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I. ANTECEDENTES GENERALES

e Nombre del Proyecto: “Desarrollo de cuajos de flores del bosque nativo para la
elaboracion de quesos diferenciados”.
e Cadigo: PYT-2014-011

e Regién: De Los Lagos

e Fecha de aprobacién o adjudicacion: 19-12-2013

e Forma de Ingreso al FIA: Convocatoria Innovacion Agraria

e Agente Ejecutor: Universidad de Santiago de Chile

e Asociados Carlos Galaz; Sociedad Comercial los Radales; PRODESAL Frutillar.;
PRODESAL Fresia; PRODESAL Los Muermos.

e Coordinador del Proyecto: Astrid Seperiza Wittwer

e Costo Total:

e Aporte del FIA (en pesos; porcentaje del costo total):

e Periodo de Ejecucion: 2 de mayo de 2014 a 30 de abril de 2016.



’il ,

-

Fundacion para la
Innovacion Agraria

Il. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo principal de este proyecto fue el de producir cuajos vegetales para la
elaboracion de quesos diferenciados, aprovechando la gran diversidad de especies
nativas con la que cuenta el sur de Chile, especialmente la Regiéon de Los Lagos. Esto,
con la finalidad de apoyar a la pequena industria quesera elaborando productos
innovadores, naturales y unicos.

Con respecto a los resultados obtenidos, el 55,6% de las especies estudiadas durante el
periodo de recolecciéon primavera 2014 (ANEXO 2) fueron potenciales alternativas para
producir cuajo de origen vegetal, en cambio para las especies recolectadas durante la
primavera 2015 solo el 33,33% de ellas produjeron al menos un cambio en la
consistencia de la leche (desestabilizaciéon), pero baja o nula presencia coagulante
(ANEXO 5).

Se realizaron una serie de determinaciones analiticas para determinar cuales fueron las
causales de la baja presencia coagulante para las especies recolectadas durante la
primavera 2015. Donde los resultados analiticos obtenidos; demostraron un cambio
significativo en la proteina bruta presente en los extractos los que van desde un -97,3%
(zarzaparrilla) con respecto al afio 2014, hasta un -100% en el caso de matico. Ademas,
se realizaron pruebas de electroforesis, donde, ninguna especie de las seleccionadas
presenté proteinas de igual o similar peso molecular en comparacion a las que
usualmente se utilizan, siendo las que tienen la capacidad de romper los enlaces
aminoacidicos (Fen 105 — Met 106) (ANEXO 7).

La disminucién de la concentracién de proteinas, se debié a cambios climaticos presentes
en la Region de los Lagos; sequia registrada a fines del afio 2014 y primer trimestre 2015
(ANEXO 12 Y 13), heladas registradas en primavera y la erupcion Volcanica del afio
2015. Las especies vegetales estuvieron sometidas a un constante estrés ambiental,
como consecuencia de esto, se produjo el adelantamiento de los periodos de floracioén;
por consiguiente, no hubo un desarrollo 6ptimo de la composiciéon quimica de las especies
seleccionadas.

Si bien los resultados finales no fueron los esperados segun lo planificado en el plan
operativo inicial, se pudo comparar resultados obtenidos en dos periodos de recoleccion
de primavera 2014 y 2015. Segun estos resultados, se evidencié que los efectos
climaticos (sequia, heladas, eventos naturales) afectan de manera directa la composicion
quimica de las plantas y por ende su capacidad de coagulacién de la leche y ser
formadoras de cuajo vegetal.
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Aun cuando, no se logré elaborar quesos con cuajo vegetal, los resultados de este
proyecto son un aporte al conocimiento generando dos grandes conclusiones.

La obtencién de cuajos vegetales es posible de obtener segun:

1. La composicion quimica del material vegetal, el que esta asociado directamente a la
zona geografica, las condiciones del suelo y sobre todo a las condiciones climaticas
y eventos naturales existentes.

2. Con los resultados del afo 2014 si es posible obtener cuajos vegetales en plantas
nativas chilenas; considerando los resultados finales como un hallazgo cientifico, ya
que genero la base de una nueva linea investigativa no desarrollada en nuestro pais.

Estas dos grandes conclusiones dejan abierta la necesidad de continuar estos estudios
usando como base todo el aprendizaje y resultados de este proyecto, donde el equipo de
este estudio esta convencido de que es posible obtener cuajos vegetales de plantas
nativas chilenas y ser capaces de generar quesos unicos potenciando a los pequerios
productores de queso de la zona y del pais.
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TEXTO PRINCIPAL

El objetivo principal de este estudio fue el de generar cuajo vegetal a partir de

caracterizacion de plantas nativas tipicas de la Region de los Lagos como sustituto del
cuajo sintético. Dado que esto generaria un queso diferente y Unico, con caracteristicas

organolépticas diferenciadas, dificiles de reproducir en otras latitudes, por el caracter
exclusivo de la vegetacion nativa de nuestra region.

En Chile se produce leche de alta calidad, pero su elaboracién de quesos se concentra en
solo dos variedades, donde gouda y chanco suman el 97% de la produccion nacional. En
la elaboraciéon de quesos en Chile a nivel formal, no se utilizan cuajos vegetales, puesto
que todo el cuajo que utiliza la industria quesera es un cuajo sintético o genético,
fabricado mediante la sintesis artificial del cuajo animal. A nivel vegetal, el coagulante mas
utilizado es el cardo (Espafia), el cual tiene una actividad proteolitica mayor frente a otros
cuajos lo que favorece a obtencidén de pastas mas blandas y naturales, principalmente es
utilizado para maduraciones cortas, permitiendo elaborar variedades de quesos con
caracteristicas organolépticas diferenciadas. Estas variaciones estan relacionadas
directamente con los agentes empleados en la coagulacién y el periodo de maduracion.
De lo anterior y dada la situacion actual del queso en Chile, donde, la produccién y
exportacion ha ido en aumento en estos ultimos afos, se evalud sustitutos del cuajo en
plantas nativas para lograr un queso diferenciado, Unico e innovador.

Se recolectdé una amplia serie de especies vegetales nativas de la Region de los Lagos,
las cuales se congelaron, liofilizaron, se obtuvieron los extracto enzimatico y se analizaron
para determinar las caracteristicas quimicas (concentracion de proteinas), donde,
finalmente solo algunas especies obtuvieron el poder coagulante en la leche, presentando
algun tipo de accién sobre ésta (matico, pell, zarzaparrilla, nalca y maitén).

El principal impacto es producir de quesos diferentes a los existentes y totalmente
naturales. Por otra parte, otros impactos del proyecto estan dados a nivel ambiental y
social:

e El componente ambiental esta relacionado a la recoleccién en el bosque de
“productos forestales no maderables”, actividad que ayudaria a disminuir la presién
por la tala tradicional del bosque, puesto que al otorgarle, a través de este proyecto,
un valor agregado y econdmico a estas especies nativas, se podra traducir en un
apoyo a su sobrevida en el largo plazo.
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¢ El componente social se potencié a través de diversas capacitaciones, y la creacion
de una nueva fuente de ingresos para pequefios agricultores (agricultura familiar, bajo
nivel socioeconémico); esta fuente de ingresos hace referencia a la posibilidad de
venta del material vegetal, para el proyecto en primera instancia, o bien
posteriormente para la produccion industrial.
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Cumplimiento de los objetivos del proyecto:

*El periodo en el cual se llevd a cabo la recoleccion de las muestras vegetales,
corresponde a la estacién de primavera, especificamente entre los meses de Octubre a
enero para 2014 y Octubre a Diciembre 2015 (ANEXO 2).

Cabe mencionar, que si bien se obtuvieron exitosos resultados de coagulacién para las
especies recolectadas en el 2014, para las pruebas realizadas con 2015 no fueron las
6ptimas, por lo tanto no se pudo continuar con algunos avances esperados del proyecto.

v

El RE N°1 “gr. de proteina vegetal” del OE N°1 “Determinar contenido de
proteinas en hojas y tallos de arbustos nativos”: se cumplié en un 100%, ya que
en la recoleccion de material vegetal para la primavera de 2014 se obtuvieron los
gramos de proteina vegetal de cada una de las especies que resultaron positivas
coagulando la leche. Las tres especies que presentaron mayor cantidad de proteina
fueron: Flor de Pelu (21,72 g/100g), Flor Zarzaparrilla (18,47 g/100g) ambas de la
comuna de Fresia y Flor Zarzaparrilla (17,82 g/100g) de la comuna de Los Muermos
(ANEXO 7). Para la recoleccion de material vegetal comprendido en la primavera de
2015, se determinaron el nivel de proteinas para las especies Flor de Pelu (6,41
g/100g), Flor Zarzaparrilla (15,02 g/100g) ambas de la comuna de Fresia. Hubo una
disminucion del contenido de proteinas en las mismas especies de un 70,5% y 18,7%
respectivamente. La diferencia entre los resultados de ambos afos se debe
principalmente a los cambios climaticos que afectaron la regién de los Lagos (ANEXO
12).

