una sal
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inorganica para formar un sistema de dos fases. Posteriormente, calentar

a 37 °C para la solubilidad de la sal en la solucién.

Permitir que la solucion acuosa de la mezcla polietilenglicol-sal
inorganica se separe en una fase de polietilenglicol rica en quimosina y

pepsina, y una fase salina agotada de quimosinay pepsina.

Separacion por intercambio ibnico para recuperar la fase de

polietilenglicol rica en quimosina y pepsina.

Poner en contacto la fase de polietilenglicol rica en quimosina y pepsina
con una resina de intercambio i6nico, bajo condiciones en las que la
guimosina se una a la resina, y el polietilenglicol y la pepsina pasen a

través de la ella.

Eluciéon de resina con NaCl a 18 % en peso de la solucion mezclada para

eliminacién de residuos de PEG y pepsina.

Re-elucién de la resina con fosfato disédico 0,05 M a pH 5,8 con NaCl 2

M para recuperar la quimosina de la resina.

En el paso de extraccion, la mayor parte de la quimosina y de la pepsina

estan contenidas en la fase de polietilenglicol mientras que los contaminantes

diferentes a la pepsina se mantienen en la fase salina. Ademas, cuando se

pone en contacto la fase de polietilenglicol con una resina de intercambio iénico

adecuada, la quimosina se une a la resina mientras que la pepsina pasa a

través de ella. A continuacion, la quimosina, basicamente libre de pepsina u

otros contaminantes (es decir, la contaminacion es menor del 10 % del peso

con base en el peso de la quimosina), se recupera de la resina.
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En general, el pH de una solucién acuosa puede ser cualquiera en el que
la quimosina sea estable. Sin embargo, en una realizacién preferida, se ha
determinado que el uso de pH menores, es decir, pH 3 0o menor y
preferiblemente pH de 2 a 2, 5, da como resultado un coeficiente de reparto
mas elevado (mayor selectividad) para la separacion de la quimosina en la fase
de polietilenglicol, comparado con el uso de pH de 3 a 6.5.

o Efectos de calentamiento sobre enzimas, temperatura optima

Es preciso tener en cuenta algunas nociones:

o La velocidad inicial de la reaccion enzimética aumenta con la
elevacion relativa de la temperatura, como en la mayor parte de

las reacciones bioquimicas.

o La elevacién de la temperatura provoca la desnaturalizacién de la
proteina correspondiente de las enzimas y es completa a partir de

los 55 °C para muchas enzimas.

o La temperatura 6ptima de actividad de una enzima es aquella en
gue los dos efectos se equilibran, la actividad propia de la enzima
no disminuye mas alla de esta temperatura, lo que disminuye es la

cantidad.

o La temperatura Optima varia con el pH y la composicion del medio.
Para un gran namero de enzimas, la temperatura éptima se sitla
hacia 30 a 40 °C, siendo una caracteristica menos significativa y

menos notable que el pH optimo.






2. MARCO TEORICO

2.1. Quimosina

Es una enzima proteasa aspartica encontrada en el cuajo. Es producida
por las vacas en elabomaso. La quimosina es producida por las células
principales en el estbmago de bebés y nifios con el fin de cuajar la leche que
toman, garantizando asi una mayor y mejor absorcion.

2.1.1. Cdédigo de la quimosina

La quimosina es una enzima proteasa aspartica cuyo codigo es: (EC

3.4.23.4). Desglosado de la siguiente manera:

. EC 3 - hidrolasa.

o EC 3.4 - actla sobre los enlaces peptidicos (hidrolasas peptidicas).
o EC 3.4.23 - endopeptidasas aspartico (hidrélisis en donde haya acido
aspartico).

o EC 3.4.23.4 quimosina.

La quimosina es particularmente util en la preparacion del queso, mientras
que las fuentes de quimosina natural incluyen estdbmagos de ternero,
estdbmagos de bovino, estdbmagos de cabra, estbmagos de porcinos, entre otros.
La quimosina comercial se obtiene basicamente a partir del cuarto estomago de
los terneros alimentados con leche. Esto es debido a que dichas vacas
producen mayores cantidades de quimosina a comparacion de las de pepsina,

mientras que otras fuentes de quimosina contienen generalmente mayores
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cantidades de pepsina a comparacion de las de quimosina v,
consecuentemente, la recuperacién de la quimosina de estas fuentes es mas
dificultosa y econdmicamente menos rentable, es decir, hay menos quimosina

para recuperar.

2.1.2. Sintesis de la quimosina

La quimosina se sintetiza como pre-pro-quimosina, proteina que tiene en
su cadena 58 aminoacidos mas que la quimosina activa, y que no tienen
actividad proteolitica. Se secreta al estbmago como pro-quimosina, también
inactiva, tras el corte de 16 aminoacidos. Se transforma en la enzima activa por
la eliminacién proteolitica de otro fragmento de 42 aminoacidos, quedando con
un peso molecular de aproximadamente 30 700.

2.1.3. Activacion de la quimosina

La quimosina, como todas las proteinas, puede autodigerirse si se
conserva en las condiciones en las que es activa. Puesto que la quimosina se
inactiva reversiblemente con concentraciones elevadas de cloruro de sodio, se

conserva en esta forma y al disminuir la concentracién salina se reactiva.

Figura 1. Estructura de la quimosina en 3D

3D Structure of Chymosin

Fuente: Protein data bank. Estructura+de+la+quimosina+en+3D&biw=1366&bih=667& source
=Inms&tbm=isch&sa=X&ei=scs_VbL5KcqoNrn9gNgC&ved=0CAYQ_AUOAQ.
[Consulta: 20 de septiembre de 2013].



2.2. Coagulantes animales (cuajos)

En el grupo de coagulantes de origen animal, el cuajo de ternero se
considera como el ideal para la elaboracion de quesos por su alto contenido de
quimosina, siendo esta la enzima natural para coagular (protedlisis y
desnaturalizacion) leche bovina. En el abomaso y los extractos de otros tejidos,
la proporcién de dos enzimas, quimosina y pepsina, varia segun la edad del

animal y el tipo de alimentacion (Andrén, 1982).

Extractos provenientes de estdbmagos de terneros jovenes tienen un alto
contenido de quimosina, siendo su composicion normalmente 80-90 %
guimosina y 10-20 % pepsina (IDF Standard 110B). Los cuajos de bovinos
adultos presentan un mayor contenido de pepsina, normalmente 80-90 %,
aunque se pudieron observar contenidos de pepsina mayores, cercanos al 97
%, en cuajares de bovinos en Brasil. En todo el mundo, los animales son
enviados a los frigorificos a diferentes edades, observandose todo tipo de
mezcla de extractos, asi, los cuajos comerciales poseen un amplio rango de
composicién enzimatica. Sin embargo, debido a la busqueda de eficiencia
econdmica, los animales son enviados a los frigorificos con mayor peso
corporal, dando como resultado la falta de cuajares de terneros y la
predominancia de cuajares de bovinos adultos, con el consecuente

encarecimiento del cuajo de ternero.

El cuajo de ternero es el producto tradicionalmente utilizado para la
elaboracion de quesos, siendo el producto de referencia en cuanto a
composicion y rendimiento. Sin embargo, el cuajo de bovino adulto es el de
mayor uso alternativo del cuajo de ternero, debido a que contiene la misma
composicién enzimatica activa. El mayor contenido de pepsina de los cuajos de

bovino adulto los hace mas sensible al pH y poseen, en general, una mayor



actividad proteolitica. Cuajos de cordero/oveja y cabrito/cabra son bastantes
similares a ternero/bovino adulto, aunque probablemente méas aptos para

coagular leche de su misma especie (Foltmann, 1992).

El cuajo animal algunas veces es utilizado en mezclas con lipasas
(Harboe, 1994), especialmente en los quesos italianos del sur, en los cuales el
producto posee un sabor caracteristico. Tales cuajos se denominan cuajo en
pasta, y los mismos estan elaborados por maceraciéon y secado de estbmagos
provenientes de ternero, cordero o cabrito que han sido recientemente
destetados, con el objeto de tener estdbmagos llenos con leche.
Consecuentemente, el cuajo en pasta contiene una mezcla de enzimas de
cuajo y lipasa (pregastrica y posiblemente gastrica) en una proporcién no
estandarizada (Birschbach, 1994).

De todos los cuajos sustitutos de origen animal que han sido utilizados por
afos, solamente se ha empleado en muy baja proporcion el cuajo porcino. Este
es caracteristico por presentar alta actividad proteolitica y alta inestabilidad,
especialmente frente al pH.

La renina actta sobre la fraccion kappa-caseina de la leche con liberacion
de varios peéptidos. Al realizar su accion proteolitica, se destruye el efecto de
coloide protector de la micela de caseina, causando su floculacion. En este
proceso, acidez, tiempo y temperatura influyen significativamente en las

caracteristicas posteriores del queso resultante a un pH optimo de entre 6 y 7.

Se ha preparado también renina a partir de estbmagos de aves por su

inmersion en solucion de sal, a pH 4.



La quimosina bovina se puede producir de forma alternativa mediante
ADN recombinante en Escherichia coli, Aspergillus niger var. awamori y
Kluyveromices lactis; estas variedades se agrupan bajo el nombre de

guimosinas producidas por fermentacion (FPC, por sus siglas en inglés).

2.3. Enzima extraida

Por maceracion de trozos de estobmagos de terneros (alimentados solo
con leche) en agua salada, se obtiene el llamado cuajo cuyo principio activo es
la enzima y que se expende en forma de un extracto liquido o polvo seco con
sal. Si los terneros reciben ademas de la leche otro forraje, se va formando
pepsina, la cual constituye en el animal adulto la proteasa méas activa del

estomago.

2.4. Precipitacion

Una de las técnicas mas utilizadas para la precipitacién de enzimas es la
llamada salting out, la cual se realiza agregando altas concentraciones de sales
a la solucién en la que se encuentra la proteina para su precipitacion. La
precipitacion por disminucion de la solubilidad de la proteina de interés se
efectla por medio de un agente precipitante y esta solubilidad esta determinada
por el grado de hidratacion de las moléculas. El hecho de que las proteinas
sean anfotéricas se debe a que en sus superficies presentan regiones
hidrofébicas y regiones hidrofilicas, cargadas ya sea positiva o negativamente.
Cuando se agrega un agente precipitante a la solucion, las proteinas que
presentan mayor hidrofobicidad, por contar con mayor nimero de aminoacidos
hidrofébicos en su superficie, precipitan mas facilmente que las de menor
hidrofobicidad (Whitaker, 1994; Alberts, 2004).



2.4.1. Efectos de la precipitacion y disolucion salina

La solubilidad de las proteinas no es algo sencillo de estudiar. Es
necesario tener en cuenta numerosos aspectos como la dependencia de la
solubilidad con el pH, la temperatura, la naturaleza de la proteina y la

concentracién salina del medio.

En un medio poco salino, la solubilidad de las proteinas aumenta al
incrementar la concentracion de sales. Este efecto se conoce como disolucion
salina (salting in) y se explica mediante la teoria de Debye-Huckel. Segun se
afiaden sales al medio (o lo que es lo mismo, segun aumenta la fuerza iénica
del medio), los iones en que estas se disocian rodean a las proteinas
interactuando con sus grupos ionizables, evitando asi que se establezcan
interacciones atractivas entre las cadenas laterales o extremos cargados de las
proteinas; es decir, se dificulta la aglomeracion de las proteinas y por tanto su
precipitacion. En estas condiciones, la solubilidad aumenta al incrementarse la

fuerza iénica del medio.

En un medio con altas concentraciones de sal, la repulsion entre cargas
del mismo signo se reduce y las proteinas se solvatan mucho menos al ir
aumentando la concentracion de sal. Otra forma de explicarlo es que al
solubilizar la sal, sus iones se rodean de moléculas de agua, limitando las
moléculas de agua disponibles para solubilizar las proteinas. Asi, al
potenciarse las interacciones proteina-proteina frente a las interacciones
proteina-disolvente, estas precipitaran segun aumente la fuerza ionica del
medio (disminuye su solubilidad). A este efecto se le denomina efecto salino

de precipitacion, también conocido como salting out.
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La dependencia de la solubilidad con la concentracion salina puede

observarse en la siguiente imagen:

Figura 2. Salting out — salting in
Solubility ‘ 2/9 \%
. e 9 Y

| °¥a ¢

@QQ).
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T ——

Hydrate
shell

Salting in
Salting out

Salt concentration ——»

Fuente: Protein data bank. Estructura+de-+la+quimosina+en+3D&biw=1366&bih=667& source
=Inms&tbm=isch&sa=X&ei=scs_VbL5KcqoNrn9gNgC&ved=0CAYQ_AUO0AQ.
[Consulta: 20 de septiembre de 2013].

Una sal bastante empleada en estos estudios es el sulfato de amonio, que
presenta una elevada solubilidad en medio acuoso. Sin embargo, en algunos
casos, el sulfato de amonio puede desnaturalizar a la proteina. Por ello en
ocasiones, se sustituyen las sales por alcoholes que reducen la constante
dieléctrica del medio, lo que disminuye la solubilidad de las proteinas al
reducirse el nimero de interacciones proteinas-disolvente. También se pueden
usar NaCl o KClI.
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2.5. Extraccion

En quimica, la extraccion es un procedimiento de separacion de una
sustancia que puede disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con
distinto grado de solubilidad y que estan en contacto a través de una interfase.
La relaciéon de las concentraciones de dicha sustancia en cada uno de los

disolventes, a una temperatura determinada, es constante.

Si tenemos una sustancia soluble en un disolvente, pero mas soluble en
un segundo disolvente no miscible con el anterior, esta puede extraerse del
primero, afladiéndole el segundo, agitando la mezcla y separando las dos fases.
A nivel de laboratorio, el proceso se desarrolla en un embudo de decantacion.
Como es de esperar, la extraccion nunca es total, pero se obtiene més eficacia
cuando la cantidad del segundo disolvente se divide en varias fracciones y se
hacen sucesivas extracciones, que cuando se afiade todo de una vez y se hace

una unica extraccion.
2.5.1. Tipos de extraccion
La extraccion es un procedimiento por el cual se separa una sustancia en
dos que no pueden mezclarse entre si. Esto sucede con diferente grado de
solubilidad, lo cual corresponde a la capacidad que tiene una determinada
sustancia.

2.5.1.1. Extraccion sélido-liquido

Consiste en la remocion o extraccion de un componente soluble (soluto)

contenido en un soélido mediante un solvente apropiado. La lixiviaciébn es una
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operacion de transferencia de masa, por lo que es indispensable que exista un

contacto intimo entre el solvente y el soluto contenido en el sélido.