El RE N°2 “Cuantificar el % de proteinas del material vegetal (extracto)” del OE
N°1 “Determinar contenido de proteinas en hojas y tallos de arbustos nativos”:
se cumplié en un 100% ya que se cuantifico el porcentaje de proteina vegetal de cada
extracto de las especies vegetales recolectadas en primavera 2014. Los tres
extractos que presentaron mayor cantidad de proteina fueron los obtenidos a partir
de: Flor de Pelu (7,2%), Flor Zarzaparrilla (5,6%) ambas de la comuna de Fresia y
Flor Zarzaparrilla (5,5%) de la comuna de Los Muermos. Para los extractos de las
especies recolectadas en primavera 2015 los porcentajes de proteinas fueron Flor de
Peli (no detectado), Flor Zarzaparrilla (0,15%) ambas de la comuna de Fresia.
Existiendo una disminucién del contenido de proteinas en las mismas especies de un
100% y 97,3% respectivamente (ANEXO 7).
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En el RE N°3 “Cuantificar peso molecular del cuajo” del OE N°2 “Determinar el
peso molecular de las proteinas de la preparaciéon enzimatica por medio de
electroforesis y separacion por cromatografia”. El avance es de 80%. Una vez
finalizada la revisién bibliografica relacionada a este resultado (septiembre 2015), se
desarrollé el protocolo para identificar el Peso Molecular de las proteinas de los
extractos vegetales a través de una electroforesis (ANEXO 6). Dicha metodologia fue
aplicada con el objetivo de identificar si las proteinas de las especies vegetales
Matico, Pelu y Zarzaparrilla (aquellas que presentaron cambios de su consistencia)
presentaban pesos moleculares similares a los estandares utilizados en la industria
para la elaboracion de quesos. Con estos resultados podemos evidenciar cual es el
nivel de las proteinas encontradas y si estas son cercanas a las proteinas usadas
comunmente para coagular leche. En relacién a las pruebas de electroforesis
realizadas con extractos de las especies vegetales recolectadas en primavera 2015,
ninguna de éstas presento proteinas de igual o similar peso molecular en comparacion
a las que usualmente se utilizan y tienen la capacidad de romper los enlaces entre los
aminoacidos fenilalanina y metionina (Fen-105 y Met 106) presentes en la k-caseina
para formar la cuajada. La discrepancia obtenida entre lo realizado y lo esperado, se
debe principalmente a que no fue posible realizar la separacion de proteinas mediante
cromatografia, puesto que no se identificaron proteinas mediante electroforesis en las
especies seleccionadas (ANEXO 9).

v En el RE N°4 “Cuantificar fuerza del cuajo” del OE N°3 “Determinar y comparar

la fuerza de cuajo de las preparaciones enzimaticas”: al término de este informe
se alcanzdé el 67% de este resultado esperado. En la etapa de recoleccion
correspondiente a la primavera 2014 (ANEXO 2) se realizaron las pruebas de
coagulacion con todos los extractos preparados a partir de cada una de las especies
vegetales obtenidas; de esta forma se establecieron las condiciones 6ptimas de
trabajo, las cuales se repitieron de igual manera (en cuanto a equipos, analistas,
protocolos) para el periodo de recoleccion de la primavera 2015; una vez recolectado
el material vegetal, se procedié a repetir el protocolo utilizado anteriormente de una
manera 6ptima y eficiente para cada una de las especies seleccionadas, las cuales,
al momento de realizar las pruebas de coagulacion presentaron una disminucién en el
cambio de consistencia que ejercian sobre la leche (ANEXO 5). De acuerdo a la
discrepancia obtenida entre los resultados obtenidos y los esperados, es que se
evaluaron los posibles factores que pudieron haber incidido en la baja cantidad de
proteinas presentes en el material vegetal, asi como otros factores o compuestos
presentes en las plantas que de cierta forma pueden inhibir las proteinas propias de
la leche (ANEXO 13).
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v" En el RE N°5 “Seleccion de especie con mayor coagulacion” del OE N°4
“Seleccionar la especie que presenta las mejores propiedades de coagulacion y
compararlos con un coagulante estandar”: Se cumplié en un 100% para el periodo
de recoleccién de primavera 2014, puesto que se seleccionaron las especies
vegetales que coagularon la leche (ANEXO 5). Pese al escenario alentador obtenido
en la coagulacidon de las muestras recolectadas (2014), para las muestras
recolectadas en primavera 2015 el contexto es muy distante, esto se debe a que las
muestras seleccionadas presentaron una coagulacién baja; solo se logré un leve
cambio de consistencia de la leche (para las especies peld, matico y zarzaparrilla), no
presentando una coagulacion optima debido a la baja cantidad de proteinas
presentes en las especies vegetales; esto se debe principalmente producto de
efectos climaticos (erupcién volcanica, sequia 2014 o heladas registradas en la
primavera de 2015), también producto de compuestos propios de las plantas que
inhiben la coagulacion (alcaloides, taninos o proteasas) (ANEXO 13), los cuales
aumentan la concentracion producto del estrés en que las especies vegetales fueron
sometidas; interfiriendo también en la coagulacién lactea, utilizados incluso en
conjunto con cuajos sintéticos (ANEXO 10).

v"  En el RE N°6 “Productos inocuos” del OE N°5 “Garantizar que el producto sea
inocuo al consumidor”: El cumplimiento de esta etapa es de un 0%. No se
obtuvieron quesos a partir de cuajos vegetales debido a que en este periodo de
recoleccion, la coagulacion de la leche fue significativamente baja. Debido a esto, no
se obtuvo el producto “Queso elaborado a partir de cuajos vegetales” por lo que no
fue posible evaluar su inocuidad. La discrepancia observada se debe esencialmente a
que las proteinas de las especies seleccionadas tuvieron una baja considerable, esto
se atribuye directamente al periodo de sequia producida a fines del afio 2014 y
primer trimestre del 2015; existen estudios y conversaciones con investigadora de
INIA Remehue Dra. Marta Alfaro sobre los efectos de la baja concentracion de
proteinas en praderas y forraje de la region de los Lagos producto de la sequia
registrada fines del afio 2014 y primer trimestre del 2015 (ANEXO 12). Por otro lado,
el experto Carlos Lizana (Cooprinsem) nos confirmé que las diferencias de
crecimientos en praderas y forraje entre un mismo productor 2014-2015 fueron
decrecientes en las comunas de la Region de los Lagos. Otros eventos como
Erupcion del volcan Calbuco y heladas en primavera 2015, generaron cambios en el
medio ambiente, produciendo como consecuencia de esto, estrés en las plantas, por
ende una baja significativa en la concentracion de las proteinas (entre un -97% y -
100%)



N

Fundacion para la
Innovacidn Agraria

v" En el RE N°7 “Quesos a partir de cuajos vegetales” del OE N°5 “Garantizar que
el producto sea inocuo al consumidor”: Al igual que en RE N°6 del OE N°5
“Productos inocuos” el cumplimiento de esta etapa es de un 0%. Debido
principalmente a que después de realizar diversas pruebas a nivel experimental, no
fue posible realizar quesos con cuajos vegetales, ya que estos no presentaron
coagulacion segun lo esperado. Ademas, se realizaron pruebas alternativas utilizando
cuajo sintético en conjunto con el extracto vegetal, ya sea en forma liquida y
liofilizada, asi como también utilizando el cuajo vegetal como aditivo al final del
proceso de elaboracion del queso en base al cuajo sintético (ANEXO 10). Donde,
para todos los ensayos y combinaciones el resultado no fue satisfactorio, puesto que
el cuajo sintético se inhibe, con la presencia de algunos compuestos propios de las
plantas (alcaloides, taninos o proteasas) (ANEXO 13).

10
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e descripcion breve de los impactos obtenidos

Ademas de los impactos ambientales donde se logré establecer pautas de recoleccion del
material vegetal de tal forma de no dafar el ecosistema, la creacién de una nueva fuente
de ingreso para los pequefos agricultores en remplazo de la tala recolectando el material
vegetal durante el periodo de ejecucién del proyecto; uno de los principales impactos de
este estudio es referente a la generacién de nuevos conocimientos y hallazgos obtenidos.

Si bien, se obtuvieron 6ptimos resultados con las especies recolectadas en primavera
2014, no fue posible obtener iguales resultados con las especies recolectadas durante la
primavera 2015. Esto genera de forma inmediata la base para buscar las causales
directas que intervienen en la discrepancia de resultados y asi contar con datos efectivos
para encontrar la solucidén a lo acontecido. Se considera necesario tener en cuenta todos
los antecedentes y resultados aportados en este proyecto como una linea base para
continuar la investigacion, ya que, con los hallazgos realizados durante las pruebas
experimentales realizadas durante el periodo de recoleccion 2014 y 2015 se abren
nuevas alternativas para continuar indagando en cuanto a caracterizar las potenciales
especies vegetales capaces de producir cuajo vegetal, considerando factores que
interfieren en la composicion quimica de las plantas (condiciones climaticas vy
geograficas), cabe destacar ademas que, tanto los datos, como los resultados analiticos y
experimentales obtenidos se realizaron de acuerdo a protocolos definidos, precisos y
adecuados para su fin; utilizando estandares de calidad analitica y patrones previamente
calibrados.

2. Aspectos metodolégicos del proyecto:
e descripcion de la metodologia efectivamente utilizada.
Liofilizacion:

En la industria alimentaria se llevan a cabo diversos métodos de conservacion de
alimentos con el fin de preservarlos por tiempos prolongados. En nuestro estudio para
lograr este objetivo, y asegurarnos de que nuestro material vegetal a la hora de ser
estudiado esté en perfectas condiciones, es que hemos optado por el método de la
congelacion, el cual retrasa el deterioro de los alimentos y evita que se desarrollen
microorganismos patoégenos y por un método alternativo de deshidratacion llamado
liofilizacion, proceso en el cual el agua del alimento es extraida mediante sublimacion; de
manera que el agua del material vegetal sea eliminada pasando directamente desde el
estado solido al gaseoso sin pasar por el estado liquido, evitandose asi los problemas de
endurecimiento de la piel y el dafio celular interno.

11
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Extracciones enzimaticas:
Las enzimas Desde el punto de vista bioquimico son proteinas que actuan como

aceleradores de las reacciones quimicas, de sintesis y degradacién de compuestos. La
extraccion y purificacion de las enzimas utilizadas para nuestro estudio se logra mediante
la adicién de un solvente organico (acetato de sodio) a bajas temperaturas y a un pH
determinado.

Pruebas de Coagulacion:

Se seleccionara la especie que presente mejores propiedades de coagulacion. Definida
como los litros de leche que es capaz de coagular un gramo de cuajo en un tiempo de 40
minutos a una temperatura de 30°C. Consiste en agregar leche cruda (pH 5,5) con CaCl2
al 0,02% a un vaso, para luego adicionar el coagulante y dejar escurrir la leche por un
orificio de 1 mm que posee el vaso en el fondo. Una vez coagulada la leche se detiene el
flujo.

Determinacion de proteinas por Kejeldalh:
Se determinara en contenido de proteinas mediante el método de Kjeldahl, el método se

basa en la destruccion de la materia organica con acido sulfurico concentrado,
formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido de sodio libera amoniaco.
Segun lo descrito en A.O.A.C. Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984

Determinacion de proteinas por Bradford:
Se basa en el Método de Bradford: (Bradford, M. Anal. Biochem., 72:248, 1976) o Metodo

LOWRY et al.,, (1951). Se basa en el cambio de color del colorante en respuesta a
diferentes concentraciones de proteinas, Para la determinacién se realiza una curva
estandar con seroalbumina de bovino (BSA) y se lee la absorbancia a 750 nm.

Identificacion Proteinas por electroforesis:
Se basa en el uso de sistemas discontinuos en geles en presencia de SDS, para separar

las proteinas con una masa molecular relativa no menor de 10 KD.

Dicha metodologia se aplicada con el objetivo de identificar si las proteinas de las
especies vegetales presentan pesos moleculares similares a los estandares utilizados en
la industria para la elaboraciéon de quesos. Con estos resultados se puede evidenciar cual
es el nivel de las proteinas encontradas y si estas son cercanas a las proteinas usadas
comunmente para coagular leche.

12
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e principales problemas metodolégicos enfrentados

En relacién a las metodologias analiticas aplicadas en este proyecto, no existié dificultad
en llevarla a cabo. Puesto que los protocolos de trabajo fueron definidos desde el
comienzo del proyecto.

Aun asi, hubo problemas durante las pruebas experimentales de coagulacién y
elaboracion del queso. Las cuales fueron:

- Baja actividad proteica de los extractos obtenidos.

- No obtencioén de la cuajada.

- Interferencias entre cuajo sintético y cuajo vegetal.

- La no disgregacién completa del cuajo vegetal liofilizado en la etapa final de
elaboracién del queso.

Para todos los problemas encontrados, se buscaron soluciones a nivel experimental y de
laboratorio, respaldando cada problema enfrentado con una revisidn bibliografica y
antecedentes otorgados por investigadores e instituciones a nivel nacional.

e adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucién del proyecto, y
razones que explican las discrepancias con la metodologia originaimente
propuesta

Se adaptaron metodologias analiticas en cuanto a obtener resultados 6ptimos por especie
vegetal; extracciones enzimaticas, determinaciones proteicas (ANEXO 4).

Se adaptaron metodologias experimentales y se buscaron nuevas alternativas con la
finalidad de obtener el producto esperado.

a) Se utilizd una mezcla de cuajo estandar (sintético) con cuajo vegetal en una etapa
inicial; agregandose directamente a la leche en diferentes concentraciones y porcentajes
de composicion. El objetivo de este ensayo fue el de evidenciar cambios a nivel
organoléptico, que fueran diferentes a los encontrados en un queso elaborado con cuajo
estandar (ANEXO 10). De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas
experimentales no se logré una coagulaciéon éptima para formar el queso, debido a la
baja concentracion de proteinas en comparacion al afio 2014, fenémeno que potencia
debido a la inhibicion de las proteinas por parte de los compuestos mencionados
anteriormente (producto del estrés ambiental)

13
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b) Se utiliz6 el extracto liofilizado como aditivo, agregado en la etapa final del proceso
(queso ya elaborado a partir de cuajo estandar), con el objetivo de potenciar los sabores y
aromas del queso resultante. El resultado de este ensayo evidencié que este extracto no
se logra integrar con el cuajo sintético de manera homogénea a la pasta ya formada, por
ende, afecta la textura y apariencia obtenida del queso.

descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera que sea
facil su comprension y replicabilidad.

Las metodologias utilizadas a nivel de laboratorio tuvieron relacion a:

Liofilizacion:

El material vegetal seleccionado es pesado y almacenado en bosas plasticas.

Una vez distribuidos en las bolsas plasticas es congelado.

Una vez congelados se distribuyen de manera uniforme en las bandejas del
liofilizador.

Se verificar que la bomba del liofilizador este encendida.

Se verificar que la manguera de salida de liquidos se encuentre tapada.

Una vez verificados todos los compartimentos encender el equipo (POWER - ON)
posteriormente oprimir (START).

Dejar en funcionamiento el equipo por 48 horas o hasta que el material vegetal no
se observe congelado.

Una vez finalizada la liofilizacion, el material vegetal es guardado en desecadores
con silica gel para evitar la captaciéon de humedad ambiental.

Protocolos extracciones enzimaticas

Preparar Acetato de Sodio 0,01M ph 5,5.

Codificar tubos falcon, todas las muestras se realizan por duplicado

Pesar 2 gramos de la muestra.

Macerar en mortero 2 gramos de muestra mas acetato de sodio hasta que la
muestra esté totalmente molida.

Vaciar a tubo falcon y completar con acetato de sodio hasta 45 ml.

Colocar las muestras en agitador por 12 horas a 100 rpm con gel pack.
Mantener las muestras en hielo hasta bajar entre 4 - 10°C.

Al dia siguiente filtrar la muestra con gaza o filtros Whatmann en un nuevo tubo
falcon.

Centrifugar por 15 minutos a una temperatura de 4°C a 9000 rpm.

Rescatar el sobrenadante para obtener del extracto enzimatico purificado.
Importante mantener el extracto a temperaturas de refrigeracion.
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Protocolo de Pruebas experimentales de Coagulacion

Tomar 1 ml del sobrenadante y agregar un tubo de vidrio que contenga 5ml de
leche a 30°C.

Dejar incubar la muestra a 35°C por 12 horas y observar si el extracto logré
coagular la leche.

Medicion de la fuerza de cuajo del extracto enzimatico.

Se toman 500 mL de leche cruda

Se ajusta el pH de la leche a pH 5,5 con adicién de HCL 1N.

Se calienta a 30 - 31°C.

Se toman 100 mL de leche a 30°C, pH 5,5 y se colocan en el tarro con el orificio
inferior tapado.

Se agregan 5 mL de cuajo y se agita la leche.

Se deja escurrir la leche por el orificio hasta que el goteo se detenga

Se toma el tiempo (en segundos) desde que se comienza a agregar el cuajo
hasta que se detiene el goteo.

Protocolo Determinacion de proteinas por Kejeldalh. Segun lo descrito en A.O.A.C.
Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.

Se pesan de 200 a 500 mg de material vegetal picado o molido y se depositan en
el tubo digestor

Se agregan 1 pastilla catalizadora y 20 ml de acido sulfurico concentrado y se
agita cuidadosamente

Colocar en el digestor que debe estar a lo menos a 80°C y digerir la muestra a
350°C por 90 minutos extrayendo constantemente los gases producidos

Enfriar a temperatura ambiente y agregar 40 ml de agua destilada al tubo digestor
Agregar 60 ml de NaOH al 32% y conectar al destilador

Recibir el destilado en 50 ml de acido boérico al 4% que se le ha adicionado 0,2 mi
del indicador kjeldahl (hasta un volumen de destilado de 200 ml

Titular el destilado con soluciéon HCI 0,1N hasta viraje de color del indicador (de
azul a rosaceo)

El contenido de proteina se obtiene con la siguiente formula:

(%)Proteinas = (V (ml) HCI - 0,1- 1400 - 6,25 ) / peso de la muestra (mg)
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Protocolo determinacion de proteinas por Bradford

Se miden 0,6 ml del extracto enzimatico. Para la curva de calibracion se utiliza una
solucién patron Seroalbimina de bovino (BSA) 2 mg/mil.

Agregar a tubos de ensayo soluciéon BSA en cantidades de 10, 20, 30, 40, 50, y 60
ul (20, 40, 60, 80, 100 y 120 pg de proteina) y completar con agua destilada hasta
completar 0,6 ml.

Se agrega a cada tubo 3 ml de solucién C y se deja a temperatura ambiente por 10
minutos.

Se agrega 0,3 ml de la solucién E.

Dejar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Medir absorbancia a 750 nm.

Blanco: 0,6 mL de buffer.

Protocolo Identificacion Proteinas por electroforesis

Todo el procedimiento requiere el uso de guantes a fin de evitar la degradacién de
las moléculas por la accién de las proteasas presentes en la mano.

Preparar el gel separador y dejar gelificar por al menos 1 hora y luego preparar el
gel espaciador. Montar el sistema. Hacer precorrida a 50v por 10 minutos.

Colocar 25 pl de las muestras del extracto enzimatico vegetal y 10 pl de los
estandares de peso molecular, agregar buffer electrodos y conectar a la fuente de
poder a 200v y 400mA.

Dejar hasta que el frente idnico llegue 1cm antes de la parte inferior de la placa,
aproximadamente 90 minutos.

Sacar el gel del vidrio. Tedir y Fijar por 2 horas.
Decolorar por 12 horas.
Medir la migracién de las bandas con pie de metro.
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3. Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas para la consecuciéon de los
objetivos, comparacion con las programadas, y razones que explican las
discrepancias.

Todas las actividades que se describen a continuacion, son aquellas descritas en el plan
operativo inicial

Actividad 1.

Revision Bibliografica: Esta actividad fue programada y realizada durante el inicio del
proyecto, la cual se encuentra registrada en el informe técnico nimero 1; actividad
realizada por investigadora Dra. Verénica Garcia de departamento de Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Santiago de Chile, donde se revisé los tipos de cuajos
existentes en Chile y el mundo, las especies de flores de bosque nativo chileno y los
protocolos de preparacion de cuajos vegetales. Ademas, se realizaron revisiones
bibliograficas en cuanto a la determinacion de Peso Molecular de los extractos obtenidos
y factores climaticos asociados a la concentracién de proteinas presentes en las especies
vegetales (ANEXO 13).

Actividad 2.

Elaboraciéon Planes de Manejo para Productos Forestales No Maderables (para
recolectores): Esta actividad fue Programada y Realizada de acuerdo al plan operativo, en
un comienzo se planteo elaborar un plan de manejo para productos forestales no
maderables, el cual no se consider6é necesario implementar, puesto que, dentro de las 9
especies que se consideraron en el estudio, ninguna de ellas esta en la categoria de
“peligro de extincién”. Teniendo en cuenta ademas, que se trata de un procedimiento no
invasivo, ya que las cantidades que se recolectaron de tallo, hoja y flor de cada especie
son muy pequefias. A modo de reemplazo de dicho plan de manejo, y con el propdsito de
intervenir lo menos posible el ambiente en el cual crecen las especies que se
recolectaran, es que se realizdé un protocolo de recoleccion y de capacitacion para las
personas que estaran en terreno (ANEXO 2a).