Figura 3. Lixiviacion

Esquema de la exiracoldn; antes de ls extracoidn (zquierds) y después de la extraccidn (derscha):
1 disoivents, 2 material de axtracoidn (fese portadora sdiida con soluto), 3 soluln,
4 fase portadora sdilda lbdiviada, § disolvents con el soluto de fransicidn en &l disuelto

Fuente: Extraccion solido liquido. Estructura +de+la+ quimosina+ en+ 3D&biw=1366&bih=667&
source =Inms&tbm=isch&sa=X&e i=scs_ VbL5KcqoN rn9gNgC&ved=0CAYQ_AUO0AQ.
[Consulta: 20 de septiembre de 2013].

25.1.2. Factores a controlar en una lixiviacion

o Tipo de solvente a utilizar
o Temperatura del proceso
o Tamafio de particula del sélido
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25.1.3. Selecciéon del solvente a utilizar

o El solvente ideal empleado para solubilizar es el agua (bajo costo, no
toxica, no inflamable, no corrosiva), sin embargo no siempre tiene una

capacidad de extraccion adecuada.

o El solvente empleado debe tener el mayor coeficiente de transferencia de

masa posible.

o El mejor solvente a utilizar es el de mas bajo costo y menor toxicidad.

2.5.1.4. La temperatura del proceso

Al aumentar la temperatura del proceso, aumenta la solubilidad del soluto
en el solvente, incrementando el coeficiente de difusion del solvente en las
particulas de solido, lo que provoca una mayor velocidad de extraccidén. Sin
embargo, temperaturas muy elevadas pueden deteriorar el producto o provocar
la evaporacion del solvente. Se debe encontrar la temperatura mas adecuada

para cada caso en particular y facilitar su extraccion.

251.4.1. Termolabilidad de la

guimosina bovina
La literatura indica que la quimosina bovina rapidamente pierde actividad

a temperaturas superiores a 60 °C y retiene solo el 10-15 % de la actividad
después del calentamiento a 75 °C.
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2.5.2. Tamafio de particula del sélido

Cualquiera que sea el método de extraccion empleado, generalmente la
materia prima (sélido) que contiene al soluto debe acondicionarse (corte,

trituracién, molienda) para propiciar el contacto con el solvente.

Las particulas pequefias crean una mayor area interticial entre el solido y
el liquido, ademés de una distancia mas corta para que el soluto se difunda a

través de la particula y alcance la superficie.

Pero, si el tamafio de la particula es demasiado pequefio, se forman
conglomerados que impiden la circulacion del solvente entre las particulas
compactadas y dificultan su separacion, provocando que estas puedan ser

arrastradas con el solvente.

2.5.3. Agitacion

La eficiencia del proceso extractivo es en funcion del equilibrio de

saturacion del solvente.

La agitacion hace que nuevas cantidades de solvente, pobre en las
sustancias extraibles, entren en contacto con el sélido y un nuevo punto de

equilibrio de saturacion sea alcanzado.
El movimiento del liquido, con la ayuda de bombas o de agitadores

mecanicos para la recirculacion del solvente, desplaza el equilibrio en el

sentido de la saturacion del solvente, aumentando la eficiencia del proceso.
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2.5.4.  pH

El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que permite la
posibilidad de formacion de sales. La obtencién de alcaloides constituye un

ejemplo clasico de la influencia del pH en el proceso de extraccion.

La extraccion de alcaloides con solventes organicos de baja polaridad
exige un pretratamiento con soluciones alcalinas, buscando con esto liberar los

alcaloides de sus sales y asi volverlos solubles.

En el caso de extraccion de alcaloides con soluciones acuosas es
necesario un pH acido, buscando con esto la conversion de los alcaloides en

sus respectivas sales.

2.5.5. Tiempos de extraccion

El tiempo de extraccion se determina experimentalmente en funcién del
solvente y del equipo seleccionado. Ademas, esta variable es resultante de

todos los factores mencionados previamente.

El tiempo de extraccién debe ser suficiente para permitir la separacion de
los compuestos de interés, aunque se debe prestar cuidado para que no sea

excesivo.

Prolongar el tiempo de extraccion mas alla del estrictamente necesario no
influye en el proceso negativamente, pero si influye en los costos del consumo
de energia y de mano de obra no necesaria, lo que acarrea un encarecimiento

del proceso industrial.
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2.5.6. Velocidad de lixiviacion

En la lixiviacion de materiales solubles del interior de una particula por

accion de un disolvente, el proceso general consiste en los siguientes pasos:

o El disolvente se transfiere del volumen de solucién a la superficie del
solido
o Después, dicho solvente penetra o se difunde en el sélido
o El soluto se disuelve en el disolvente
2.5.7. Lixiviacién por maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido. El producto
sélido (materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido

extractante, que son los qgue se pretende extraer.

En general, en la industria quimica se suele hablar de extracciones, pero,
cuando se trata de alimentos, hierbas y otros productos para consumo humano
se emplea el término maceracion. En este caso, el agente extractante (la fase
liquida) suele ser agua, pero también se emplean otros liquidos como vinagre,
jugos, alcoholes o aceites aderezados con diversos ingredientes que
modificaran las propiedades de extraccion del medio liquido.

A veces el producto obtenido es el extracto propiamente dicho, en otras es

el solido sin los citados compuestos o incluso ambas partes.

La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia prima

empleada, asi como del liquido de maceracion. En los casos en que se utilice el
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producto extraido se suele emplear una etapa de secado ya sea al sol, con

calor o incluso una liofilizacién.

En forma simple, la maceracion consiste en mantener en contacto, a
temperatura ordinaria y durante un tiempo variable, una cantidad determinada
de la sustancia macerada a la que se quiere extraer el componente, con el

volumen de disolvente prescrito.

La maceracion es recomendable para la extraccion de aquellas sustancias

que tienen principios activos muy solubles o que se alteran con el calor.

2.5.8. Tipos de maceracion

La maceracion es el método de extraccion de los principios activos de una
substancia, la cual consiste en dejar reposar dicha sustancia durante un periodo

considerable que puede oscilar entre 6 horas y varias semanas.

2.58.1. Maceracioén en frio

Consiste en sumergir el producto a macerar en un liquido y dejarlo un
determinado tiempo, para transmitir al liquido las caracteristicas del producto
macerado. Los productos a macerar son varios; en la gastronomia se puede
destacar la infusion de especies varias en aceite de oliva extra virgen,
concediendo a estos Ultimos aromas y paladares propios de las especies

maceradas. Son especialmente recomendados para ensaladas y platos frios.

También se podra afadir a un recipiente con la menor cantidad de agua
posible, solo la suficiente como para cubrir totalmente el producto. Esto se hace

por un lapso mas o menos largo, dependiendo de lo que se vaya a macerar.
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2.5.8.2. Maceracién con calor

El proceso a ejecutar en este tipo de maceracion es el mismo que en la
maceracion en frio, solo que en este caso puede variar el medio por el cual se
logra. El tiempo varia mucho en comparacion con la maceracion en frio, ya que
al utilizar calor se acelera el proceso. Como referencia se toma que 3 meses de
maceracion en frio es igual a 2 semanas en maceracioén con calor, esto en el

caso de las plantas y hierbas medicinales.

La desventaja de la maceracion en calor es que no logra extraer
totalmente pura la esencia del producto a macerar, ya que siempre degrada o
destruye alguna pequefia parte de esta (muchas veces se trata de compuestos

termolabiles).

Muchas veces, para acortar mas los tiempos de extraccion y que las
substancias pasen el menor tiempo posible a elevadas temperaturas, se hacen
extracciones con corriente de vapor.

2.5.8.3. Maceracion estatica

El proceso clasico de maceracion consiste en dejar la materia prima en
contacto con el solvente a temperatura ambiente durante varios dias, con
agitacion ocasional, este es un proceso sumamente lento.

2.58.4. Maceracion dinamica

Para abreviar el tiempo de operacion, la materia prima y el solvente deben

mantenerse en movimiento constante (fluido en dos fases).
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2.5.9. Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido, también conocida como extraccion con
solventes o con disolventes, es un proceso fisicoquimico empleado para
separar una mezcla utilizando la diferencia de solubilidad de sus componentes
entre dos liquidos inmiscibles o parcialmente miscibles (por ejemplo, agua y

cloroformo o éter etilico y agua).

En la extraccion liquido-liquido, se extrae del seno de un liquido A una
sustancia (soluto) poniendo A en contacto con otro liquido B, inmiscible o
parcialmente miscible con Ay que tiene mayor afinidad por el soluto, pasando

la sustancia del seno del liquido A al seno de B.

Con esta operacion se busca concentrar un analito o bien separarlo de

una matriz compleja o con interferentes.

La transferencia del componente disuelto (soluto) se puede mejorar por la
adiciobn de agentes saladores a la mezcla de alimentacion o de agentes
formadores de complejos al disolvente de extraccion. En algunos casos se
puede utilizar una reaccién quimica para mejorar la transferencia, por ejemplo,
el empleo de una solucion caustica acuosa (como una solucion de hidréxido de

sodio) para extraer fenoles de una corriente de hidrocarburos.

Un concepto mas complicado de la extraccion liquido-liquido se utiliza en
un proceso para separar completamente dos solutos. Un disolvente primario de
extraccion se utiliza para extraer uno de los solutos presentes en una mezcla
(en forma similar al agotamiento en destilacién) y un disolvente lavador se
utiliza para depurar el extracto libre del segundo soluto (semejante a la

rectificacion en destilacion).
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2.5.10. Extraccion enzimatica liquido-liquido

La formacion de dos fases liquidas puede ser inducida en funcién de la
incompatibilidad de dos polimeros que termodinamicamente no son estables
disueltos en la misma fase. Es, por lo tanto, posible que una enzima migre
preferencialmente a una de las fases lograndose una concentracion-
purificacion, Kula (27) ha descrito fisicoquimicamente estos sistemas y los ha
aplicado a la purificacion de varias enzimas. Los polimeros normalmente
usados son el polietilenglicol por un lado y de extrafias o fosfatos por otro.
Aunque el polietilenglicol se ha empleado también como agente precipitante y

estabilizante de proteinas.

2.5.11. Solventes

Es una sustancia en la que se diluye un soluto, resultando en
una solucion; normalmente es el componente de una solucidon presente en

mayor cantidad.

2.5.11.1. Polietilenglicol

El polietilenglicol (PEG) es un poliéter ampliamente empleado en la
industria. Su nombre generalmente aparece asociado a un numero que hace
referencia a la masa molecular del polimero u oligdmero; por ejemplo,un PEG
con n = 9 tendria un peso molecular medio de aproximadamente 400 daltons y
seria etiquetado como PEG 400. La distribucion del tamafio se puede
caracterizar estadisticamente por su peso molecular promedio en peso (Mw) y
su peso molecular promedio en nimero (Mn), la relacion de los cuales se llama
el indice de polidispersidad (Mw/Mn). El Mw y Mn se pueden medir por

espectrometria de masas.
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Su estructura quimica puede representarse como HO-(CH2-CH2-O-)n-H,
cada vez estd siendo mas usado como biomaterial debido a sus propiedades
fisicoquimicas. Los acrénimos PEG, PEO o POE refieren a un oligdbmero o

polimero de 6xido de etileno, los tres nombres son quimicamente sinénimos.

Figura 4. Estructura quimica polietilenglicol

O To™ o MOt

Fuente: Tecnologia de los plasticos. www.google.com.gt/search?q=tipos+de+extraccion&ei
=tDRAVfnbGcqMNubcglgJ#g=polietilenglicol. [Consulta: 10 de noviembre de 2013].

El polietilenglicol se produce por la interaccion del éxido de etileno con agua,
etilenglicol u oligbmeros de etilenglicol. La reaccion estd catalizada por
catalizadores 4cidos o basicos, se prefiere partir de etilenglicol o sus oligbmeros
que del agua, ya que esto permite obtener polimeros de baja polidispersion. La

longitud de la cadena de polimero depende de la proporcién de reactantes.

Figura 5. Reaccion produccién polietilenglicol

n{ H,C CH,) * HO-CH;CHyOH — = HO{CH5-CH,-Oj;H

Oxido de etileno etilenglicol PEG

Fuente: Tecnologia de los plasticos. www.google.com.gt/search?q=tipos+de+extraccion&ei
=tDRAVfnbGcgMNubcglgJ#qg=polietilenglicol. [Consulta: 10 de noviembre de 2013].
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Dependiendo del tipo de catalizador, el mecanismo de polimerizacion
puede ser catibnico o anionico. Es preferible el mecanismo aniénico porque
conduce a la obtencion de PEG con menor polidispersidad. La polimerizacién
de oxido de etileno es un proceso exotérmico. El polietilenglicol de alto peso

molecular se sintetiza por polimerizacién en suspension.

2.5.11.2. Polietilenglicol como disolvente

El PEG es soluble en agua, por lo que la mayoria de sus aplicaciones se
dan en disoluciones acuosas, siendo mayor esta solubilidad a mayor peso

molecular del PEG.

El PEG puede ser recuperado y reciclado de la disolucion por extracciéon o
destilacién directa.

2.6. Sales inorganicas

Las sales son compuestos i6nicos heterodiatomicos y heteropoliatbmicos
(hasta 5 iones) que resultan de la reaccion de neutralizacién y metatesis entre

sustancias de propiedades acido-basicas opuestas.

Las sales resultan de la neutralizacion entre un &cido y una base, un acido
y un metal, un 6xido acido y uno basico, un hidréxido y un metal, una base y un

oxido o una sal y una sal; en todos los casos se produce sal y agua.
Las sales fundidas o en solucion se disocian en iones; en estas, la base

proporciona el catién y el acido aporta el anion; un ejemplo es la sal de cocina
NacCl.
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Cuando una cantidad conocida de atomos de hidrogenos de un &cido es
reemplazada por igual cantidad de atomos de un metal, se obtiene una sal.

2.7. Intercambio i6nico

El intercambio i6nico es una interaccién de iones entre dos electrolitos o
entre una disolucion de electrolitos y un compuesto de coordinacion o ion
completo. En la mayoria de los casos se utiliza el término para referirse a
procesos de purificaciéon, separacién y descontaminacion de disoluciones que
contienen dichos iones, empleando para ello sélidos poliméricos o minerales

dentro de dispositivos llamados intercambiadores de iones.

Los intercambiadores de iones suelen contener resinas de intercambio
i6nico (porosas o en forma de gel), zeolitas, arcilla y humus del suelo. Los
intercambiadores de iones pueden ser intercambiadores de cationes, para iones
cargados positivamente (cationes), o intercambiadores de aniones para iones

con carga negativa (aniones).