Actividad 3

Formacion de recolectores: Esta actividad fue programada y realizada, considerando que
la correcta recoleccion de las especies vegetales es critico, y su calidad uno de los
factores mas importantes del estudio, es que se ide6é una estrategia de ensefianza y de
transferencia de conocimientos hacia las personas encargadas de llevar a cabo esta
tarea. Para esto, se confecciond material expositivo, en dicho material se resumié cada
uno de los aspectos técnicos y a tener en cuenta en la recoleccion (ANEXO 2c).
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Actividad 4.

Implementacién planta Lactea: Esta actividad fue programada y realizada. Para resultados
a nivel de laboratorio, experimental y obtener el producto esperado, se implement6 la
Planta Piloto Lactea de CEUS Llanquihue de la Universidad de Santiago de Chile, esta
implementacién consisti6 en adquirir equipos fundamentales para la realizacion de
actividades planteadas, los principales equipos adquiridos fueron: Liofilizador, centrifuga,
tina quesera, prensa, sala de maduracion (ANEXO 11).

Actividad 5.

Recoleccion material vegetal: Esta actividad fue programada y realizada. De acuerdo a las
reuniones sostenidas con los encargados de PRODESAL, Fomento productivo y con los
recolectores de cada una de las comunas, la recoleccion del material vegetal fue realizada
en la estaciéon de primavera para los afios 2014 y 2015 (ANEXO 2b).

Las especies recolectadas en primavera 2014, en las comunas de Frutillar, Fresia y los
Muermos fueron:

- Maqui (Aristotelia chilensis)
Mosqueta (rosa rubiginosa L.)
Maitén (Maytenus boaria)

Pelu (Sophora microphyllia)
Zarzaparrilla (Ribes magellanicum)
Matico (Buddleja globosa)

Ulmo (Eucryphia cordifolia)

Meli (Amomyrtus meli)

Nalca (Gunnera tinctoria)
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Se recolectaron las siguientes especies en primavera 2015

" Comuna de Fresia  Comuna de los Muermos s Comuna de Frutillar

Flor de maitén Flor zarzaparrilla Flor matico
Flor de pelu Hoja zarzaparrilla Hoja matico
Hoja de pelu Hojas de matico Hoja maitén
Flor zarzaparrilla Flor nalca Flor maitén
Hoja zarzaparrilla Tallo de naica

Flor matico

Hoja matico

El seguimiento de la recoleccion fue muy especifico y localizado, puesto que el periodo de
floracion de una especie puede verse acortado drasticamente producto de las condiciones
climaticas; de modo que era fundamental contar con el conocimiento de los habitantes de
cada una de las localidades, mas aun, teniendo en cuenta que a pesar de la cercania que
presentan estas comunas pueden llegar a tener condiciones de temperatura y
precipitaciones distintas.

Actividad 6.

Congelacion vy liofilizacion material vegetal: Esta actividad fue programada y realizada. En
la industria alimentaria se llevan a cabo diversos métodos de conservacion de alimentos
con el fin de preservarlos por tiempos prolongados. En este estudio para lograr este
objetivo, y asegurarnos de que nuestro material vegetal a la hora de ser estudiado esté en
perfectas condiciones, es que hemos optado por el método de la congelacion, el cual
retrasa el deterioro de los alimentos y evita que se desarrollen microorganismos
patégenos y por un método alternativo de deshidratacion llamado liofilizacion, proceso en
el cual el agua del alimento es extraida mediante sublimacién; de manera que el agua del
material vegetal sea eliminada pasando directamente desde el estado sélido al gaseoso
sin pasar por el estado liquido, evitdandose asi los problemas de endurecimiento de la piel
y el dafio celular interno.

Se liofiliz6 la mayor parte de cada especie vegetales por cada una de sus partes, el resto
se mantuvo en condiciones de congelacion hasta su analisis en el laboratorio (ANEXO 3).
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Actividad 7.

Extraccion enzimatica del material vegetal y prueba de cuajo: Esta actividad fue
programada y realizada Se realizaron extracciones enzimaticas de acuerdo lo dispuesto
en el anexo 4, donde, después de una extensa revision bibliografica se adapt6 el
protocolo de extraccion que finalmente fue el que se desarrollé para el presente estudio.
Se realizaron extracciones enzimaticas tanto para especies vegetales congeladas y
liofilizadas.

Para tener un producto comparativo, los extractos obtenidos se sometieron a dialisis
(ANEXO 4). La dialisis fue usada para separar las moléculas grandes de las pequefnas y
se basa en el hecho de que la membrana semipermeable permite pasar pequefias
moléculas a través de ella, pero previene el paso de las moléculas grandes. De esta
forma se concentraran las moléculas que son de nuestro interés.

La actividad enzimatica del cuajo hace que la leche coagule en un gel sélido conocido
como coagulo. Por lo que para las primeras pruebas realizadas con el material vegetal
recolectado en la primavera de 2014 fue de vital importancia, ya que permitié en primer
lugar, identificar si algunas de las plantas seleccionadas para el proyecto tenian dicha
capacidad (formar coagulo). De acuerdo a los resultados obtenidos (recoleccién 2014), el
55,56% de las especies son potenciales alternativas de producir cuajo y en segundo
lugar, generd el conocimiento suficiente como para poder discriminar con cual de ellas
son potenciales cuajos vegetales en funcion de su fuerza de accion.

Para las especies recolectadas en 2015, se sometieron a extracciones enzimaticas y a
pruebas de coagulacion lactea siguiendo el protocolo descrito (ANEXO 4 y 5), donde en
este periodo, no se obtuvieron los mismos resultados, es decir, solo se observé una
desestabilizacion de la leche de las especies zarzaparrilla, peli y matico, siendo incapaz
el extracto liquido y liofilizado de formar el coagulo.

Actividad 8.

Andlisis laboratorio material vegetal: Esta actividad fue programada y realizada. Se
realizaron determinaciones analiticas de proteina bruta segin el método Kjeldalh en las
especies vegetales como también en sus extractos, que son los cuales, interactiian con la
leche para conseguir la coagulacion lactea del periodo de recoleccion primavera 2014 y
2015,. Este método consiste en la destruccion de la materia organica con acido sulfurico
concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido de sodio libera
amoniaco. Segun lo descrito en A.O.A.C. Official Methods of Analysis 13 th Edition, 1984.

Los resultados obtenidos de las especies recolectadas en primavera 2015 fueron
significativamente mas bajos que los reportados en las determinaciones analiticas del
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material vegetal recolectado durante la primavera 2014 (ANEXO 7), ademas, segun otras
determinaciones realizadas tampoco es posible identificar la presencia de proteinas
durante la electroforesis (ANEXO 9).

En cuanto a la concentracién de proteina bruta encontrada en el extracto vegetal, existe
una baja significativa en las muestras del afio 2015 en comparacion con muestras
extraidas en el afio 2014, donde estas disminuyeron en todos los casos hasta en un
100%.

. Proteina Bruta - Extractos Vegetales

= Matico Flor
=== Matico Hoja

g/100 ml
»

=== Pell Flor

———Pell Hoja

~——Zarzaparrilla Flor
Zarzaparrilla Hoja

Proteina bruta 2014 Proteina bruta 2015

Esta baja se debi6 a las condiciones climaticas que afectaron la zona durante el periodo
previo a la recoleccion, segun lo informado por el boletin agrometeorolégico de INIA, la
regién presentdé prolongadas sequias durante el periodo estival (fines del afo 2014 y
primer trimestre del 2015) y heladas durante la primavera 2015, lo que llevo a adelantar la
floracién y a la vez, esta se vio expuesta a una situacion de estrés (ANEXO 12y 13).

Se identificaron proteinas por electroforesis de los extractos de especies vegetales para
las recolecciones realizada en el afno 2015. La metodologia aplicada se describe en el
anexo 6. Uno de los métodos de electroforesis mas cominmente aplicado para proteinas
es el que emplea geles de poliacrilamida (PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis) en
presencia del detergente anidnico dodecilsulfato sédico (SDS). Esta técnica es conocida
como SDS-PAGE. Para ello se prepara un gel en placa vertical.

Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resolucién y versatilidad, y
sirven como método de separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas

y otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza (Garcia, 2000).

Segun los resultados obtenidos (ANEXO 9) y segun los patrones con los cuales los
extractos fueron comparados (Ovoalbumina, tripsina y Citocromo C), no se observaron

21



Fundacién para la
Innovacion Agraria
————

proteinas en las bandas utilizadas en la electroforesis. Esto se debe a la baja presencia
de proteina bruta encontrada en los extractos obtenidos, y por ende, no existe presencia
de proteinas capaces de romper los enlaces entre los aminoacidos fenilalanina y
metionina (Fen-105 y Met 106) presentes en la k-caseina,

Actividad 9.

Pruebas experimentales elaboracién de quesos: Esta actividad fue programada y
realizada. Para llevar a cabo esta actividad, primero se realizaron curvas de calibracién de
los extractos en diferentes concentraciones y porcentajes (ANEXO 10). Para
posteriormente ser aplicados a nivel experimental.

Los volimenes ensayados para realizar la curva de calibracién fueron los siguientes.

- Leche con un 50% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 65% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 75% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 80% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche control con 100% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.

Resultados curva de calibracion:

"Leche+50% de cuajo smtétlco o s i W fecto

Leche + 65% de cuajo sintético Sin efecto
Leche + 75% de cuajo sintético Sin efecto
Leche + 80% de cuajo sintético Sin efecto
Leche + 100% de cuajo sintético (0,08 ml) (Control) Efecto

Se realiz6é una curva de calibraciéon desarrollada a partir de extracto vegetal para especies
recolectadas en primavera 2014 y 2015.