2.7.1. Resina de intercambio i6nico

Son perlas de plastico mintsculas, con un didmetro de aproximadamente
0,6 mm. Estas esferulitas son porosas y contienen agua, que es invisible y no
se puede retirar, la cual se expresa como retencion de humedad. La estructura
de la resina es un polimero (como todos los plasticos) en el cual un ion fijo ha
sido inmovilizado de manera permanente. Este ion no se puede quitar o
reemplazar porque pertenece a la estructura de la resina. Para mantener la
neutralidad eléctrica de la resina, cada uno de estos iones fijos esta
neutralizado por un ion de carga opuesta, el cual es movil y puede entrar o salir

de la resina.
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La figura 6 representa esquematicamente las perlas de resinas
intercambiadoras de cationes y de aniones. En la figura, las lineas oscuras
representan el esqueleto polimérico de la resina que es poroso y contiene agua.
Los iones fijos de la resina intercambiadora de cationes son sulfonatos (SO3-)
atados al esqueleto y los iones moviles son cationes sodio (Na+). Las resinas
intercambiadoras de cationes, por ejemplo la Amberlite 1 000, son muchas

veces suministradas en la forma soédica.

Figura 6. Representacion esquematica de resinas intercambiadoras de
cationes y de aniones

Fuente: DARDEL, Francois. Intercambio iénico. p. 127.

Cada ion que entra en la resina produce la salida de otro ion de misma
carga, para mantener la neutralidad eléctrica, eso es lo que se llama
intercambio i6nico. Solo iones de la misma carga se pueden cambiar, no es
posible fabricar una resina que pueda intercambiar simultaneamente cationes y
aniones, porque los cationes fijos dentro de la resina neutralizarian los aniones

fijos y ningun intercambio seria posible.
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Las resinas de intercambio i6nico son particularmente adecuadas para la

eliminacion de impurezas por varias razones:

o Poseen una alta capacidad para los iones que se encuentran en bajas

concentraciones.

o Son estables y se regeneran facilmente, los efectos de la temperatura

son en su mayoria insignificantes.

Las resinas cationicas fuertes se forman tratando a las esferas con acido
sulfdrico concentrado (un proceso conocido como sulfonacion), para formar
grupos sulfénico- acidos permanentes de carga negativa a través de las
esferas. Los sitios de intercambio formados de esta manera se encuentran
ubicados a través de la esfera. EI proceso de intercambio iGnico no es un
fendmeno de superficie, mas del 99 % de la capacidad de un material de

intercambio idnico se encuentra en el interior de la esfera.

Los requisitos basicos de los materiales de las esferas de intercambio
ibnico son la insolubilidad, el tamafio de la esfera y su resistencia a las
fracturas. La resina debera ser insoluble bajo condiciones normales de
funcionamiento, deberd tener dimensiones uniformes con un tamafio normal
que varia entre 16 y 50 US Mesh (tamafio estadounidense de malla), ademas,
el hinchamiento y contraccién de la esfera de resina durante el agotamiento y la
regeneracion no deberdn causar que revienten las esferas. Asimismo, una
propiedad importante de las resinas de intercambio i6nico es que el sitio activo

se encuentra permanentemente ligado a la esfera.

Las resinas de intercambio i6nico pueden ser fabricadas en una de dos

estructuras fisicas: gelatinosa o macroporosa.
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Las resinas gelatinosas son polimeros homogéneos entrecruzados y son
las resinas mas comunmente disponibles, estas tienen sitios de intercambio

distribuidos de forma pareja a través de la esfera.

Las resinas macro porosas fueron introducidas comercialmente en 1959 y
estan hechas con grandes poros que permiten el acceso a sitios interiores de
intercambio. También se conocen como resinas macroreticulares o de poros
fijos. Son fabricadas a través de un proceso que deja una red de vias a través
de la esfera, esta estructura con apariencia esponjosa permite que la porcién
activa de la esfera contenga un nivel elevado de entrecruzamiento de DVB
(divinilbenzeno) sin afectar la cinética del intercambio. Desafortunadamente,
también significa que la resina tiene una menor capacidad porque las esferas
contienen menos sitios de intercambio ya que los poros pueden ocupar entre 10
% y 30 % del polimero.

2.7.1.1. Selectividad de resinas

La selectividad o afinidad de resinas de intercambio i6nico es influida por
las propiedades de la esfera, los iones intercambiados y la solucion en la cual

estan presentes los iones.

El agua es un componente esencial en las resinas de intercambio i6nico,
por ejemplo, las resinas cationicas de acido fuerte contienen mas o menos 50 %
de humedad. La cantidad de entrecruzamiento de la esfera tiene un impacto
sobre el contenido de humedad de la esfera y, por su parte, el contenido de
humedad tiene un impacto sobre la selectividad. Una esfera con un alto
contenido de humedad tiene alta porosidad y los grupos activos se encuentran

mas separados uno del otro.
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2.7.1.2. Cinética de resinas

La tasa de intercambio, o cinética, de las reacciones de intercambio ionico
es gobernada por varios factores. La solucion que esta siendo tratada, ya que al
aumentar la concentracion se puede acelerar la velocidad de la reaccion. La
cantidad de entrecruzamiento de DVB en la esfera determina la porosidad de la

esfera y la movilidad i6nica dentro de la esfera.

El tamafio de los iones que estan siendo intercambiados también influye
en la velocidad cinética y depende un poco del tamafio de los poros en la
estructura de la resina. Las esferas mas pequefias presentan una via de

difusidbn mas corta hacia los sitios activos en su parte interior.

La resina tiene una mayor afinidad hacia los iones de mayor valencia, por

lo que la predominancia de estos puede causar una mayor tasa de reaccion.

Otros elementos que influyen incluyen la temperatura, la forma iénica y la
fortaleza de los sitios de intercambio. Una mayor temperatura puede acelerar
las reacciones quimicas. La reaccién de intercambio es un proceso de difusion,
por lo que la tasa de difusion en el sitio de intercambio i6nico tiene algun efecto;
ademas, la fortaleza del sitio de intercambio, ya sea fuerte o débilmente acido o
bésico, afecta la tasa de reaccion.

2.7.2. Cromatografia
La cromatografia es un método fisico de separacion para la

caracterizacion de mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las

ramas de la ciencia.
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Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva,
cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo
identificar y determinar las cantidades de dichos componentes. Diferencias
sutiles en el coeficiente de particion de los compuestos da como resultado una
retencion diferencial sobre la fase estacionaria y, por tanto, una separacion
efectiva en funcion de los tiempos de retencion de cada componente de la

mezcla.

2.7.2.1.  Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio i6nico (cromatografia ionica) es un
proceso que permite la separacion de iones y moléculas polares, basada en las
propiedades de carga de las moléculas. Puede ser usada en casi cualquier tipo
de molécula cargada, incluyendo grandes proteinas, pequefios nucleétidos y
aminodcidos. La solucion que se inyecta es usualmente llamada muestra y los
componentes separados individualmente son llamados analitos. Es usada a

menudo en purificacién de proteinas, andlisis de agua o control de calidad.

La fase estacionaria (resina de intercambio) muestra en la superficie
grupos funcionales idnicos que interactian con iones de carga opuesta. Este
tipo de cromatografia se subdivide a su vez en la cromatografia de intercambio

catiénico y cromatografia de intercambio aniénico.

La cromatografia de intercambio cationico retiene cationes debido a que la
fase estacionaria muestra un grupo funcional cargado negativamente (SOS3-,
CO2-). Las resinas cuyo grupo funcional activo es un sulfonato (SO3-) se
consideran resinas intercambiadoras acidas fuertes, mientras que aquellas
cuyo grupo funcional activo es un ion carboxilato (CO2-) se consideran resinas

acidas debiles:
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R-A-H++ M++ B-<--> R-A-M++ H++ B

La cromatografia de intercambio de aniones retiene aniones usando
grupos funcionales cargados positivamente, como un cation de amonio

cuaternario.

(R4N+),R4-N+L-+ M++ B-<--> R4-N+B-+ L-+ M+

2.7.2.2. Cromatografia en columna

Es el método mas utilizado para la separacion de compuestos organicos a
escala preparativa. La fase estacionaria se deposita en el interior de una
columna de vidrio que termina con una placa porosa que impide su paso y en
un estrechamiento con una llave. La mezcla se deposita sobre la parte superior
de la fase estacionaria mientras que la fase movil atraviesa el sistema. Los
compuestos van saliendo por separado de la columna y se recogen en
fracciones, los mas polares quedan mas retenidos y, para que salgan,
generalmente hace falta aumentar la polaridad del disolvente. EIl tiempo

necesario para eluir un compuesto de la columna se llama tiempo de retencién.

Las variables que mas influyen en la eficacia de la separaciéon en

cromatografia son las siguientes:

o Didmetro de la columna y cantidad de absorbente: la altura del
adsorbente esta relacionada con la diferencia de Rf de los componentes
de la mezcla, el diametro de la columna con la cantidad de producto a

separar.
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o Eleccion del disolvente: el disolvente tiene que conducir a una buena
separacion de los componentes de la mezcla, utilizandose en muchos

casos mezclas de disolventes y realizandose una elucion en gradiente.

2.7.2.3. Separacién de proteinas, enzimas

Las proteinas tienen numerosos grupos funcionales que tienen cargas
positivas y negativas. La cromatografia de intercambio iénico separa las
proteinas de acuerdo a su carga neta, la cual depende la composicion de la
fase mévil. Ajustando el pH o la concentracidn de iones de la fase movil, varias
moléculas de proteina pueden ser separadas. Por ejemplo, si la proteina tiene
una carga positiva con un pH de 7, entonces puede unirse a una columna
cargada negativamente, mientras que una proteina con carga negativa no lo
podria hacer; también podria eliminarse cambiando el pH para que la carga

neta de la proteina sea negativa.

La elucién puede realizarse de dos formas diferentes. La mas usual
consiste en aumentar progresivamente la concentracion de un contraion, a
modo de desplazar el equilibrio de unidon de la macromolécula hacia la forma
libre. El contraion es normalmente una sal (NaCl, KCI, entre otros) disuelta en el
eluente. El cambio de la fuerza idnica en la fase movil tiene un efecto mas
sutil, trabaja con iones de la fase movil interactuando con los iones
inmovilizados, de preferencia sobre estos, en la fase estacionaria. Estos

escudos de la fase estacionaria de la proteina permiten a la proteina eluirse.
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Figura 7.

Cromatografia de intercambio iénico

Cargado de la columna
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Figura g

Fuente: Universidad Nacional del Rosari

Métodos cromatograficos.

0. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas.
http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/6799/

modresource/ Content/O/separaciondebiomoleculas.pdf. [Consulta: 18 de febrero de

2015].
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Localizacion

Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), seccién
Quimica Industrial, Centro de Investigaciones de Ingenieria (CII), Universidad

de San Carlos de Guatemala (campus central).

Estudios realizados: variacion térmica y de pH en abomasos bovinos para

obtencion de quimosina.
3.2. Variables
Representa todo aquello que varia 0 que esta sujeto a algun tipo de

cambio, se trata de algo que se caracteriza por

ser inestable, inconstante y mudable.

Tablal. Variables independientes
Operacién Descripcién Instrumentos de medicién
Variacion de )
Temperatura Termometro

temperatura

Variacion de pH a y

pH Potenciometro
temperatura constante
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Continuacion de la tabla I.

Tiempo de Maceracion Tiempo (2 .
y Reloj
extraccion horas)
o Revoluciones por i
Agitacion ) Reostato
minuto (RPM) 600

e  Extraccion sélido-liquido

Etapas de ) o

» Ciclos e Extraccion liquido-liquido

extraccién

e Cromatografia de columna
1. Elucién de la columna empleando una

solucién salina con NaCl a 18 % en peso de
la solucién mezclada para eliminacién de

Etapas de y residuos de PEG y pepsina.

y Separacion
elucion
2. Re-elucion de la resina con fosfato disddico
0,05 M a pH 5,8 con NaCl 2 M para
recuperar la quimosina de la resina.
Solucién salina Concentracién % g/mL
Fuente: elaboracion propia.
Tablall. Variables dependientes
Operacién Descripcién

Coagulacién en funcion del tiempo y cantidad de leche utilizada (s

Y

Fuerza de cuaje

indice de refraccion indice de refraccion de quimosina bovina

Fuente: elaboracion propia.
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3.2.1. Variable de respuesta

La variable de respuesta para cada tratamiento fue la obtencion del
rendimiento extractivo o fuerza de cuaje de quimosina bovina en funcion de la

variacion de pH y temperatura.

3.3. Delimitacion del campo de estudio

La investigacion es de caracter cuantitativo-experimental-comparativo en
donde se evalud, a nivel laboratorio, el rendimiento extractivo, contenido en el
abomaso, realizando una caracterizacion fisicoquimica de la enzima extraida,

determinando el pH y la temperatura 6ptima de extraccion.

3.4. Obtencion de la materia prima

La materia prima, abomaso bovino, es el cuarto estbmago de la vaca y es
vendido en los mercados cantonales en puestos de cholojeria a un precio de
aproximadamente Q 15,00. El abomaso tiene un peso aproximado de 2,5 libras,
gue incluye grasa, restos de otros estdmagos, recto, materia fecal y otros
contaminantes. Al limpiar y descartar los restos no utiles, se deja Unicamente la
membrana interna, la cual contiene las enzimas de interés. Se obtienen
aproximadamente 1,2 libras de membrana, con lo cual se puede llegar a

obtener 400 ml de quimosina.

3.5. Recurso humano disponible

o Investigador: Vivian Maria Cano Salazar.
o Asesor: ingeniera quimica Telma Maricela Cano Morales, directora

Centro de Investigaciones de Ingenieria/lUSAC.
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o Asesor: ingeniero quimico Mario José Mérida Meré, coordinador del
Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE), seccion
Quimica Industrial, Centro de Investigaciones de Ingenieria/ USAC.

3.6. Recursos materiales

Es la materia prima, materiales auxiliares, cristaleria, reactivos y equipos
utilizados en el desarrollo adecuado de la parte experimental del proyecto de
investigacién, a continuacion se presenta el detalle de los mismos.

3.6.1. Equipo

A continuacion se presenta todo el equipo utilizado en este trabajo de

graduacion.
3.6.1.1. Instrumentos de medicion
o Balanza digital
. Termoémetros de mercurio o de alcohol
. Potenciémetro
. Refractometro Fisher Scientificde 60 Hz

J Beakers de 100, 250, 600 mL

o Pipetas volumétricas de 5, 10, 25y 50 mL

o Probetas de 10, 50, 100, 250 y 500 mL respectivamente
o Erlenmeyers de 150, 250 mL

° Picndmetro 1mL
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3.6.1.2. Equipo auxiliar

Compresor, 100CFM, 100 PSIA
Centrifuga
Plancha de calentamiento con agitacion

Columna de intercambio iénico

3.6.1.3. Otros materiales

Varillas de agitacion
Soporte universal
Pinzas para soporte

Ampollas de decantacion

3.6.2. Equipo de proteccién personal

Guantes
Bata

Mascatrillas

3.6.3. Reactivos

Polietilenglicol (PEG) 400, Distribuidora del Caribe.