Los ensayos se realizaron en condiciones que simulan la elaboracién de queso; por lo que
se llevaron a cabo en un bafio maria. La cantidad de cuajo vegetal fue adicionado sobre
500 ml de leche, la cual presentaba una temperatura de 33°C. La materia prima mas el
cuajo vegetal fue dejada en reposo por un tiempo de 40 min.
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Muestra vegetal 2015 Caritidad de cuajo Efecto
: grs)

Matico 1,5 Sin efecto

Matico 2,5 Sin efecto

Peld 1,5 Sin efecto

Pela 25 Sin efecto

Matico + Peld 5 Sin efecto

Leche + 100% de cuajo 0,08 ml (80 ul) Efecto

sintético (Control)

Cantidad de cuajo utilizado (grs) Efecto

Pelt 1,0 ' Sin efecto
Pela _ 2,2 Sin efecto
Zarzaparrilla 1,0 Sin efecto
Zarzaparrilla 2,0 Sin efecto
Peld + Zarzaparrilla 4,6 Sin efecto
Leche + 100% de cuajo 0,08 ml (80 ul) Efecto
(Control)

Se desarrollé una curva de calibracién utilizando un mix de cuajo vegetal mas cuajo
sintético.

Muestra vegetal 2015 Cantidad de cuajo  Efecto
vegetal y sintético
utilizado (grs/ml)
Matico + Cuajo sintético 75% 3,0 + 60ul Sin efecto
Matico + Cuajo sintético 80% 2,0+ 64 ul Sin efecto
Pella + Cuajo sintético 75% 2,0 + 60ul Sin efecto
Pella + Cuajo sintético 80% ~ 20+64ul Sin efecto
Matico + Pela + Cuajo sintético 80% 4,8 + 64 ul Sin efecto
Leche + 100% de cuajo sintético 0,08 ml (80 ul) Efecto
(Control)

Pese a no lograr formar el coagulo para la elaboracion de quesos; se buscaron
alternativas dentro de las cuales se contempl6 la realizaciéon de pruebas experimentales.
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a) Se utiliz6 una mezcla de cuajo estandar con cuajo vegetal en una etapa inicial;
agregandose directamente a la leche en diferentes concentraciones y porcentajes de
composicion. El objetivo de este ensayo fue el de evidenciar cambios a nivel
organoléptico, que fueran diferentes a los encontrados en un queso elaborado con cuajo
estandar. Cabe mencionar que se uso cuajo de cardo recolectado en la localidad de
concepcion para ser usado como control (ANEXO 10).

Leche cuajo sintético al 100% Efecto

Leche cuajo vegetal liquido Sin efecto
Leche cuajo vegetal liofilizado en Sin efecto

diferentes concentraciones
(0,5¢; 0,8g; 19)

Leche Cardo Sin efecto
Leche cuajo sintético al 100% + cuajo Sin efecto
vegetal en diferentes
concentraciones
Leche+ cuajo sintético Efecto
buffer

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas experimentales no se logré una
coagulacion éptima para formar el queso, debido a la inhibicién de las proteinas por parte
de los compuestos mencionados anteriormente.

b) Se utiliz6 el extracto liofiizado como aditivo, agregado en la etapa final del proceso
(queso ya elaborado a partir de cuajo estandar), con el objetivo de potenciar los sabores y
aromas del queso resultante. El resultado de este ensayo evidencié que este extracto no
se logra integrar de manera homogénea a la pasta ya formada, por ende, afecta la textura
y apariencia obtenida del queso (ANEXO 10).

Pese a que la actividad fue programada y realizada, no se pudieron obtener los resultados
esperados debido a la baja concentracién proteica de las especies recolectadas durante
la primavera 2014 (ANEXO 12Y 13).

Actividad 10. Revisién Bibliografica

Se realizé una revision bibliografica con la final de recabar antecedentes sobre los
factores que influyen en la baja de proteinas encontrada el material vegetal recolectado
durante la primavera 2015 “Factores climaticos que inciden en la disminucién de proteinas
de las especies vegetales e Inhibicién proteica compuestos propios de las plantas
(ANEXO 12y 13).
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4. Resultados del proyecto:

Resultados experimentales analiticos periodo recoleccion 2014

Una vez recolectadas las especies vegetales, se procedié a realizar las pruebas de
coagulacién con los extractos obtenidos por comuna.

Especie Parte Coagulacion | Comuna/Coagulacion

1 maqui Flor No Fresia/ no
(Aristotelia chilensis) Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

2 mosqueta Flor no Fresia/ no
(rosa rubiginosa L.) Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

3 maitén Flor si Fresia / si
(Maytenus boaria) Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas no Fresia/ no
Los Muermos /no
Frutillar /no

4 peld Flor si Fresia / si
(Sophora microphylia) Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo no Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas si Fresia / si
Los Muermos /no
Frutillar /no
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5 zarzaparrilla Flor si

Fresia / si

(Ribes magellanicum)

Los Muermos /si
Frutillar /no

tallo

no

Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas

si

Fresia / si
Los Muermos /si
Frutillar /no

matico
(Buddleja globosa)

Flor

si

Fresia / si
Los Muermos /no
Frutillar /si

tallo

no

Fresia/ no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas

si

Fresia / si
Los Muermos /si
Frutillar /no

ulmo
(Eucryphia cordifolia)

Flor

no

Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo

no

Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas

no

Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

meli
(Amomyrtus meli)

Flor

no

Fresia/ no
Los Muermos /no
Frutillar /no

tallo

no

Fresia / no
Los Muermos /no
Frutillar /no

hojas

no

Fresia/ no
Los Muermos /no
Frutillar /no

nalca
(Gunnera tinctoria)

Flor

no

Fresia/ no
Los Muermos /si
Frutillar /no

tallo

no

Fresia / no
Los Muermos / si
Frutillar /no

hojas

no

Fresia/ no
Los Muermos /no
Frutillar /no
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Tras las pruebas de coagulacién, el 55,56% de las especies son potenciales alternativas
de producir cuajo (Maitén, Matico, Nalca, Pelu y Zarzaparrilla). Considerando como un
resultado exitoso para el periodo de recoleccién 2014, ademas, se vio como una gran
oportunidad de innovacién y exclusividad en la elaboracion de quesos con denominacion
de origen, puesto que se superd satisfactoriamente las expectativas planteadas
inicialmente.

Las 9 especies fueron analizadas en flor, tallo y hoja, obteniendo como disefio
experimental un total de 63 muestras, de las cuales 13 de ellas coagularon.

Determinacion de Proteina bruta por especie que dio positiva a la coagulacion lactea.

Los Muermos.

Especie Parte Proteina bruta
(g/100g)

Matico Hoja 13,1

Nalca Flor 13,75

Nalca Tallo 2,6

Zarzaparrilla Flor 17,82

Zarzaparrilla Hoja 16,19

Fresia.

Especie Parte Proteina bruta
; (9/100g)

Maitén Flor 11,84

Matico ~ Flor 4,5

Matico Hoja 58

Pelud Flor 21,72

Peld Hoja | 16,29

Zarzaparrilla Flor 18,47

Zarzaparrilla Hoja 13,79
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Especie Parte "~ Proteina bruta |
. (groog)
Matico For - (44

* La determinacion de proteina bruta se realizé mediante la metodologia Kjeldalh descrita
anteriormente.

Grafico. Concentracion proteinas brutas segun comuna y parte de la especie vegetal
(2014)

o Proteina Bruta en especies vegetales
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W Zarzaparrilla Fresia Flor
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B Zarzaparrilla Muermos Hoja
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= Zarzaparrilla Fresia Hoja
B Nalca Muermos Flor
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Segun los resultados de proteina bruta obtenidos, después de dar positiva la coagulacién
de la leche, podemos observar que la concentracion de proteinas no solo depende de la
parte de la especie vegetal de la cual fue analizada, sino que también de la comuna en la
cual fue recolectada, siendo en la comuna de Fresia las especies que dieron mayor
concentracion de proteinas.

Ademas de cuantificar proteina bruta en cada especie vegetal, es indispensable
cuantificar también las proteinas presentes en los extractos enzimaticos obtenidos, ya que
son estos los que interfieren directamente con la materia prima “leche” para formar a
cuajada.
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Cuantificacién el % de proteinas del material vegetal en el extracto

Los Muermos.

Especie Parte Proteina en
extracto (%)
Matico Hoja 1,3
Nalca Flor 2,5
Nalca Tallo | 1.2
Zarzaparrilla Flor 5,5
Zarzaparrilla Hoja 28
Fresia.
Especie Parte Proteina en
extracto (%)
Maitén _Flor | 1,8
Matico Flor 1,0
Matico Hoja g% ¢
Peld Flor 1.2
Pela Hoja 74
Zarzaparrilla  Flor , 5,6
Zarzaparrilla Hoja 13,1
Frutillar. 7
Especie Parte Proteina en

extracto (%)
Matico Flor 1,1
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Grafico. Concentracion proteinas brutas en extractos segun comuna y parte de la especie
vegetal (2014).
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Segun los resultados de proteina bruta de los extractos vegetales, podemos observar que
los extractos provenientes de las especies vegetales recolectadas en la comuna de Fresia
dieron mayor concentracion de proteinas, siendo el peld y zarzaparrilla las principales
especies vegetales que contienen proteinas potenciales formadoras de cuajo vegetal.

Resultados experimentales analiticos periodo recoleccion 2015

Para el periodo de recoleccién en primavera 2015, se recolectaron solo las especies que
dieron coagulacion positiva en el periodo anterior.

Los Muermos.

Especie ~~ Parte | Coagulacién
Matico ~ Hoja =~ Negativa
‘Nalca  Flor  Negativa
Nalca ~ Tallo  Negativa
Zarzaparrilla  Flor  Débil
Zarzaparrilla ‘Hoja ~ Débil
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Fresia.
Especie Parte Coagulacién
Maitén Flor Negativa
Matico Flor Débil
Matico Hoja Débil
Pelu Flor Débil
Peli Hoja Débil
Zarzaparrilla Flor Débil
Zarzaparrilla Hoja Débil
Frutillar.
Especie Parte Coagulacién
Matico Flor Débil

Tras realizar las pruebas de coagulacién de las especies recolectadas durante el periodo
de primavera 2015 (octubre a diciembre) solo las especies matico, pellu y zarzaparrilla
lograron un cambio de consistencia en la leche, no se observdé coagulacién como la
ocurrida en el periodo de floracién anterior. Por lo que, se realizaron todas las
determinaciones analiticas necesarias para evaluar las causas de este hecho, ademas, de
realzar una revision bibliografica de los acontecido.