Sal inorganica (sulfato de sodio anhidrido) grado industrial, Distribuidora
del Caribe.

Resina cationica de &cido fuerte destinada a aplicaciones de suavizado
de agua, marca Durolite.

NaCl grado industrial, Distribuidora del Caribe.

Fosfato diacido de sodio, Distribuidora del Caribe.
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Acido sulfarico 1 M, Distribuidora del Caribe.

3.6.4. Técnica cuantitativa o cualitativa

Medicién de densidades (g/mL)

Medicion del indice de refraccion (adimensional)

Monitoreo de variacion de pH de extraccién (2, 3, 4)

Monitoreo de variacion térmica de extraccion (25 °C, 35 °C, 45 °C)

Fuerza de cuajo (s™)

3.6.5. Metodologia experimental

Descripcion del procedimiento de extraccion de quimosina bovina para la
produccién de cuajo, sometida a variacion térmica y de pH

o Se limpia el abomaso a mano, con un lienzo humedo o bien
sumergiéndolo en agua para eliminar, si tuviera en su interior,

pasto digerido.

o Licuado de los cuajos: en este proceso los estbmagos se muelen
en un medio liquido adecuado (agua desionizada), para romper la
membrana del cuajo. La solucién acuosa resultante contiene
guimosina producida de forma natural, pepsina y otros
contaminantes.

o Filtrado de los restos celulares licuados.

o A la solucion del paso anterior se realiza una variacion de pH.
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La solucion del paso anterior se coloca en maceracion dinadmica
durante dos horas con solucién salina. Se le agregan cantidades
efectivas de polietilenglicol (PEG 400) a 8 % en peso con respecto
al volumen y de una sal inorganica (sulfato disédico anhidro a 11

% respecto al volumen), para formar el sistema de dos fases.

La solucion resultante se deja reposar hasta que se separa en dos
fases, una de polietilenglicol rica en quimosina y pepsina, y otra

salina pobre en enzimas y rica en residuos enziméaticos inactivos.

Luego, la fase de polietilenglicol rica en quimosina y pepsina se

recupera mediante técnicas convencionales (centrifugado).

La fase de polietilenglicol se pone en contacto con una resina de
intercambio i6nico, manteniendo o ajustando el pH de tal forma

gue la quimosina se una a la resina.

Tras el contacto inicial, la resina se lava con una solucién de NacCl,
preferentemente bajo condiciones que no eliminen la quimosina de
la resina pero que si eliminen el polietilenglicol y la pepsina

residuales.
A continuacién, la quimosina se eluye de la columna empleando
una solucion salina con NaCl a 18 % en peso de la solucion

mezclada, para eliminar los de residuos de PEG y pepsina.

Re-eluciéon de la resina con fosfato disédico 0,05 M a pH 5,8 con

NaCl 2 M para recuperar la quimosina de la resina.
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o Descripcidn del procedimiento de medicion del indice de refraccion

o Se limpia el prisma de Nicol con etanol y agua desmineralizada.

o Se agregan 2 gotas de la enzima extraida al prisma, utilizando una
micropipeta.

o Utilizando el interruptor del lado izquierdo se enciende la lampara

y se ajusta para asegurar el brillo adecuado en el prisma de

medicion.

o Se observa por el ocular y se gira la perilla de compensacion de
color hasta que aparece una linea clara y definida en el campo de

vision.

o Se gira la perilla de medicion alineando la linea delimitadora con

las lineas de interseccion (ajustando claro y oscuro al centro).

o Se mueve el interruptor de la parte inferior izquierda y se lee en la
escala superior el indice de refraccion. La operacion se repite en

funcion del pH y de la temperatura.

o Se registra el indice de refraccion.

3.7. Recoleccion y ordenamiento de la informacion para la obtencion

de la fuerza de cuaje

En el presente estudio de investigacion, se recolectaron, ordenaron y

procesaron los datos obtenidos del rendimiento, llamado también fuerza de
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cuaje, de la produccién de cuajo de la enzima quimosina extraida y de la
enzima pepsina, que es un subproducto del proceso. Para ambas enzimas se

utilizaron las ecuaciones que se presentan a continuacion:
Ecuacion numero 1.
Rendimiento de quimosina para la obtencion de cuajo (fuerza de cuaje)

10 000 * 24
B N

Donde:
F = fuerza de cuaje (s™)

N = cantidad de tiempo, en segundos, en formar el cuajo

Esta ecuacién se basa en la experimentacién de un cuajo con una fuerza
1/1 0000, lo cual significa que 1 mL de cuajo, coagula 10 L de leche a 35 °C en
40 minutos.

Ecuacion nimero 2.

Cantidad de cuajo en mililitros, por cada 100 litros de leche

_L*35*40
Fx«xTxM

Donde:
C = cantidad de cuajo (mL cuajo / 100 mL leche)
L = cantidad de leche (mL)
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F = fuerza de cuajo (s™)
T = temperatura (°C)

M = tiempo que toma en cuajar (min)

3.8. Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis utilizando el software Minitab 16. Los andlisis
estadisticos realizados se basaron en ANOVA de factores descompilados y la
prueba de chi-cuadrado, para la relacion de la diferencia del rendimiento del

extracto de la enzima quimosina para la produccion de cuajo.

Los datos analizados son funcion de las variaciones de pH (2, 3, 4) y de

temperatura (25 °C, 35 °C, 45 °C), para cada una de las corridas realizadas.

Tabla Ill. Andlisis cuantitativo del rendimiento de quimosina (fuerza de
cuaje), con variacion pH (2, 3,4) a 25 °C

Media o ) Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
60,33 5,77
67,67 18,48 11,18
57,00 0

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla IV. Andlisis de varianza del rendimiento de quimosina (fuerza de
cuajo), con variacion de pH (2, 3, 4) a 25°C
Agrupacion )
Grados Promedio
por el Suma de .
pH F de de Probabilidad
método de _ cuadrado
_ libertad cuadrado
Fisher**
2 A
3 A
0,72 2 89 0,526
4 A
Error 6 749 125
Total 8 928

* *|_as medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Figura 8.

Fuente: elaboracion propia.
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Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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TablaV.  Valores tipicos, figura 8

NUumero Rango _
_ _ | Bigot
de T°C pH| Q1 |Mediana| Q3 | intercuarti
es
muestras I

3 2 57 57 63 10 57-67

(corrida - 3 57 57 89 32 57-89

1,2,3) 4 ) ) ) ;

Fuente: elaboracion propia.

Figura 9. Prueba de chi-cuadrado, comparacion de diferencias del
rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje), con variacion de
pH (2, 3,4)a 25 °C

Prueba chi-cuadrada para asociacion

¢&Difieren los perfiles porcentuales? Comentarios
0 005 01 >05 Se puede concluir que NO existen diferencias entre los perfiles
Si i I No porcentuales de resultados en el nivel de significancia de 0.05.

P=0.093
Las diferencias entre los perfies porcentuales de resultados no
son signfficativas (p < 0.05). Usted no puede concluir que
existe una asociacion entre Resuttados y X.

Graf. de perfiles porcentuales

Compare los perfies.
[ T 25°C (co_t
Promedio [ T 25°C (co_2 Diferencia % entre conteo observados y
[ T 25°C (co_3 esperados

[ T 25°C (co_t
PH2 4 [ T 25°C (co_2

T 25°C (co_3
PH2 L

pH3 A

pH3

pH4 4

20% 0% 0%  10%  20%
Positivo: Ocurre con més frecuencia de lo esperado
0%  12% 24%  36%  48% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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Tabla VI. Andlisis cuantitativo del rendimiento de quimosina (fuerza de

cuaje), con variacion de pH (2, 3,4)a35°C

Media o ] Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
57,667 1,1155
64,667 13,279 7,696
57,000 0,000
Fuente: elaboracion propia.
Tabla VIl.  Anélisis de varianza del rendimiento de quimosina (fuerza de
cuaje), con variacién de pH a 35 °C
Agrupacion Grados Promedio .
Sumade Probabilida
pH | por el método | F de delos
_ cuadrado d
de Fisher** libertad cuadrado
2 A
3 A 2 54,1 0,450
0,91 108,2
4 A
Error 6 355,3 59,2
Total 8 463,6

** | as medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 10. Relacion del rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje)
respecto de lavariacion de pHa 35 °C
80 -
754
O 704
g
q:_) 65 4
z PN
60 4
pH2(T35°C) pH3(T35°C) pHA(T35°C)
Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
Tabla VIII. Valores tipicos, figura 10
Nimero
) Rango )
de T°C pH Q1 mediana Q3 _ ) Bigotes
intercuartil
muestras
2 57 57 59 2 57-59
3(corrida
35 57 57 80 23 57-80
1,2,3)
4 57 - -

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 11. Prueba de chi-cuadrado, comparacion de diferencias del
rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje), con variacion
de pH (2,3,4)a35°C

Prueba chi-cuadrada para asociacion

éDifieren los perfiles porcentuales? Comentarios
0 005 0.1 > (IJ.S

) Se puede concluir que NO existen diferencias
s|- I 1) entre los perfiles porcentuales de resultados en el

a
P = 0.550 . P :
nivel de significancia de 0.05.
Las diferencias entre los perfiles porcentuales de resuttados no 9
son significativas (p < 0.05). Usted no puede concluir que

existe una asociacion entre Resultados y X.

Graf. de perfiles porcentuales
Compare los perfiles.
I T 35°C (co_t
Promedio [ T 35°C (co_2 Diferencia % entre conteo observados y
[ T 35°C (co_3 esperados

[ T 35°C(co_1
PH2 4 [ T 35°C (co_2
[ T 35°C (co_3

PH2

pH3

pH3

pH4 4

pH4 33%
33%
33%

0% 5% 0% 5%  10%

Positivo: Ocurre con mas frecuencia de lo esperado
0% 10% 20% 30% 40% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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Tabla IX.

Andlisis cuantitativo del rendimiento de quimosina (fuerza de

cuaje), con variacion pH (2, 3,4)y 45 °C

Media L ) Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
76 32,91
127 121,94
81,24
93,67 63,51
Fuente: elaboracion propia.
Tabla X. Andlisis de varianza del rendimiento de quimosina (fuerza de
cuaje), con variacién de pHa 45 °C
Agrupacién Grados Promedio
Sumade .
pH por el método F de de los Probabilidad
cuadrados
de Fisher** libertad cuadrado
2 A
3 A 4024 2012 0,748
0,30 2
4 A
Error 6 39633 6605
Total 8 43657

** |_.as medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 12. Relacién del rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje)
respecto de lavariacion de pH a 45 °C

250 -

200 A

150

100 / \\Q

o |

Fuerza de Quaje

504

pH2(T45°C) pH3(T45°C) pHA(T45°C)

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.

Tabla XI. Valores tipicos, figura 12

Numero | T pH Q1 mediana | Q3 Rango Bigotes
de °C intercuartil
muestra
3 2 57 57 114 57 57-114
(corrida | 45 3 57 57 267 210 57-267
1,2,3) 4 57 57 167 110 57-167

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13. Prueba de chi-cuadrado, comparacién de diferencias del
rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje), con variacion de
pH (2, 3,4)a45°C

Prueba chi-cuadrada para asociacion

éDifieren los perfiles porcentuales? Comentarios
v o8 ol >03 -- Prueba: Usted puede concluir que existen diferencias
Si No entre los perfiles porcentuales de resultados en el nivel de
P = 0.000 significancia de 0.05.
Las diferencias entre los perfies porcentuales de resultados
son significativas (p < 0.05). Usted puede concluir que existe -- Gréfica de perfiles porcentuales: Utilicese para comparar
una asociacion entre Resultados y X. el perfil de cada valor de pH y el perfil promedio.

-- % Gréfica de diferencias: Busque barras largas para

Graf. de perfiles porcentuales identificar resultados con la mayor diferencia porcentual
Compare los perfiles. entre los conteos observados y esperados.
[ T 45°C (co_1
Promedio [ T 45°C (co_2 Diferencia % entre conteo observados y
[ T 45°C (co_3 esperados

[ T 45°C (co_1
PH2 4 [ T 45°C (co_2
[ T 45°C (co_3

PH2

pH3
pH3
pH4 A
pH4
30%  -15% 0% 15%  30%
Positivo: Ocurre con mas frecuencia de lo esperado
0% 15% 30% 45% 60% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.

50



Tabla XIl.  Andlisis cuantitativo del rendimiento de pepsina (fuerza de

cuaje), con variacion pH (2, 3,4) a 25 °C

Media o ] Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
129,7 104,7
145,3 105,5
107,4
139,7 111,9
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XIlII. Analisis de varianza del rendimiento de pepsina (fuerza de
cuaje), con variacioén de pH (2, 3,4) a 25 °C
Agrupacion :
Grados Promedio .
por el Sumade Probabilida
F de de
pH método de _ cuadrado d
_ libertad cuadrado
Fisher**
2 A
3 A
0,02 2 378 189 0,984
4 A
Error 6 6 922 11538
Total 8 6966
** Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 14. Relacion del rendimiento de pepsina (fuerza de cuajo)

respecto de la variacién de pH (2, 3,4)a25°C
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Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.

Tabla XIV. Valores tipicos, figura 14

Numero ) Rango )
T°C pH| Q1 |mediana| Q3 | | Bigotes
muestras intercuartil
3 2 59 80 250 191 59-250
(corrida oe 3 80 89 267 187 80-267
1,2,3) 4 57 95 267 210 57-267

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 15. Prueba de chi-cuadrado, comparacion de diferencias del
rendimiento de pepsina (fuerza de cuaje), con variacion de
pH (2,3,4)a?25°C

Prueba chi-cuadrada para asociacion: Resultados por pH
Informe de resumen

¢Difieren los perfiles porcentuales? Comentarios
0 005 01 >0.5

. Se puede concluir que NO existen diferencias
S'_ No | entrelos perfiles porcentuales de resultados

P =0.064 . R .
Las diferencias entre los perfiles porcentuales de resultados no en el nivel de significancia de 0.05.
son significativas (p < 0.05). Usted no puede concluir que

existe una asociacion entre Resultados y pH.

Graf. de perfiles porcentuales

Compare los perfiles.
[ T 25°C (co_t
Promedio [ T 25°C (co.2 Diferencia % entre conteo observados y
[@ T 25°C (c0_3 esperados

I T 25°C (co_1
PH2 A [ T 25°C (02
[ T 25°C (03

pH2

pH3 A

pH3
43%

pH4 -

pH4

20% -10% 0%  10%  20%

Positivo: Ocurre con mas frecuencia de lo esperado
0% 12%  24%  36%  48% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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Tabla XV. Andlisis cuantitativo del rendimiento de pepsina (fuerza de

cuaje) con variacion pH (2, 3,4)a 35 °C

Media L ) Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
313,3 312,8
267,3 218,3
233,4
166,3 136,4
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XVI. Andlisis de varianza del rendimiento de pepsina (fuerza de
cuaje), con variacién de pH (2, 3,4)a 35 °C
Agrupacion _
Grados Promedio
por el Sumade .
pH F de de Probabilidad
método de _ cuadrado
_ libertad cuadrado
Fisher**
2 A
3 A 24806 12403
0,23 |2 0,804
4 A
Error 6 28200 5400
Total 8 33006
** Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 16. Relacion de la variaciéon de pH (2, 3, 4) a 35 °C respecto del
rendimiento de pepsina (fuerza de cuaje)
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Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
Tabla XVII. Valores tipicos, figura 16
Numero
) Rango )
de T°C | pH | Q1 | mediana| Q3 | | Bigotes
intercuartil
muestras
3 2 73 200 667 584 73-167
(corrida 35 3 67 235 500 433 67-500
1,2,3) 4 67 157 335 268 67-335

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 17. Prueba de chi-cuadrado, comparacion de diferencias del
rendimiento de pepsina (fuerza de cuaje), con variacion de
pH (2, 3,4)a 35 °C

Prueba chi-cuadrada para asociacion: Resultados por pH

éDifieren los perfiles porcentuales?

Comentarios
0 005 01 >05 -- Prueba: Usted puede concluir que existen diferencias entre los
Si ‘ No perfies porcentuales de resultados en el nivel de significancia de
P = 0.000 0.05.

-- Grafica de perfiles porcentuales: Utiicese para comparar el
perfil de cada valor de pH y el perfil promedio.

-- % Grafica de diferencias: Busque barras largas para identificar
resultados con la mayor diferencia porcentual entre los conteos
observados y esperados.

Las diferencias entre los perfiles porcentuales de resuttados
son significativas (p < 0.05). Usted puede concluir que existe
una asociacion entre Resultados y pH.

Graf. de perfiles porcentuales
Compare los perfiles.
[ T 35°C (co_1
Promedio [ T 35°C (co_2 Diferencia % entre conteo observados y
[ T 35°C (co_3 esperados
[ T 35°C (co_1
pH 2 [ T 35°C (co_2
e [ T 35°C (co_3
pH3
pH3
pH4
pH4
-20% -10% 0% 10% 20%
Positivo: Ocurre con mas frecuencia de lo esperado
0% 12% 24% 36% 48% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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Tabla XVIIl.  Analisis cuantitativo del rendimiento de pepsina (fuerza de
cuaje), con variacion pH (2, 3,4)aT45°C

Media o ] Desviacion estandar
L Desviacion estandar
(s7) agrupada
460,7 467,2
460,7 467,2
412
355,7 269,6

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIX. Andlisis de varianza del rendimiento de pepsina (fuerza de
cuaje), con variaciéon de pH (2, 3,4) a45 °C

Agrupacion .
Grados Promedio N
por el Suma de Probabilida
) F de de los
pH | método de _ cuadrado d
_ libertad cuadrado
Fisher**
2 A
3 A
0,06 2 22050 11025 0,938
4 A
Error 6 1018358 169726
Total 8 1040408
** Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 18. Relacion de la variacion de pH (2, 3, 4) a 45 °C respecto al
rendimiento de pepsina (fuerza de cuaje)
1000
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800 -
.% 700 4
g 600 -
g 500 - - ~
IE & P
400 - \\$
300
200
100 1
pH2(T45°C) pH3(T45°C) pHA(45°C)
Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
Tabla XX. Valores tipicos, figura 18
Numero ) Rango )
T°C pH | Q1 | mediana| Q3 | | Bigotes
muestras intercuartil
3 2 182 200 1000 818 182-1000
(corrida 45 3 182 200 1000 818 182-100
1,2,3) 4 |200 | 200 667 467 200-667

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 19. Prueba de chi-cuadrado, comparacion de diferencias del
rendimiento de pepsina con variacion de pH (2, 3, 4) a45 °C

Prueba chi-cuadrada para asociacion

éDifieren los perfiles porcentuales? Comentarios
0 005 0.1 >0.5 -- Prueba: Usted puede concluir que existen diferencias entre los
Si ‘ No perfiles porcentuales de resultados en el nivel de significancia de
P = 0.000 0.05.

-- Gréfica de perfies porcentuales: Utilicese para comparar el
perfil de cada valor de pH y el perfi promedio.

-- % Grafica de diferencias: Busque barras largas para identificar
resultados con la mayor diferencia porcentual entre los conteos
observados y esperados.

Las diferencias entre los perfiles porcentuales de resultados
son significativas (p < 0.05). Usted puede concluir que existe
una asociacion entre Resultados y pH.

Graf. de perfiles porcentuales

Compare los perfies.
[ T 45°C (co_1
Promedio [ T 45°C (co_2 Diferencia % entre conteo observados y
[ T 45°C (co_3 esperados
[ T 45°C (co_1
pH?2 [ T 45°C (co_2
oH2 [ T 45°C (co_3
pH3
pH3
pH 4
pH 4
34%
34% -20% -10% 0%  10%  20%
Positivo: Ocurre con mas frecuencia de lo esperado
0% 10% 20%  30%  40% Negativo: Ocurre con menos frecuencia de lo esperado

Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
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Tabla XXI.

Andlisis cuantitativo del rendimiento de quimosina (fuerza

de cuaje), a los distintos pH (2, 3, 4) y temperaturas (25 °C,

35 °C, 45 °C)
Media Desviacion estandar Desviacion estandar
(s} agrupada
61,72 10,66
59,87 7,57 40,90
87,83 69,63
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXII. Andlisis de varianza del rendimiento de quimosina (fuerza
de cuaje), a los distintos pH (2, 3, 4) y temperaturas (25 °C,
35 °C, 45 °C)
Agrupacion _
Grados Promedio
por el Sumade .
pH F de de los Probabilidad
método de _ cuadrad
_ libertad cuadrado
Fisher
2 A
3 A 1,32 2 4 400 2200 0,287
4 A
Error 24 40 150 1673
Total 26 44 550
** | as medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 20.

Relacion del rendimiento de quimosina (fuerza de cuaje) a
los distintos pH (2, 3, 4) y temperaturas (25 °C, 35 °C, 45 °C)
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Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
Tabla XXIIl.  Valores tipicos, figura 20
NUumero
_ Rango ]
de T°C | pH Q1 Mediana Q3 _ _ Bigotes
intercuartil
muestra
9 25, | 2 | 57,14 57,14 61,9 4,76 57,14-66,66
(corrida 35, 3 | 57,14 57,14 57,98 0,84 57,14-58,82
1,2,3) 45 4 | 57,14 57,14 90,47 33,33 57,14-114.8

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIV.

Analisis de comparacion cuantitativa del rendimiento de

pepsina (fuerza de cuaje) a los distintos pH (2, 3, 4) vy

temperaturas (25 °C, 35 °C, 45 °C)

Media o ] Desviacion estandar
L Desviacion estandar

(s7) agrupada

138 93,3

59,9 7,6

215,1
425,6 360,7
Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXV. Andlisis de varianza del rendimiento de pepsina (fuerza de
cuaje), a los distintos pH (2, 3, 4) y temperaturas (25 °C, 35
°C, 45 °C)

Agrupacion .
Grados Promedio
por el Sumade .
pH F de de los Probabilidad
meétodo de . cuadrados
. libertad cuadrados
Fisher
2 B
3 B 7,22 2 667873 333937 0,004
4 A
Error 24 1110748 46281
Total 26 1778622

* Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes,

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 21. Relacion del rendimiento de pepsina (fuerza de cuaje)
respecto a los distintos pH (2, 3, 4) y temperaturas (25 °C, 35
°C, 45 °C)
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Fuente: elaboracion propia, con programa Minitab 16.
Tabla XXVI.  Valores tipicos, figura 21
Numero ] Rango ]
T°C | pH Q1 mediana Q3 ) ) Bigotes
muestras intercuartil
57,14-
2 68,57 88,88 258,33 183,76
9 266,66
. 25,
(corrida 3 - 59,88 - - -
35,
1,2,3) 181,81-
45 4 | 190,90 200 833,5 642,59
1000

Fuente: elaboracion propia.
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cuajo, fuerza de cuajo e indice de la refraccion de la quimosina.

4. RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados de la densidad, tiempo de

Tabla XXVII. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de
refraccion de la quimosina extraida utilizando maceracién
dinamica de 2 horas apH 2
Rendimiento ;
) Tiempo total de ) Indice de
T °C | Densidad (g/mL) ) (fuerza de cuaje) »
cuaje (s) 1 refraccion
(s7)
25 | 1,059+/0,001 3 700+/- 866,025 67,720+/-18,821 1,3480+/-0,002
35 | 1,059+/-0,002 4 000+/- 916.515 65,320+/-12,741 1,395 +/-0
45 1,059+/0,001 | 2 200+/-1 352,775 149,200+/104,478 1,349 +/- 0,001
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXVIII. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de
refraccion de la quimosina extraida utilizando maceracion
dinamica de 2 horas apH 3
Rendimiento .
Densidad Tiempo total de ) Indice de
T°C ) (fuerza de cuaje) )
(g/mL) cuaje (s) ( _1) refraccion
S
25 | 1,058+/0,001 4 000+/346,410 60,312+/-5,496 1,3480+/-0,002
35 | 1,060+/-0,001 4 200+/- 0 57,140+/-0 1,395 +/-0
45 1,058+/0,001 4 200+/-0 57,140+/-0 1,349 +/-0,001

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIX.

Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de

refraccion de la quimosina extraida utilizando maceracién

dinamica de 2 horas a pH 4

Rendimiento

Densidad Tiempo total de , indice de
T°C ' (fuerza de cuaje) »
(g/mL) cuaje (s) s refraccion
S
1,3513+/-
25 | 1,057+/-0,001 4200+/-0 57,140+/-0
0,001
35 1,056+/- 0 4 200+/- 0 57,140+/-0 1,395 +/-0
45 | 1,057+/-0,001 4 200+/-0 57,140+/-0 1,349 +/-0
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXX. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de
refraccion de la pepsina acuosa extraida utilizando
maceracion dinamica de 2 horas a pH 2
_ _ Rendimiento .
Densidad Tiempo total de _ Indice de
T°C . (Fuerza de cuaje) »
(g/mL) cuaje (s) s Refraccién
S
25 | 1,059+/-0,001 920+/-34,641 261,106+/-9,618 1,349 +/- 0
25 | 1,060+/-0,002 620+/-351,568 | 467,293+/-217,581 | 1,349 +/-0
45 | 1,050+/-0,002 280+/- 69,282 889+/-192,257 1,348 +/- 0

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXI.  Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de

refraccibn de la pepsina acuosa extraida utilizando

maceracion dinamica de 2 horas a pH 3

) ) Rendimiento .
p Densidad Tiempo total de , Indice de
' (fuerza de cuaje) »
H (g/mL) cuaje (s) s refraccion
S
2 467,293+/-
1,060+/-0,002 620+/-351,568 1,349+/-0

5 217,581
3
. 1,058+/-0,001 1 240+/- 69,282 67,720+/-18,325 | 1,349 +/-0
4
. 1,052+/0,002 3700+/-866,025 193,937+/-10,502 | 1,348+/- 0,001

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXXIl. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de
refraccion de la pepsina extraida utilizando maceracion
dinamica de 2 horas apH 4
_ _ Rendimiento .
Densidad Tiempo total de _ Indice de
pH _ (Fuerza de cuaje) »
(g/mL) cuaje (s) s Refraccién
s
25 | 1,058+/-0,001 | 2 840+/-277,128 85,080+/-8,798 1,349 +/- 0
35 1,055+/-0 3 266+/-230,940 68,680+/-3,498 1,349 +/- 0
45 | 1,054+/-0,003 | 1 240+/- 69,282 193,937+/-10,502 1,349 +/- 0

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIII. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de
refraccién de la quimosina con variacién de NaCl (salting

out) utilizando maceracion dinamica de 2 horas a pH 2 a

25 °C
. Rendimiento o
. Tiempo total . Indice de
Densidad (g/mL) . (fuerza de cuaje) .
de cuaje (s) 1 refraccion
(s™)
300+/-
1,055+/- 0,001 700+/-173,203 1.345+/-0,001
57,735
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXXIV. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo e indice de

refraccion de la pepsina con variacion de NaCl (salting
out) utilizando maceracion dinamica de 2 horasa pH2a
25°C

. Rendimiento .
_ Tiempo total _ Indice de
Densidad (g/mL) (fuerza de cuaje)

de cuaje (s) s refraccién
s

1,055+/- 0,001 | 240+/- 60,000 | 1 044,333+/-264,412 1,345+/- 0,001

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXV. Densidades, tiempo de cuajo, fuerza de cuajo del cuajo
comercial

Rendimiento

Densidad (g/mL) Tiempo total de cuaje (s) (fuerza de cuaje) ( s™)

1,080+/-0 118,833+/-2,886 2028,666+/-49,652

Fuente: elaboracion propia.

Figura 22. Fuerza de cuajo de la quimosina en funcién del tiempo de

coagulaciéon a pH 2 y temperaturas (25 °C, 35 °C y 45 °C)
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXXVI. Correlacion y coeficientes, figura 22
Color Descripcién Modelo matemaético R”
. fuerza de cuajo ;uersus tiempo 25 fuerza de cuaje =0,0212x+146,01 1
C
E fuerza de cuajo versus tiempo 35 °C | fuerza de cuaje =0,0193x+137,78 0,99
__l fuerza de cuajo versus tiempo 45 °C fuerza de cuaje =- 0,00397x+150 1

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 23.