Determinacion de Proteinas en extracto (gramos de proteina vegetal)

* Todas las determinaciones analiticas se realizaron en las especies recolectadas en la
comuna de Fresia.

Especie Parte Proteina bruta
extractos 2015

Matico ‘Flor 0 i

Matico Hoja 0,04

Pelu Flor nd

Pelu 'Hoja 0,04

Zarzaparrilla Flor 0,15
Zarzaparrilla Hoja 0,02
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Griéfico. Proteina bruta de los extractos vegetales obtenidos de la recolecciéon 2015
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El extracto de la especie vegetal zarzaparrilla fue el que contiene una mayor cantidad de
proteinas en comparacion con los otros extractos, aun asi, la cantidad de proteinas es
insuficiente para formar una cuajada en leche.

Comparacion resultados analiticos recoleccion 2014 — 2015

Especie Parte  Proteina Proteina |% Aumento /
bruta bruta Disminucién
extracto extracto

2014 2015

Matico Flor 1 0 -100,00

Matico ‘Hoja 1,7 004  -9765

Peld ' Flor 7.2 'nd T

Pelu [Hoja (74 0,04 -99,46

Zarzaparrilla Flor 56 015  |[-97,32

Zarzaparrilla Hoja 31 002 9935
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Grafico. Disminucién proteinas brutas en extractos segin comuna y parte de la especie
vegetal (2014 vs 2015).
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La baja concentracion de proteinas tanto en especies vegetal como en extractos
obtenidos de la recoleccion de la primavera 2015 se debié a las condiciones climaticas
que afectaron la zona durante el periodo previo a la recoleccién, segun lo informado por el
boletin agrometeorolégico de INIA, la region presentd prolongadas sequias durante el
periodo estival y heladas durante la primavera 2015, lo que llevo a adelantar la floracion y
a la vez, esta se vio expuesta a una situacion de estrés (ANEXO 12).

Cabe mencionar que CEUS Llanquihue no estudié en forma analitica los factores que se
atribuyen a la baja significativa en proteinas en forrajes y praderas, si otras instituciones
como INIA y Cooprinsem e investigadores Dra. Marta Alfaro y Carlos Lizana .

Identificacion de proteinas por electroforesis

33



Ineovacion Rgrare

44
Segun los resultados obtenidos y segun los patrones con los cuales los extractos fueron
comparados (Ovoalbumina, tripsina y Citocromo C), no se observaron proteinas en las
bandas utilizadas en la electroforesis. Esto se debe a la baja presencia de proteina bruta
encontrada en los extractos obtenidos, y por ende, no existe presencia de proteinas
capaces de romper los enlaces entre los aminoacidos fenilalanina y metionina (Fen-105 y

Met 106) presentes en la x-caseina,

Resultados Pruebas experimentales:

Pese a no lograr formar el coagulo para la elaboracion de quesos. Se buscaron
alternativas dentro de las cuales se contempl6 la realizacién de pruebas experimentales.

a) Utilizacion de un MIX elaborado a partir de cuajo sintético y extracto liquido
obtenido a partir de cuajo vegetal liofilizado.

Se utilizd una mezcla de cuajo estandar con cuajo vegetal en una etapa inicial;
agregandose directamente a la leche en diferentes concentraciones y porcentajes de
composicion. El objetivo de este ensayo fue el de evidenciar cambios a nivel
organoléptico, que fueran diferentes a los encontrados en un queso elaborado con cuajo
estandar (ANEXO 10).

Los ensayos se realizaron en condiciones que simulan la elaboracién de queso; por lo que
se llevaron a cabo en un bafio maria.

Matico + Cuajo 75% 3,0 + 60ul Sin efecto
Matico + Cuajo 80% 2,0+ 64 ul Sin efecto
Pelu + Cuajo 75% 2,0 + 60ul Sin efecto
Pela + Cuajo 80% 2,0+ 64 ul Sin efecto
Matico + Pela + Cuajo 80% 4,8 + 64 ul Sin efecto
Leche + 100% de cuajo 0,08 ml (80 ul) Efecto
(Control)

De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas experimentales no se logré una
coagulacion éptima para formar el queso, debido a la baja concentraciéon de proteinas en
comparacién al afio 2014, fenbmeno que se puede haber potenciado debido a la
inhibicién de las proteinas por parte de los compuestos que se potencian en las plantas
producto del estrés ambiental (taninos, alcaloides y proteasas) (ANEXO 13).
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b) Elaboracién de quesos a nivel experimental utilizando cuajo estandar y extracto
liofilizado

Se utilizé el extracto liofilizado como aditivo, agregado en la etapa final del proceso (queso
ya elaborado a partir de cuajo estandar), con el objetivo de potenciar los sabores y
aromas del queso resultante.

Nombre
1 | Pelt
2 | Matico

3 | Zarzaparrilla

4 | Cardo

de cuajo vegetal y/o sintético utilizado

Leche cuajo sintético al 100% Efecto

Leche cuajo vegetal liquido Sin efecto

Leche cuajo vegetal liofilizado en diferentes Sin efecto
concentraciones (0,5g; 0,8g; 19)

Leche Cuajo de cardo Sin efecto

Leche cuajo sintético al 100% + cuajo vegetal en Sin efecto
diferentes concentraciones

Leche+ buffer cuajo sintético Efecto

El resultado de este ensayo evidencié que este extracto no se logra integrar de manera
homogénea a la pasta ya formada, por ende, afecta la textura y apariencia obtenida del
queso. Solo se logra formar una masa inestable, incapaz de soportar presion para formar
el queso.
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También se realizaron pruebas
adicionando el extracto liofilizado al
final de proceso de elaboracién del
queso, donde, los resultados visuales y
de textura no son atractivos, ya que el
polvo liofiizado es incapaz de
disolverse e integrarse en la masa ya
coagulada.
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5. Fichas técnicas y analisis econémico

En relacion al analisis econémico, los principales costos del “cuajo vegetal’, en la etapa
comercial son:

- Adquisicion del material vegetal
- Costo de proceso industrial (para aislar las proteinas coagulantes)
- Costos de distribucién y comercializacion

Seleccion | Indicador | Descripcion | Formula de | Linea base | Meta del
de del indicador del indicador al
indicador indicador (Cuajo indicador término del
sintético) (Cuajo proyecto
vegetal)
\eritas producciéon
de cuajo
Costos ven?a de
cuajo
Empleo
Numero de
tipos quesos
Variedad | de leche
de bovina
quesos disponible en
el mercado
Chileno.

De acuerdo al cuadro anterior, la perspectiva econémica fue la de producir y vender el
cuajo vegetal al mismo valor del que se encuentra en el mercado, con la finalidad de
competir de manera igualitaria frente a lo que se usa habitualmente para la elaboracién de
quesos.

Perspectivas del rubro:

Leche y productos derivados. La situacién nacional indica una reduccion de 4,5% en la
disponibilidad para procesamiento industrial en el primer semestre de 2015. De acuerdo a
la proyeccion anual que realizaron las autoridades incluyeron la estimacion de una
disminuciéon de la produccion total del afio de un 2,4%; en la recepcion de la industria
lactea mayor una baja cercana a un 4%, y un crecimiento de un 6% para la industria
menor.

Elaboracién de Quesos. Con respecto a lo que ocurre a nivel nacional por parte de la
industria. El boletin publicado durante el mes de Noviembre (periodo enero — Junio 2015
versus el mismo periodo afio 2014), la elaboracion de quesos nacional aumenté en un
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0,5% (de 38.934.020 kg. a 39.147.516 kg). En la Regién de los Lagos en cambio la
elaboracién de queso aumenté desde 11.311.362 kg (enero a mayo 1014) a 12.121.082
kg, lo que equivale a un aumento de 7,16%.

Consumo per capita. La regiéon de los Lagos recepciona el 44,24% de leche a nivel
nacional y a pesar de que el consumo de quesos per capita en Chile ha aumentado en un
67% en los ultimos cinco afnos (9,1 kg per capita) (ODEPA, 2014), y que en la Regioén de
Los Lagos se produce el 30,4% de quesos de la producciéon nacional (ODEPA, 2015),
predominan los tipos Gouda, que ocupan el primer lugar en el mercado. Los siguen los
llamados quesos chanco, que corresponden al producto nacional y que presenta grandes
variaciones de color, composiciéon y humedad

Consumo per capita de quesos (kg/habitante/afio)
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Tipos de quesos producidos en Chile

% Solo dos tipos de quesos dominan el mercado (tipos Gouda y Chanco)
% Solo el tipo chanco se le podria llamar un queso chileno.

o
*

<,
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1% 3%

= GOUDA
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En el pais se producen y comercializan distintos tipos de quesos, pero predominan los
tipos gouda o gauda, que ocupan el primer lugar en el mercado. Los siguen los llamados
quesos chanco, que corresponden al producto nacional que se ha consumido

tradicionalmente en el pais y que presenta grandes variaciones de color, composicion y
humedad.

Producto final a partir de cuajo vegetal. A nivel nacional no se observan datos oficiales
por parte de la industria, con respecto a la utilizacién de cuajos vegetales en la
elaboracién de quesos; lo cual no asegura el que no se estén desarrollando de manera
particular o independiente pruebas o ensayos en los cuales se utilizan dichas enzimas
extraidas de material vegetal (En Casablanca se utiliza leche cruda de oveja, sin
pasteurizar, y cuajo vegetal de pestilios de cardo silvestre).

En relacion al comercio exterior (exportaciones e importaciones) tampoco se refleja la
incorporacién al mercado de cuajos vegetales producidos en otras latitudes.

Gréfico N° 8: Importaciones de quesos por variedades
Enero - diciembre 2015
Tonoladas 28.172

Psma::anc Los demas Fresco

Fuente: Odepa.

Gréfico N° 18. Exportaciones de quesos por variedades
Enero -diciembre 2015
Toneladas 5.497,2

Quesos, los demas
0% Oftros

Quesos frescos
3%

Gouda y del tipo
gouda
Fuente: Odepa. 97%
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Las proyecciones del crecimiento en la industria lactea, principalmente quesera
dependeran, evidentemente, de condiciones politicas y de mercado, asi como del forraje
(disponibilidad, calidad, concentracién proteica) y de la leche. No se puede obviar el
efecto sobre la produccién que tendra el uso de praderas, las cuales se ven directamente
afectadas por el cambio climatico instaurado en nuestra Region.

6. Problemas enfrentados durante la ejecucién proyecto:
Dentro de los problemas asociados a la ejecucién técnica, podemos mencionar:

a) Los cambios en el entorno ocurridos durante el periodo 2014-2015 con respecto a la
baja concentracion proteica de las especies en estudio.

Precipitaciones y temperatura

Las lluvias de abril, reforzadas en mayo y continuadas en junio, sumadas a buenas
temperaturas del suelo, permitieron una sorprendente recuperacion de las pasturas, que
durante el sexto mes del afio aportaron volimenes de forraje verde que, junto con forrajes
conservados y otros suplementos, provocaron una mejoria importante en la produccién de
leche(Oficina de Estudios y Politicas Agrarias, 2015).

En cuanto al comportamiento térmico, las temperaturas efectivas de crecimiento del
forraje durante Junio se mantuvieron en rangos cercanos a la media histérica. Respecto a
la prediccién climatica estacional para nuestro pais, segun los pronésticos estacionales de
la DMC, basados en las observaciones de la temperatura superficial del mar en Junio, se
proyectaban precipitaciones para las regiones de Los Rios y de Los Lagos por sobre lo
normal para los tres meses siguientes.

En general, se produjo una normalizacién paulatina de las precipitaciones desde Bio Bio
al sur, lo que permitié un alivio a los productores lecheros, ya que, al disponer de recursos
forrajeros, se priorizé en el corto plazo el consumo de praderas y se postergé la utilizaciéon
de forraje conservado, disminuyendo el riesgo de agotamiento de los inventarios
forrajeros, los cuales se habian consumido parcialmente en forma prematura, producto de
la condicion restrictiva del verano(Oficina de Estudios y Politicas Agrarias, 2015).

Fenémenos climaticos especificos en el mes (Octubre) de inicio de la floraciéon. Segun el
Centro de Predicciones Climaticas (CPC) y el Centro Internacional para la Investigacion
del Fendémeno de El Nifio (CIIFEN), durante el mes de octubre, periodo en que comienza
el periodo de floracion de las especies estudiadas, las anomalias de las temperaturas de
la superficie oceanica se encontraron sobre lo normal a través del Océano Pacifico central
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y oriental. En general los indices de El Nifio aumentaron. En general, las condiciones
atmosféricas y oceanicas indicaron un fenomeno de El Nifo fortalecido. De esta manera
para los préoximos meses del afio 2015, el Océano Pacifico tropical mantuvo temperaturas
sobre lo normal; advirtiéndose que el fenémeno de El Nifio alcanzara su maximo durante
el verano 2015-16, y una probabilidad de debilitamiento gradual, anticipando la transicion
a un ENSO neutral recién a fines del otofio o inicio del invierno del afio 2016 (Ministerio de
Agricultura, 2015).

Regién de Los Lagos: precipitaciones y temperaturas especificas en inicio de la floracion
(Octubre). Las precipitaciones registradas en el mes de octubre en la provincia de Osorno,
periodo en el cual comienza la floracién de las especies vegetales seleccionadas, se
presentaron similar al mes de Septiembre con un importante déficit respecto a los
promedios histéricos, el nivel de déficit meteorolégico alcanzé a un 49,9% en Remehue
(Osorno), un 48,0% en La Pampa (Purranque), un 26,3% en Octay (Puerto Octay) y de un
43,5% en el Desagie Rupanco (Puyehue). La temperatura media que se registré en el
mes de octubre en Remehue fue de 9,8°C, con una diferencia de 0,9°C mas baja que el
promedio normal que es 10,7°C. Las precipitaciones en la provincia de Llanquihue
durante el mes de octubre registraron también un importante déficit, con un déficit
meteorolégico en Quilanto (Frutillar) de 35,5%, en Colegual (Llanquihue) de 42,7%, en
Polizones (Fresia) de 36,7%, en Los Canelos (Los Muermos) de 45,9% y en Ensenada
(Puerto Varas) de 36,7%(Ministerio de Agricultura, 2015).

Erupcién Volcan Calbuco. De acuerdo a lo entregado por el Ministerio de Agricultura y
en relacién a la situacién del volcan Calbuco, la presencia de fluoruro, selenio, y azufre
contenido en las cenizas luego de un proceso eruptivo causa efectos principalmente a
nivel del consumo de forraje yagua con cenizas, asi como también la caida misma de esta
sobre los animales se puede volver daiino para los distintos tipos de ganado; siendo las
vacas uno de los grupos mas afectados; También son amenazados los accesos al agua,
las praderas (dependiendo de su composicion de fertilizad al momento de la erupcion),
vegetacion y especies vegetales de la zona (incluyendo las que forman parte de este
estudio). Las plantas estudiadas, de acuerdo a esto han sufrido una clara situaciéon de
estrés en comparacion a lo que se reportd en el informe técnico anterior (que incluia el
periodo de floracién 2014).

Comportamiento climatico general- Sequia 2014-2015.Durante el primer semestre de
2015 se mantuvo un importante déficit de produccién, a raiz de la sequia de finales de
2014 y el verano de 2015. En marzo 2015 se habia alcanzado una baja de 13,5% en la
venta de leche a las industrias, que se redujo a 10,4% en abril y a 3,7% en mayo.

En términos generales, en el sector de Osorno y de las comunas de la regién de Los
Lagos, el comportamiento climatico, medido a través de la acumulacién normal de
precipitaciones (Mayo y Junio), debié estar sobre 350 mm, pero la precipitacion real
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acumulada fue de 250 mm. Lo anterior de acuerdo a lo reportado por las autoridades,
implicé una condicion de subnormalidad, que no es critica para la época del afio
(Direccion Meteorologica de Chile -DMC- y el Instituto de Investigaciones Agropecuarias
—INIA- 2015).

Por la sequia registrada produjo una pérdida de la calidad en la pradera, queda
demostrada principalmente en el bajo nivel de proteina y digestibilidad que
presenta, lo que también afecta el consumo y el aprovechamiento del forraje ingerido por
la vaca. Esto, a su vez, genera que la digestibilidad del forraje se reduzca desde 65% o
mas a niveles cercanos al 50%. Si bien, esto parece un cambio menor, en realidad
significa un gran impacto en la capacidad de consumo del ganado, pues hace que
disminuya en mas de 24 horas la velocidad de paso del alimento por el tracto digestivo. El
resultado inevitable es la pérdida de peso y una significativa baja en la producciéon de
leche en el caso de las vacas lactantes (Revista Campo, febrero 2015).

Existen estudios relacionados con la disminucién de la concentracion de proteinas en
praderas dependiendo del clima, segun lo expuesto por el informe de Pérez (2010), donde
sefala que el pasto en las praderas ubicadas en regiones con clima calido, presenta
problemas de deficiencia de proteina y energia, y su digestibilidad es baja, lo cual genera
problemas al productor, porque el ganado tiene menor ganancia de peso y produccién de
leche.

b) Problemas experimentales

Durante la ejecucion de las actividades experimentales en cuanto a “Pruebas de
coagulacién y elaboraciéon del queso”. El equipo técnico se enfrenté a los siguientes
problemas:

- Baja actividad proteica de los extractos obtenidos

- No obtencion de la cuajada

- Interferencias entre cuajo sintético y cuajo vegetal

- La no disgregacién completa del cuajo vegetal liofilizado en la etapa final de
elaboracién del queso.

Para todos los problemas encontrados, se buscaron soluciones a nivel experimental y de
laboratorio, respaldando cada problema enfrentado con una revisién bibliografica y
antecedentes otorgados por investigadores e instituciones a nivel nacional.

Se adaptaron metodologias analiticas en cuanto a obtener resultados éptimos por especie
vegetal; extracciones enzimaticas, determinaciones proteicas (ANEXO 4).
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Se adaptaron metodologias experimentales y se buscaron nuevas alternativas con la
finalidad de obtener el producto esperado.

Se utilizé una mezcla de cuajo estandar con cuajo vegetal en una etapa inicial;
agregandose directamente a la leche en diferentes concentraciones y porcentajes de
composiciéon. El objetivo de este ensayo fue el de evidenciar cambios a nivel
organoléptico, que fueran diferentes a los encontrados en un queso elaborado con
cuajo estandar (ANEXO 10). De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas
experimentales no se logré una coagulacioén éptima para formar el queso, debido a la
baja concentracion de proteinas en comparacién al afio 2014, fenémeno que se
puede haber potenciado debido a la inhibicion de las proteinas por parte de los
compuestos mencionados anteriormente (producto del estrés ambiental)

Se utilizé el extracto liofilizado como aditivo, agregado en la etapa final del proceso
(queso ya elaborado a partir de cuajo estandar), con el objetivo de potenciar los
sabores y aromas del queso resultante. El resultado de este ensayo evidencié que
este extracto no se logra integrar de manera homogénea a la pasta ya formada, por
ende, afecta la textura y apariencia obtenida del queso.

c) Presupuestario y administrativo.

Problemas en ejecucion presupuestarios durante el afio 2014 e inicios del afio 2015,
debido a que no se contaba con un profesional contable que tuviera dedicaciéon exclusiva
al proyecto, por lo que se decididé contratar a un profesional para dar apoyo al sistema
presupuestario y administrativo. Lo anterior no consideré modificaciones presupuestarias
en el proyecto, ya que la contratacién realizada fue a honorarios y con recursos de CEUS
Llanquihue de la Universidad de Santiago de Chile.

Se realizaron modificaciones en el equipo de trabajo, donde se reorganizacion funciones;
remplazando al coordinador alterno Sr. Guillermo Seguel por Srta.
Corina Flores quien formé parte desde el inicio del proyecto como
profesional y encargada técnica. Lo anterior, no consider6 modificaciones
presupuestarias.

d) Adquisicién de equipos.