Fuerza de cuajo de la pepsina en funcion del tiempo de
coagulaciéon a pH 2 y temperatura (25 °C, 35 °C y 45 °C)
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXXVII. Correlacion y coeficientes, figura 23
Color Descripcion Modelo matemético R’
. fuerza de Cua]g Zérsus tiempo 2 fuerza de cuaje =2,775x+1666 1
E fuerza de cuajo c}7(6:’7‘5115 tiempo 35 fuerzadecuaje =1100,3e0%0% 0,99
_‘ fuerza de cuajo versus tiempo 45 fuerza de cuaje =0,2777x+516,5 1

°C

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 24. Fuerza de cuajo de la quimosina en funciéon del tiempo de

coagulaciéon a pH 3y temperaturas (25 °C, 35 °C, 45 °C)
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXXVIII. Temperatura, correlacion y coeficiente, figura 24
Color Descripcion Modelo matematico R’
B fuerza de cuajo i HemPpo 23 | fierza decuaje = —0,0159x 123,78 | 1

E fuerza de cuajo versus tiempo 35
°C

_| fuerza de cuajo versus tiempo 45
°C

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 25. Fuerza de cuajo de la pepsina en funciéon del tiempo de

coagulaciéon a pH 3 y diferentes temperaturas (25 °C, 35 °C,

45 °C)
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXXIX. Temperatura, correlaciéon y coeficiente, figura 25
Col L " 2
or Descripcién Modelo matematico R
. fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = 1
25°C -0,0212x+146,01
E fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = 0.9811
35°C -0,0523x+276,09 '
_‘ fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = 2
45 °C -0,1516x+381,9

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 26. Fuerza de cuajo de la quimosina a pH 4 en funcion del

tiempo de coagulacion diferentes temperaturas (25 °C, 35 °C,
45 °C)
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XL.  Temperatura, correlacion y coeficiente, figura 26 diferentes

Color Descripcién

fuerza de cuajo versus tiempo
25°C

fuerza de cuajo versus tiempo
35°C

_| fuerza de cuajo versus tiempo
45 °C

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 27.

Fuerza de cuajo de la pepsina a pH 4 en funcion del tiempo
de coagulacion de diferentes temperaturas (25 °C, 35 °C, 45
OC)
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XLI. Temperatura, correlacion y coeficiente, figura 27
Color Descripcién Modelo matematico R?
. fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = - 1
25°C 0,0317x+175,25
E fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = - 1
35°C 0,0152x+121,2
_‘ fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = 1
45 °C -0,1516x+381,9

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 28. Fuerza de cuajo de la quimosina en funcién del tiempo de

coagulacién con variacién de NaCl (salting out) a pH 2
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XLII. Fuerza de cuajo, correlacion y coeficiente, figura 28
Color Descripcion Modelo matematico R?
. fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje 1
Quimosina = —1,6667x+ 1300
E fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje 1
Pepsina =1,6851x?-913,31+12130

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 29. Fuerza de cuajo de las distintas variedades de quimosina
(natural, salting out, comercial) en funcion del tiempo de

coagulacion
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Fuente: elaboracion propia.
Tabla XLIII. Fuerza de cuajo, correlacion y coeficiente, figura 29
Col L L. s
or Descripcién Modelo matematico R
. fuerza de cuajo versus tiempo fuerzadecuaje = 1
Quimosina - 4E-05x°-0,2328x+447,63
= fuerza de cuajo versus tiempo | ¢\ o o caje =-1,6667x+1300 | 1
Quimosina salting out
] fuerza de cuajo versus tiempo | ¢ o 4o cuaje =-0,17,2x+4062 | 1
Cuajo commercial

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 30. Fuerza de cuajo de las distintas variedades de pepsina
(natural, salting out, comercial) en funcién del tiempo de

coagulacion
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Fuente: elaboracion propia.

Tabla XLIV. Fuerza de cuajo, correlacion y coeficiente, figura 30

Color Descripcién Modelo matematico R?
. fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje = 1
Pepsina —2,775x + 1666
E fuerza de cuajo versus tiempo fuerza de cuaje -3,333x+1800 1
Pepsina salting out
_ fuerza de cuajo versus tiempo | ¢ 0 4o cuaje =-0,172x+4062 | 1
Cuajo comercial

Fuente: elaboracion propia.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo de investigacion a nivel de tesis, se evalu6 el
rendimiento o fuerza de cuajo a partir de la obtencidon y caracterizacion
fisicoquimica de la quimosina bovina cuyo codigo es E.C.3.4.23.4, extraida del
abomaso de la vaca. La extraccion se llevd a cabo con variaciones de pH y
temperatura, a escala laboratorio. Asimismo, se evalud el rendimiento de la
pepsina, la cual es una enzima obtenida como subproducto del proceso para la
obtencion de quimosina. Dicha enzima tiene la misma finalidad que la
quimosina, variando la cantidad presente en el abomaso segun la edad del
animal, a mayor edad la presencia de pepsina es mayor que la de quimosina.
Dada su utilidad, se llevé a cabo el estudio para esta enzima, de la misma

manera que para la quimosina.

La materia prima, abomaso bovino, es el cuarto estomago de la vaca, se
obtienen aproximadamente 1,2 libras de membrana por cada estdmago de
vaca, con lo cual se puede llegar a obtener 400 mL de quimosina y pepsina

respectivamente; teniendo un rendimiento porcentual de 66 %.

Dado que se realizaron pruebas preliminares, se observo que la cantidad
de polietilenglicol utilizado para la separacion de la enzima puede ser del 20 %
en peso, generalmente se necesita menos del 15 % con el polietilenglicol
apropiado. Esto influye en el costo, por lo que se puede utilizar polietilenglicol
de alto peso molecular, por ejemplo PEG 800 el cual tiene alto costo; o se
puede utilizar uno de menor peso molecular (PEG 400) y utilizar una mayor

cantidad del mismo. Por otra parte, la concentracion de sal inorganica minima
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depende de la concentracidon de la sal necesaria para formar un sistema de dos
fases con el polietilenglicol.

Al haber obtenido la enzima, se eluyd de la columna empleando una
solucién salina de NaCl al 18 % para eliminacién de residuos de PEG y
pepsina.Debido a que el polietilenglicol no estda cargado bajo estas

condiciones, pasa a través de la resina.

En estas condiciones, la pepsina tampoco se une a la resina de
intercambio i6nico y pasa a través de ella, por lo tanto, este paso provoca la
purificacion de la quimosina no solo del polietilenglicol sino también de la

pepsina.

La columna de intercambio i6nico fue disefiada basada en la tesis
Evaluacion del uso de una resina de adsorcion comercial en el proceso de

refinacion de biodiesel producido a partir del aceite de jatropha.

El tiempo requerido para la extraccion de la quimosina en la fase de
polietilenglicol es generalmente tan bajo que no es un factor significativo en el
disefio del procedimiento. Este proceso es, en consecuencia, muy eficiente y
econdémico en cuanto a manipulacion; por lo tanto, y puede incrementarse

facilmente el volumen para su producciéon comercial.

A los dos extractos se les determiné la densidad experimental,
obteniéndose, en promedio, 1,058 g/mL tanto para la quimosina como para la
pepsina. Segun el articulo The Chesse maker, Welcoren Rennet, la densidad
tedrica es desde 1 g/mL hasta 1,14 g/mL, siendo, por lo tanto, aceptable el

valor experimental obtenido. En las mediciones del indice de refraccion se
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obtuvo un promedio de 1,345, siendo también un valor aceptable segun Food

Biochemistry and food processing.

Asimismo, se calculd el rendimiento de la quimosina por medio de la
fuerza de cuajo, que representa la cantidad de centimetros cubicos cuajados en
un intervalo de tiempo (en segundos), por cada centimetro cubico de enzima
agregada a determinada cantidad de leche, a 35 °C; esto se calcul6 a partir de

la ecuacién nimero uno, seccion 3.7.

Las tablas de la XXVII-XXXIIl contienen datos tabulados donde se
observa la fuerza de cuajo. En el caso de la quimosina, la mayor fuerza se
obtuvo a pH 2 y temperatura de 45 °C, con 149 mL de leche cuajada por cada
mililitro de extracto de enzima agregado, en un periodo de 2 200 segundos.
Bajo las mismas condiciones, pH 2 y temperatura de 45 °C, la pepsina obtuvo
una fuerza de cuajo mayor, con 889 mL de leche cuajada por cada mililitro de
enzima agregada en un periodo de 280 segundos. Los tiempos de formacion
de cuajo y la fuerza de cuajo, al utilizar extracto de quimosina, denotaron poco
cambio al realizar variacion de pH y temperatura; mientras que la pepsina tomo
tiempos menores al aumentar temperatura y bajar pH por lo que se obtuvo

mayor fuerza de cuajo.

Por medio del andlisis de variacién de factores descompilados y la prueba
de chi-cuadrado, se comprob6 estadisticamente que en el caso de la
guimosina no existe diferencia significativa en el rendimiento del extracto al
realizar variacion de pH y temperatura. Asimismo, se comprobd que con la
pepsina si existe diferencia significativa en la fuerza de cuajo al hacer

variaciones de pH y temperatura.
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Estos resultados, donde la pepsina tiene mayor fuerza de cuajo que la
guimosina, estan relacionadas a la literatura, The industrial Enzimology, ya que
en el abomaso de animales adultos, la enzima contenida en mayor cantidad es
la pepsina, alcanzando hasta un 90 %, mientras que la quimosina tiene una

presencia de 10 %.

Asimismo, el mayor rendimiento se llevo a cabo en la temperatura mas
alta (45°C) y pH mas bajo (pH 2), esto se debe porque a mayor temperatura,
aumenta la reaccién enzimatica, como en la mayoria de las reacciones
quimicas, Yy si el pH es menor, el coeficiente de reparto es mas elevado,
teniendo una mayor selectividad para la separacion de las enzimas, acorde a

Food biochemistry and food processing

De este modo, es aceptado el resultado experimental ya que concuerda
con la parte tedrica, teniendo ademas una base estadistica que lo comprueba.
Por lo tanto, para la quimosina, la hipétesis nula queda como verdadera. Esta
sugeria que no existe diferencia significativa en el rendimiento (fuerza de cuaje)
de quimosina extraida, en la produccién de cuajo a partir de variacion térmica

y de pH.

Sin embargo, dado que la quimosina no es la Unica capaz de producir
cuajo y que el proceso da como subproducto la pepsina, se tomaron en cuenta
las fuerzas de cuajo de esta enzima, dando como resultado la aceptacion de la
hipétesis alternativa. Esta indica que si existe diferencia significativa en el
rendimiento (fuerza de cuaje) de pepsina extraida para la produccion de cuajo
a partir de variacion térmica y de pH. Esta ultima hipétesis solamente se

comprobé con fines informativos, dado que la enzima de interés es la quimosina
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También se realizé una prueba variando la concentracion de sal en la
etapa de elucion (aumentando NaCl a 23 % salting in-saltin out), en la cual se
pudo observar que el tiempo tomado para formar el cuajo es considerablemente
menor, obteniendo una fuerza de cuajo mayor, en promedio 1 044 mL de cuajo
por cada mililitro de extracto de la enzima en un periodo de 240 segundos. Esto
es debido a que las proteinas son menos solubles a altas concentraciones de
sal, por lo que, al aumentar la concentracion, la fuerza de cuajo aumentd, esto

llevo a cabo a pH 2 y temperatura de 25 °C.

Al momento de comparar la fuerza de cuajo de las enzimas extraidas y la
del cuajo comercial, se observdé una gran diferencia en dicha fuerza, la cual
puede entenderse mejor con los datos de las tablas XXXIIl y XIV, figuras 28 y
29, en donde se ve la diferencia entre dichas fuerzas, principalmente en los

tiempos requeridos para la coagulacion.

La diferencia de fuerza de cuajo de la enzima extraida y la comercial se
debié en gran parte al tipo de resina utilizada, dado que la patente europea en
la cual se basa el procedimiento experimental, sugeria una resina cationica de
acido fuerte para proteinas y el uso de abomaso de ternera. Sin embargo, en el
presente trabajo de tesis se realizd, no solamente la variacion de temperatura y
pH, sino también se sustituyd la resina para proteinas por resina catiénica de
acido fuerte, utilizada para la deionizaciéon de agua en la industria, y abomaso

de novillo, el cual contiene menor cantidad de la enzima de interés.

Como complemento, se realizaron analisis microbiologicos (recuento de
coliformes totales, recuento de coliformes fecales, aislamiento e identificacion
de Escherichia coli, recuento e identificacion de Staphylococcus aureus). Dichos

analisis se realizaron en el Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos Yy
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Microbiol6gicos (LAFYM) de la Universidad de San Carlos de Guatemala,

dando como resultados pruebas aptas para el consumo humano.

Por ultimo se calculo el porcentaje en peso de cuajo formado tomando el
peso de la leche y posteriormente del queso, obteniendo un porcentaje del 89
% en todos los casos. El factor importante es el tiempo que toma en cuajar,
denotando que a pesar de las variantes de materia prima y resina se logré
obtener cuajo, dando como satisfactoria la parte experimental de este estudio

de investigacion.
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CONCLUSIONES

Es posible la extraccion de la quimosina a partir del abomaso bovino,
teniendo un mayor rendimiento a temperaturas altas (45 °C) y pH 2,
debido a la velocidad de reaccion. Sin embargo, no hay una diferencia
significativa al variar temperaturas obteniendo 149 mL de cuajo por cada

mililitro de enzima.

Es posible la extraccibn de la quimosina a partir del abomaso
aumentando la concentracion de NaCl en un 5 % (de 18 a 23 %), con
una diferencia significativa, obteniendo 700 mL de cuajo por cada mililitro

de enzima.

La activad enzimética de la quimosina obtenida de forma natural es
considerablemente menor a la las pastillas de cuajo comercial, siendo la

diferencia de 2 000 mililitros de extracto.
La pepsina representa una buena alternativa para la produccién de

cuajo, teniendo diferencia significativa a pH bajos (pH 2) y temperaturas
altas (45 °C).
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RECOMENDACIONES

Realizar extracciones de quimosina bovina  seleccionando otras
variables independientes (edad de animal, tiempos de maceracion) para

comparar los resultados con este estudio.

Establecer una linea de investigacion en Guatemala en extraccion de

enzimas para la produccion de cuajo.

Realizar extracciones de quimosina a partir de estdbmagos de otros

mamiferos para comparar los resultados con este estudio.

Realizar un estudio de investigacibn para conocer la factibilidad de

reproducir a nivel de planta piloto.

Realizar variantes de reactivos salinos, polietilenglicol de mayor cadena,

rezinas para proteinas para la extraccion de quimosina refinada.

87



88



BIBLIOGRAFIA

ALAIS, Charles. Ciencia de la leche, principios de la técnica lechera.
Locasa Godina, Antonio (trad.) 2a ed. Espafa: Editorial
Continental, 1970. 515 p.

CALVO, Miguel. Bioquimica de los alimentos, enzimas coagulantes. [en
linea]. <http://milksci,unizar,es/bioquimica /temas/  proteins/

enzimascoagul,html>. [Consulta: 15 de junio de 2013].

DARDEL, Francois. Elintercambio ionico, principios basicos.
[en linea]. <http://dardel.info/IX/IX_Intro_ES.html.> [Consulta: 10
de junio de 2013].

European Patent Office. Method for the purification of calf rennet.
SUBRAMANIAN, Sethuraman. 0 219 31 A2. 1986.

JENNES, Robert. Fundamentals of dairy chemistry. 3a ed. Nueva York:
Chapma & Hall Publicaciones, 1988. 615 p.

KING, Judson. Procesos de separacion. Costa Lopez, José (Trad.).
New York: Editorial Mac Graw Hill, 1970. 155 p.

KUMAR, Karesh. Hydrophobic interaction chromatography [HIC] theory

and principle. [en linea).

<http://www.slideshare.net/ajithnandanam/ hydrophobic-

89



10.

11.

interaction-chromatography-hic-theory-and-principle.>  [Consulta:
15 de agosto de 2014].

LEMUS FUENTES, Rosa Maria. Evaluacion del uso de una resina de
adsorcion comercial en el proceso de refinacion de biodiésel
producido a partir del aceite de jatropha. Trabajo de graduacion de
Ing. Quimica, Universidad de San Carlos de Guatemala, Facultad
de Ingenieria, 2012. 150 p.

MANTALLANA VENTURA, Santiago. Fuerza y calculo del cuajo.
Madrid:
Ministerio de Agricultura, 1950. 215 p.

MARTINEZ, Alejandra. Extraccion de enzimas coagulantes a partir del
abomaso de rumiantes adultos. Universidad Autonoma

Metropolitana, Unidad Iztapalapa, 2006. 25 p.

MESTRES LARRARIGA, Josep. Coagulacion enzimatica. [en linea].
<http://books,google,com,gt/books?id=HUugK6Ep_ JkC&pg=PAl1l4
3&lpg=PA143&dqg=Mestres,+Josep+/+Roser+Shelly++%E2%80%
9CCo
agulaci%C3%B3n+enzim%C3%Altica&source=bl&ots=FMiRfCihx
B&sig=uMRELOKkA0fx3vHttDDCWdc2v2wM&hl=es&sa=X&ei=hl7y
U-
O7MM6syASotiIG4DQ&ved=0CBoQ6AEWAA#vV=0nepage&g=Mest
res%2C%20Josep%20%2F%20Roser%20Shelly%20%20%E2%8
0%9CCoagulaci%C3%B3n%20enzim%C3%Altica&f=false.>
[Consulta: 2 de agosto de 2013].

90



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

MIALHER, Louis. Tratado de quimica aplicada a la fisiologia. Borriell,
Felix. (Trad.). Madrid: Editorial el Clamor, 1988. p. 230.

MOYANO, Maria Alejandra. Extraccibn con solventes. [en linea].
<http://www,fbgf,unt,edu,ar/institutos/quimicaanalitica/Analitica%20
I/pdf/EXTRACCION%20CON%20SOLVENTES.pdf>. [Consulta: 2
de agosto de 2013].

Oficina Espafola de patentes y Marcas. Método para enternecer carne.
2250163. 2006

Oficina Espafiola de patentes y Marcas. Procedimiento para la
recuperacion quimosina producida de forma natural. HEINSOHN,
Henry, LORCH, G., JEFFREY, D. ES, 2078345. 1995

SIMPSON, Benjamin. Food biochemistry and food processing. 2a ed.
lowa: Editorial Blackwell Publishing, 2012. 185 p.

TANGIENT, LLC. Extraccion solido- liquido. [en lineal].
<http://procesosbio.wikispaces.com/Extracci%C3%B3n+s%C3%B
3lido-1%C3%ADquido> [Consulta: 5 de agosto de 2014].

Tecnologia de los plasticos. [en linea]. <http://tecnologiadelosplasticos.
blogspot.com/2013/06/peg.html>. [Consulta: 8 agosto de 2013].

THORNTON, Jannet. Rennin, enzyme structures chymosin. [en linea].
<http://www,ebi,ac,uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/enzymes
/GetPage,pl?ec_number=3,4,23,4>. [Consulta: 2 de agosto de
2013].

91



20.

21.

22.

23.

TREYBAL, Robert E. Operaciones de transferencia de masa. Garcia
Rodriguez, Amelia (Trad.). 2a ed. México: Editorial Mac Graw Hill,
2010. 113 p.

Universidad Nacional del Rosario, Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmaceuticas. Meétodos cromatograficos. [en linea].
<http://www.fbioyf.unr.edu.ar/evirtual/pluginfile.php/6799/mod_reso
urce/content/0/Separacion_de_biomoleculas.pdf. > [Consulta: 18
de febrero de 2015].

URROZ, Carlos. Anatomia y fisiologia animal. Costa Rica: Editorial
EUNED, 2004. p. 177.

VALCARCEL CASES, A.. GOMEZ, Hens. Técnicas analiticas de

separacion. Barcelona: Editorial Reverte, 1998. p. 305.

92



APENDICE

93



94



Datos originales (utilizando las ecuaciones de la seccion 3.7.)

Apéndice 1. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina

extraida apH2y 25°C (corrida 1)

. . Rendimiento cm® de cuajo
. Observaciones en tiempo t total .
t (min) ) (fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) -1
(s7) L de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa mayor viscosidad

15 No se observa otro cambio

i 4 200 57,14 1750

20 No se observa otro cambio

40 No se observa otro cambio

60 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 2. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina

extraida apH 2y 25°C (corrida 2)

o cm®de
, , Rendimiento ,
t (min) Observaciones en tiempo t total (Fuerza de cuaje) cuajo por
transcurrido (s) E) cada 100 L
(s7)
de leche
1 Se observa mayor viscosidad

Se observa cuajo en el fondo
2 2 700 88,89 1125

del recipiente

10 Se observa cuajo fuerte

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH2y 25°C (corrida 3)

N cm®de
. . Rendimiento .
t (min) Observaciones en tiempo t total (fuerza de cuaje) cuajo por
transcurrido (s) (s cada 100 L
de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 4. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 3y 25 °C (corrida 1)

3
L cm® de
Observaciones en t total Rendimiento cuajo por
t(min) tiempo transcurrido (s) (fuerza(sd_le)cuaje) cada 100 L
de leche
5 | No se observa cambio
10 | No se observa cambio 3600 66,66 1500
15 | No se observa cambio

Fuente: elaboracion propia.
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Continuacion del apéndice 4.

fondo del recipiente

45 No se observa otro cambio

60 Cuajo fuerte

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm" de cuajo
t (min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100
(s™h L de leche
Se observa mayor
20 ) )
viscosidad
30 Se observa cuajo en el 3 600 66.66 1500

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 5. Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 25 °C (corrida 2)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 No se observa cambio
2 | Se observa mayor viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio | 4 200 57,14 1750

40 No se observa otro cambio

60 No se observa otro cambio

70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 6. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 3y 25°C (corrida 3)

Rendimiento cm? de cuajo

t (min) Obser\;?;:rl]osr(l:isrr?gotlempo t t(zt)al (fuerza de por cada 100 L
cuaje) (s™) de leche
1 No se observa cambio
2 |Se observa mayor viscosidad
15 |No se observa otro cambio
20 |No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750

40 |No se observa otro cambio

60 |No se observa otro cambio

70 |Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 7. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH4y 25°C (corridal)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm®de cuajo
t (min) transcurrido P s) (fuerza de cuaje) | por cada 100
(s L de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa viscosidad

15 No se observa otro cambio

20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750

40 No se observa otro cambio

60 No se observa otro cambio

70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 8. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 4y 25 °C (corrida 2)

3
cm” de
t (min) Observaciones en tiempo t total Rendimiento (fuerza | cuajo por
transcurrido (s) de cuaje) (s™) cada 100 L
de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 9. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 4y 25 °C (corrida 3)

3
cm” de
t (min) Observaciones en tiempo t total | Rendimiento (Fuerza | cuajo por
transcurrido (s) de cuaje) (s™) cada 100 L
de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
4 200 57,14 1750
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 10. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 2y 35 °C (corrida 1)

Observaciones en tiempo | t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche

5 Se observa viscosidad

10 No se observa otro cambio
15 No se observa otro cambio

: 4 080 58,82 1700

20 No se observa otro cambio
30 No se observa otro cambio
68 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 11. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 2y 35 °C (corrida 2)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) |por cada 100 L
(s™h de leche

5 Se observa viscosidad

10 No se observa otro cambio
15 No se observa otro cambio

: 3000 80 1250

20 No se observa otro cambio
30 No se observa otro cambio
50 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 12. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 2y 35 °C (corrida 3)

. . Rendimiento cm® de cuajo
. Observaciones en tiempo t total .
t (min) ; (fuerza de cuaje) |por cada 100 L
transcurrido (s) -1
(sM) de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa viscosidad

15 No se observa otro cambio

20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio

60 No se observa otro cambio

70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 13. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 3y 35 °C (corrida 1)

. . Rendimiento cm® de cuajo
(mtin) Obser\{[?;:rl]c;r;isr,r(iagot|empo t t((;t)al (fuerza d? cuaje) por cada 10(1) L
(s7) de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa viscosidad

15 No se observa otro cambio

20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750

40 No se observa otro cambio

60 No se observa otro cambio

70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 14. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 35 °C (corrida 2)

. cm®de
. . Rendimiento .
t (min) Observaciones en tiempo t total (fuerza de cuaje) cuajo por
transcurrido (s) 1 cada 100 L
(s7)
de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
15 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
20 No se observa otro cambio
40 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 15. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 35 °C (corrida 3)
Observaciones en tiempo | t total Rendimiento cm” de cugjo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) 1
(s™) L de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio | 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 16.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
35 °C (corrida 1)

extraida apH4y

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
15 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
20 No se observa otro cambio
40 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 17. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH4y 35°C (corrida 2)
Observaciones en tiempo | t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 | No se observa otro cambio
20 | No se observa otro cambio | 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 | No se observa otro cambio

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 18. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 4y 35 °C (corrida 3)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio | 4 200 57,14 1750
20 No se observa otro cambio
40 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 19. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH2y 45°C  (corrida 1)
. . Rendimiento cm®de cuajo
t (min) Obser\{[?;:rgosr;isrr?;otlempo t t((;’;al (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
3 No se observa otro cambio
4 No se observa otro cambio 900 266,66 375
5 Se observa cuajo por partes
10 Se observa cuajo débil
15 cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 20. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina

extraida apH 2y 45 °C (corrida 2)

. cm®de
. . Rendimiento .
t (min) Observaciones en tiempo t total (fuerza de cuaje) cuajo por
transcurrido (s) 1 cada 100 L
(s™)
de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa mayor viscosidad
4 Se observa cuajo en el fondo del | 2 100 114,28 875
recipiente
10 No se observa otro cambio
30 Cuajo débil
. 2 100 114,28 875
35 Cuajo fuerte
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 21. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 2y 45 °C (corrida 3)
Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cugjo
t (min) . P (fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) 1
(s™) L de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
3 600 66,66 1500
20 No se observa otro cambio
40 No se observa otro cambio
60 Se observa cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 22. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 1)

. . Rendimiento cm®de cuajo
. Observaciones en tiempo t total .
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) 1
(s7) L de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 23. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 2)
Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . P (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 24.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 3)

. . Rendimiento cm®de cuajo
t Observaciones en tiempo | t total .
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa r viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 25. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida a pH 4y 45 °C (corrida 1)
. . 3 .
t Observaciones en tiempo t total f Rendlmlento_ cm* de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza dle cuaje) | por cada 100
(s™) L de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
20 No se observa otro cambio
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
—— 4 200 57,14 1750
70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 26. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 4y 45 °C (corrida 2)

. . Rendimiento cm®de cuajo
. Observaciones en tiempo t total .
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 27. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida apH 4y 45 °C (corrida 3)
Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . P (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s™) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750
40 No se observa otro cambio
60 No se observa otro cambio
70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 28. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 litros de leche, de la pepsina

extraida a pH 2y temperatura 25 °C (corrida 1)

t Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm* de cuajo
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(s7) de leche
5 |No se observa cambio
10 Se observa mayor
viscosidad
: 960 250 400
15 Se observa cuajo en el fondo
del recipiente
16 |Cuajo fuere
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 29. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina

extraida apH2y 25°C  (corrida 2)

: Observaciones en tiempo t total Rendimiento_ cm” de cuajo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) 1
(s™) de leche
1 No se observa cambio
2 | Se observa mayor viscosidad
3 No se observa otro cambio
4 No se observa otro cambio 900 266,66 375
5 | Se observa cuajo por partes

10 |[Se observa cuajo débil

15 |[Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 30.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 2y 25 °C (corrida 3)

t Observaciones en tiempo | t total Rendimiento cm" de cuajo por
. . P (fuerza de cuaje) | cada 100 L de
(min) transcurrido (s) 1
(s7) leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
3 No se observa otro cambio
: 900 266,66 375
4 No se observa otro cambio
. Se observa cuajo por
partes
10 Se observa cuajo débil
. 900 266,66 375
15 Se observa cuajo fuerte
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 31. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 25 °C (corrida 1)
. . Rendimiento cm® de cuajo
t Observaciones en tiempo | t total .
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 | No se observa cambio
2 | Se observa viscosidad
15 | No se observa otro cambio
4 200 57,14 1750
20 |No se observa otro cambio
40 | No se observa otro cambio
60 |Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 32. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 25 °C (corrida 2)

t Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(s7) de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 | No se observa otro cambio
: 4 200 57,14 1750
20 | No se observa otro cambio
40 | No se observa otro cambio
60 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 33. (corrida 3)
Observaciones en tiempo t Total Rendimiento cm” de cugjo
t (min) . (Fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) g
(sM) L de leche
1 Se observa viscosidad
2 No se observa otro cambio
5 No se observa otro cambio
10 No se observa otro cambio
: 3 300 72,72 1375
15 No se observa otro cambio
20 Se observa cuajo en el
fondo del recipiente
55 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.

111




Apéndice 33. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 25 °C (corrida 1)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm®de cuajo por
t (min) ) P (fuerza de cuaje) cada 100 L de
transcurrido (s) -1
(sM) leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
: 3000 80 1250
20 No se observa otro cambio
40 No se observa otro cambio
50 Cuajo con fuerza
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 34. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 25 °C (corrida 2)
Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm®de cuajo
t (min) ) P (fuerza de cuaje) (s | por cada 100
transcurrido (s) 1
L de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
15 No se observa otro cambio
i 3 000 80 1250
20 No se observa otro cambio
40 No se observa otro cambio
50 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 35. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 25 °C (corrida 3)

t Observaciones en tiempo t total Rendimientq cm’ de cuajo
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(sT) de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa viscosidad

15 | No se observa otro cambio

: 2520 95,23 1050

20 |No se observa otro cambio

40 |No se observa otro cambio

42 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 36. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 2y 35 °C (corrida 1)

Rendimiento cm? de cuajo

t Observaciones en tiempo t total .

. . (fuerza de cuaje) | por cada 100
(min) transcurrido (s) (s L de leche

1 Se observa viscosidad

Se observa cuajo en el
2 o 360 666,66 150
fondo del recipiente

6 Se observa cuajo fuerza

Fuente: elaboracion propia.-.
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Apéndice 37. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 2y 35 °C (corrida 2)

. . 3 .
t Observaciones en tiempo t total Rendlmlentq cm" de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad

Se observa cuajo en el fondo
3 480 500 200

del recipiente

4 Se observa cuajo débil

Se observa cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 38. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina

extraida apH 2y 35 °C (corrida 2)

Rendimiento | cm? de cuajo

t Observaciones en tiempo t total .
(min) transcurrido P (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100
(sh L de leche
5 No se observa cambio

10 | Se observa mayor viscosidad
Se observa cuajo en el fondo | 1 020 235,29 425

15 O
del recipiente

17 | Se observa cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 39. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 35 °C (corrida 1)

t Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm* de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 No se observa cambio
2 No se observa cambio
4 Se observa viscosidad
5 Empieza cuajado
10 Se observa cuajo en el fondo| 1 200 200 500
del recipiente
15 Se observa cuajo en por
partes
20 Cuajo con fuerza
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 40. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 35 °C (corrida 2)
t Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm” de cuajo
. . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(min) transcurrido (s) 1
(s7) de leche
5 |No se observa cambio
10 |Se observa viscosidad
_ 1 020 235,29 425
17 Cuajo en el fondo del
recipiente

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 41. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 litros de leche, de la pepsina

extraida a pH 3y Temperatura 35 °C (corrida 3)

t Observaciones en tiempo t total Rendlmlento_ cm" de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche

1 No se observa cambio

2 Se observa viscosidad

15 No se observa otro cambio

20 No se observa otro cambio 4 200 57,14 1750

40 No se observa otro cambio

60 No se observa otro cambio

70 Se observa cuajo débil

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 42. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 35 °C (corrida 1)

. . 3 .
t Observaciones en tiempo | t total Rendlmlento_ cm" de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s™h de leche
5 Se observa viscosidad

10 No se observa otro cambio

15 No se observa otro cambio
20 No se observa otro cambio 3200 74,07 1 350

Se observa cuajo en el fondo

30 .
del recipiente

54 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 43.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 35 °C (corrida 2)

- - 3 -

t Observaciones en tiempo t total Rend|m|entq cm” de cuajo

(min) transcurrido (s) (fuerza d? cuaje) por cada 100 L
(sM) de leche

5 No se observa cambio

10 No se observa cambio

15 No se observa cambio

20 Se observa viscosidad

i 3 600 66,66 1500
20 Se observa cuajo en el fondo del
recipiente
45 No se observa otro cambio
60 cuajo con fuerza

Apéndice 44.

Fuente: elaboracion propia.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 4y 35 °C (corrida 3)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm* de cuajo
t (min) ; P (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
transcurrido (s) -1
(s7) de leche

5 No se observa cambio
10 No se observa cambio

i 3600 66,66 1500
15 No se observa cambio
20 Se observa mayor viscosidad

Se observa cuajo en el fondo del
30 -
recipiente
. 3600 66,66 1500

45 No se observa otro cambio
60 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 45. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 2y 45 °C (corrida 1)

Observaciones en t total Rendimiento cm” de cuajo
t (min) . . (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
tiempo transcurrido (s) 1
(s7) de leche

1 Se observa viscosidad

Se observa cuajo en el
2 o 240 1 000 100
fondo del recipiente

4 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 46. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida apH 2y 45 °C (corrida 2)

. - 3 .

t Observaciones en tiempo | t total Rend|m|entq cm" de cuajo

(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L

(s de leche

1 Se observa mayor

viscosidad
5 Se observa cuajo en el 240 1 000 100
fondo del recipiente
4 Se observa cuajo fuerte

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 47. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 2y 45 °C (corrida 3)

Rendimiento | cm® de cuajo
(fuerza de por cada 100
cuaje) (s™) L de leche

t Observaciones en tiempo t total
(min) transcurrido (s)

1 Se observa mayor viscosidad

Se observa cuajo en el fondo 360 666,66 150

2
del recipiente
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 48. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 1)
. . Rendimiento | cm?®de cuajo
oy | CPSCryaciones en tiempo |t 10(al | Yierzade | por cada 1001
cuaje) (s de leche
1 No se observa cambio
2 No se observa cambio
4 Se observa mayor viscosidad
5 Empieza cuajado
: 1200 200 500
10 Se observa cuajo en el fondo
del recipiente
15 Se observa cuajo por partes
20 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 49. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 2)

Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm* de cuajo
t (min) . (fuerza de cuaje) | por cada 100
transcurrido (s) 1
(sM) L de leche
5 Se observa viscosidad
10 Se observa cuajo por partes
_ 1320 181,81 550
15 Se observa cuajo por partes
20 Se observa cuajo débil
Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 50. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida a pH 3y 45 °C (corrida 3)

. - 3 -

t Observaciones en tiempo t total Rend|m|entq cm" de cuajo

(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L

(s de leche

1 No se observa cambio

2 No se observa cambio

4 Se observa viscosidad

5 Empieza cuajado

10 Se observa cuajo en el fondo | 1 200 200 500

del recipiente
15 Se observa cuajo en por
partes
20 Cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 51.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina

extraida con variacion de NaCl apH 2y 25 °C (corrida 1)

t Observaciones en tiempo t total Rendimiento cm* de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 No se observa cambio
2 Se observa viscosidad
3 Se observa cuajo en el fondo del 480 500 200
recipiente
8 Se observa cuajo fuerte
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 52. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina
extraida con variacion de NaCl apH 2y 25 °C (corrida 2)
. . Rendimiento cm® de cuajo
(mtin) Obser\{[?;:r;osr;is”fie;otlempo t t(cgt)al (fuerza de cuaje) | por cada 100 L
(s de leche
1 Se observa viscosidad
5 Se observa cuajo en el
fondo del recipiente
I 300 800 125
3 Se observa cuajo débil
. Se observa cuajo con
fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 53. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la quimosina

extraida con variacion de NaCl apH 2y 25 °C (corrida 3)

. . Rendimiento | cm® de cuajo

t Observaciones en tiempo t total (fuerza de cuaje) | por cada 100

(min) transcurrido (s) 1
(sM) L de leche
1 | Se observa mayor viscosidad
5 Se observa cuajo en el fondo
del recipiente 300 800 125
3 Se observa cuajo débil
5 Se observa cuajo con fuerza
Fuente: elaboracion propia.

Apéndice 54. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina

extraida con variacion de NaCl apH 2y 25 °C (corrida 1)

: . Rendimiento cm®de cuajo
( Observaciones en tiempo t total .
. . (fuerza de cuaje) |por cada 100 L
mi transcurrido (s) 1
(s™) de leche

1 | Se observa mayor viscosidad

Se observa cuajo en el fondo
2 o 180 1 333,33 75
del recipiente

3 | Se observa cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 55. Tiempos, observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina

extraida con variacion de NaCl a pH 2y 25 °C (corrida 2)

t . . Rendimiento cm®de cuajo
. Observaciones en tiempo t total .

(min transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100
) (s L de leche
1 Se observa mayor viscosidad
5 Se observa cuajo en el fondo del

recipiente 240 1 000 100
Se observa cuajo débil
4 Se observa cuajo con fuerza
Fuente: elaboracion propia.
Apéndice 56. Tiempos, observaciones, fuerza de cuaje y cuajo
necesario por cada 100 L de leche, de la pepsina
extraida con variacion de NaCl a pH 2y 25 °C (corrida 3)
. . 3 .
t Observaciones en tiempo t total Rend|m|entq cm" de cuajo
(min) transcurrido (s) (fuerza de cuaje) | por cada 100
(s L de leche
1 Se observa mayor
viscosidad
Se observa cuajo en el fondo
2 o 300 800 125
del recipiente
3 Se observa cuajo débil
5 | Se observa cuajo con fuerza

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 57.

Tiempos,

observaciones,

fuerza de cuaje y cuajo

necesario quimosina comercial

fuerza

3
. cm”de
, . Rendimiento .
t Observaciones en tiempo t total (fuerza de cuajo por
(min) transcurrido (s) . 1 cada 100 L
cuaje) (s7) de leche
1 Se observa cuajo débil
5 Se observa cuajo con 120 2 000 50

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 58. Requisitos académicos

Analisis
cualitativo
Quimica

Quimica
organica

Transferencia de
masa en unidades

. continuas
Operaciones

unitarias :
Operaciones

unitarias
complementarias

Métodos fisicos

Fisicoquimica ..
y quimicos

Extracciones
industriales

Complementaria

Estadistica

Fuente: elaboracion propia.
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Mala manipulacién de la materia prima

Apéndice 59.

Materia prima

Variacion en la edad del animal

Diagrama de causay efecto

Equipo

Equipo inadecuado \

»

Enfermedad del animal

>

Falta de equipo,

Destetado del animal

Mala alimentacién del animal

Equipo en mal

estado

Mal espécimen de

— abomaso bovino

Poco conocimiento

Poca habilidad

Irresponsabilidad

Mal estado

Mano de obra

\

Falta de conocimiento

Inadecuado

Instrumentacion

>
" Estado

Cantidades

Reactivos

Manejo de material

Bajo  rendimiento

quimosina

Transporte ~ /

>,

Método

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 60. Recoleccion de datos

Materia prima

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.

Apéndice 61. Limpieza de materia prima

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 62. Separacion de membrana que contiene quimosina

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.

Apéndice 63. Rompimiento de membrana

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de
Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 64. Ajuste de pH

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.

Apéndice 65. Maceracion dinamica

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de
Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 66. Centrifugado

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 67. Cromatografia ionica

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.

Apéndice 68. Solucién salina conteniendo quimosinay pepsina

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 69. Fuerza de cuajo

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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Apéndice 70. Comparacion fuerza de cuaje de la quimosina obtenida,

contra cuajo comercial

Fuente: Laboratorio de Investigaciones de Extractos Vegetales (LIEXVE), Centro de

Investigaciones de la Universidad de San Carlos.
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ANEXOS
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Anexo 1.
45 °C

Informe microbiolégico quimosina bovina, pH2, temperatura de

Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

10 de Analisis Fisi i

¥ Microbiologicos LAFYM

Informe de Resultados de Anilisis Microbiolégico en Alimentos

No. de ingreso: 832 No. De muestra: 1 (una)
Dirigido a: Vivian Cano Ingreso: 04/06/14
Inicio de analisis: 04/06/14
Nombre del producto: QUIMIOSINA Reporte final: 06/06/14
Lote: SNL
ANALISIS RESULTADO DIMENSIONAL
Recuento de Coliforme: Skt
T;:Caule: e <3 NMP/mL NMP/mililitro
Recuento de Coliformes e
Nis T <3 NMP/mL NMP/mililitro
Aislamiento e Identificacié . A 3
dclsEsc/xe:chia ca/il i AusenCla Ausencia o Presencia
Recuento ¢ identificacion de
Staphylococcus aureus <10 UFC/mL UFC/mL

*Meétodos de Referencia: BAM, APHA
*Prohibida la parcial o total reproduccion

LAFYM
*Estos informe pertenecen unica y exclusivamente a la muestra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacién escrita por parte del laboratorio

1. Nomenclatura utilizada:

Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro

Numero Mas Probable por mililitro UFC/g

NMP/mL

/d'*ﬁf,#?ﬂ :}:\_{j
Licda. Véra Paredes, QB
Garantia de Calidad

Licda. Vera Lucia Paredes
Quimica Bidlga
Colegiada No- 3999

2
3% Calle 6-47 20ha T
Teefax: 22531319
lafymusac@intelnett.com
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Anexo 2. Informe microbiolégico quimosina bovina, pH2, temperatura de
45 °C
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Anexo 3. Informe microbiolégico quimosina bovina, pH2, temperatura de

45 °C

Universidad de San Carlos de
Guatemala

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Laboratorio de Analisis Fisicoquimicos
¥ Microbiolégicos LAFYM

Informe de Resultados de Anilisis Microbiolégico en Alimentos

No. de ingreso: 834 No. De muestra: 1 (una)

Dirigido a: Vivian Cano Ingreso: 04/06/14
Inicio de analisis: 04/06/14
Nombre del producto: QUIMIOSINA Reporte final: 06/06/14
Lote: SAITING OUT 20%
m RESULTADO DIMENSIONAL
Recuento de Colifi Shede
<3 NMP/mL NMP/mililitro
R d i
<3 NMP/mL NMP/mililitro
Aislamiento e Identificacié . . s
Ausencia Ausencia o Presencia
Recuento e identificacion de
Staphylococcus aureus ‘ <10 UFC/mL UFC/mL

*Métodos de Referencia: BAM, APHA

*Prohibida la parcial o total reproduccion por el cliente u otra persona, sin la debida autorizacion escrita por parte del laboratorio
LAFYM
*Estos informe pertenecen tinica y exclusivamente a la mucstra descrita, tal y como fue recibida en el laboratorio.

1. Nomenclatura utilizada:

NMP/mL Numero Mas Probable por mililitro UFC/g Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro
\

p” M

G eif;méw

Omjr Spfmeno, QB Licda. Vera Paredes, QB
Analista Garantia de Calidad

Licda. Vera Lucia Paredes

o Quimica Bidloga
AEORATORG Colegiada Xp. 3999

. e
3*. Calle' 647 zona |
Teefax: 22531319
lafymusac@intelnett.com
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Anexo 4. Informe de realizacién, extraccidn y caracterizacion fisicoquimica

de quimosina bovina sometida a variacion térmica y de pH
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Continuaciéon del anexo 4.
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Continuacion del anexo 4.




Continuacion del anexo 4.
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Continuaciéon del anexo 4.

[ R e — — -
L | CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
; UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
No. 07813
ANEXOS

Extraccion de quimosina y pepsina

Separacion, lavado y rompimiento de membrana de abomaso de vaca y ajuste de pH

Pagina6de 7

FACULTAD DE INGENIERIA —USAC—
A wEg::c{;oJ-S. Ciudad Universitaria zona 12
78Ct0: 2418-9115, Planta: 2418-8000 Exts. 86209 y 86221 Fax: -
Pagina web: http//cii usac.edu.gt 4 Sl

Toléfono di
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