Excesivo tiempo y desgaste asociado a la compra y adquisiciéon de equipos, debido que
las compras se realizan a través del sistema ChileCompra. Todas las compras se
realizaron a través de este medio, pero bajo la modalidad de trato directo con la empresa
seleccionada, de modo que el tiempo de espera asociado se reduce a menos de la mitad
de lo que habitualmente se espera a través de la licitacion tradicional.
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Difusion de los resultados obtenidos:

En el presente proyecto no se realizaron actividades de difusion ya que no se logro
elaborar el producto final.

7. Impactos del proyecto:

Aun cuando el objetivo principal del proyecto no se cumplié y no se logré elaborar quesos
con cuajo vegetal con las especies vegetales recolectadas en primavera 2015, producto
que no tenian cantidad minima de proteina para poder coagular la leche por la sequia
registrada a fines del afio 2014 y primer trimestre del afio 2015. Con los hallazgos
encontrados al inicio del proyecto (datos 2014), sabemos que las especies vegetales
contienen las proteinas necesarias para realizar la coagulaciéon, con esta informacion
sabemos que si se pudo haber cumplido el objetivo del proyecto; la baja cantidad de
proteinas encontradas en las especies vegetales recolectadas en primavera 2015, nos
indican que se debe redireccionar el estudio, segun el tipo de planta, asociadas a las
condiciones climaticas, zona geografica y el tipo de suelo donde se encuentren.

Los resultados obtenidos después de finalizado el proyecto son un aporte al conocimiento
y son la linea base fundamental para encontrar las especies vegetales que contengan las
proteinas necesarias para formar el cuajo vegetal. Este estudio deja abierta la necesidad
de continuar investigando el cambio de composicién quimica presente en las plantas
segun los factores externos que pudiesen intervenir (cambio climatico, estrés, eventos
naturales, etc.) y asi, aumentar las posibilidades en base al conocimiento y hallazgos
adquiridos en lograr quesos Unicos en Chile potenciando a los pequefios productores de
quesos de la zona y el pais

Dentro de los principales impactos obtenidos se puede indicar que son:

- Los resultados obtenidos después de cada determinacion analitica realizada, las
cuales demuestran y fundamentan lo hallado en revisiones bibliografica en relacién
a la baja en concentracion de proteinas como consecuencia de las sequia.

- Como los factores climaticos, zona geografica, calidad del suelo y eventos
naturales tienen directa relaciéon con la composicién quimica de las plantas.

- Implementar una nueva linea de investigacion asociado al estudio de especies
vegetales de otras zonas geograficas del pais para la obtenciéon de aquellas que
sean potenciales formadoras de cuajo vegetal, para la elaboracién de una
diversificacion de quesos unicos del pais.
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- Las especies vegetales son capaces de producir cuajo vegetal, siempre que sus
concentraciones de proteina estén dentro de los rangos 6ptimos.

Pese a la discrepancia entre los objetivos planteados y los obtenidos, se asegura que
estos seran cumplidos se realizan estudios de composicion quimica de las especies
vegetales en diversas zonas del pais, sobre todo en zonas donde no haya habido
problemas de sequia extrema.
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8. Conclusiones

Presupuestariamente podemos concluir que se utilizé el de los aportes
otorgados por FIA, estos aportes fueron fundamentales para la recopilaciéon de todos
los antecedentes necesarios para la obtencion de resultados, los cuales son una gran
contribucién a los conocimientos para la investigacion Chilena. Ademas, gracias a
estos aportes se adquirieron equipos (liofilizador, centrifuga y equipo de aire
acondicionado) esenciales para realizar el proceso completo desde la liofilizacién,
obtencion de los extractos enzimaticos y maduraciéon del queso, para ser realizados en
las dependencias de CEUS Llanquihue de la Universidad de Santiago de Chile,
generando una instancia concreta de investigacion en la Region de los Lagos.

La informacién recabada por parte del equipo, ha considerado aspectos y variables
relacionadas al disefio y etapas en las metodologias, que se han adaptado
especificamente a las especies vegetales seleccionadas. Las metodologias
realizadas, pueden ser aplicadas a la preparacidon de extractos enzimaticos de otras
especies de plantas nativas de cualquier zona geografica del pais; y de esta manera
estar en condiciones de determinar si otras especies (bajo otras condiciones
climaticas) son potenciales formadoras de cuajo vegetal para elaborar quesos
naturales, innovadores y Unicos.

El 55,56% de las especies vegetales recolectadas en primavera 2014, son potenciales
alternativas para producir cuajo (Maitén, Matico, Nalca, Pelu y Zarzaparrilla); para las
especies recolectadas en primavera 2015 solo el 33,33% (matico, Zarzaparrilla y Pelu)
produjeron un leve cambio de consistencia sobre la leche, sin lograr la formacién del
coagulo necesario para la posterior elaboracion de quesos. La diferencia entre ambas
recolecciones se debid a los cambios en el entorno que afectaron a la composiciéon
quimica (disminucién de proteinas) en el periodo de recoleccién 2015. El bajo nivel de
composicién proteica, se debié a la sequia registrada a fines del afio 2014 y primer
trimestre 2015; en la actualidad existen estudios en desarrollo realizados por el
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) y Cooprinsem (Osorno), los
cuales en sus resultados preliminares demuestran que hubo una considerable
disminucién de proteinas en forraje, praderas y otras especies vegetales. Ademas,
junto con las heladas registradas en primavera y la erupcion Volcanica del afio 2015,
las especies vegetales estuvieron sometidas a un constante estrés ambiental; como
consecuencia de esto, se produjo el adelantamiento de los periodos de floracién, lo
que se tradujo en que no hubo un desarrollo 6ptimo en la composicién quimica de las
especies seleccionadas.
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En cuanto a las determinaciones analiticas realizadas en el material vegetal de este
estudio; la proteina bruta presente en los extractos de las especies vegetales
recolectadas en primavera 2014 mostraron tener la cantidad suficiente para lograr una
optima coagulacién 7,2% para Flor de Pelt y 5,6% para flor de zarzaparrilla; para los
extractos de las especies recolectadas en primavera 2015 las concentraciones de
proteinas mostraron bajas significativas. Para el Pelu se encontré un 0% de proteina
bruta, y un un 0,15% para zarzaparrilla; disminuyendo en 100% y 97,3%
respectivamente en comparacion al mismo periodo del afio 2014. Como consecuencia
de esto, no fue posible lograr coagular de una manera 6ptima la leche para la posterior
elaboracion de quesos. Lo que genero no poder concluir de forma exitosa el proyecto.

Aun cuando, no se logré elaborar quesos con cuajo vegetal, los resultados de este
proyecto son un aporte al conocimiento y dejan abierta las posibilidades de continuar
investigando el cambio de composiciéon quimica presente en las plantas de la Region
segun los factores externos que pudiesen intervenir. Podemos establecer que los
cuajos provenientes de especies vegetales no solo dependen de la planta utilizada,
sino que también de la zona geografica, de las condiciones del suelo y sobre todo de
las condiciones climaticas y eventos naturales existentes.

Con los resultados del afio 2014, podemos concluir que si es posible obtener cuajo
vegetal de plantas nativas chilenas. Este proyecto considera los resultados finales
como un hallazgo cientifico, ya que generé la base de una nueva linea investigativa no
desarrollada en nuestro pais; este estudio genera nuevos antecedentes sobre los
factores asociados a tener en consideracion para la busqueda de material vegetal
relacionada a la obtencion de extractos enzimaticos que puedan generar cuajos
capaces de formar un queso diferenciado, innovador y Unico para nuestro pais.
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9. Recomendaciones

e Asociada a toda la informacién recabada y a los hallazgos encontrados en este
proyecto es que se recomienda utilizar como base y punto de partida para futuras
investigaciones los resultados obtenidos en este proyecto. Cabe destacar que, previo
a este proyecto no se contaba con informacién relacionada a la proteinas de las
especies nativas de la Regioén; asi como tampoco la interferencia de factores
climaticos y la relacién de las zonas geograficas con las concentraciones de proteina
en las especies vegetales. Esta informacién es un aporte al conocimientos y es de
gran importancia continuarla, ademas, recomendamos realizar un screening inicial
segun las condiciones y factores asociados al crecimiento de las especies vegetales,
para obtener asi, las concentraciones de proteina por especie.

e Resulta estratégico para el desarrollo de la zona trabajar de forma colaborativa, lo
que queda demostrado en este proyecto mediante la red creada entre CEUS
Llanquihue de la Universidad de Santiago de Chile con la Municipalidad Fresia, la
Municipalidad de Frutillar y con los pequefios agricultores de la Regién de los Lagos,
pudiendo aportar de forma significativa al medio ambiente y a grupos socio-
econdémicos de alta vulnerabilidad.

e El sur de Chile cuenta con un “petréleo blanco” casi unico en el mundo: leche de
vacas a pastoreo y sanitariamente 6ptimas. Tenemos el deber de apoyar la industria
lactea fomentando la investigacion, innovacién y desarrollo productivo, a través del
desarrollo de nuevos productos a base de materias primas naturales, ademas,
incrementar y perfeccionar el capital humano, como también, promover Ila
sostenibilidad ambiental en la pequefia y mediana industria lactea.

e Presupuestariamente recomendamos ampliar los plazos para compras mayores
(equipamiento) para entidades publicas que estan sujetas al sistema de ChileCompra.

e El equipo técnico y de investigacién esta seguro que la informacién recabada en este
proyecto es un gran aporte y es de vital importancia para continuar investigando las
causales en cuanto a la diferencia de proteinas encontradas. Con los avances
realizados y con una continua investigacion se podran dar optimas y efectivas
soluciones para obtener el producto “cuajo vegetal’; compuestos esenciales para
obtener productos naturales, innovadores y diferenciados para los pequefios y
medianos productores de queso de la Regién y del pais.
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10. Otros aspectos de interés

Producto del cierre anticipado del proyecto, debido a que no fue posible llevar a cabo
la actividad que incluia la elaboracion de queso a partir de cuajo vegetal (nivel
prototipos), es que algunas de las actividades establecidas inicialmente en el plan
operativo no fueron realizadas. Siendo estas:

- Determinacion del proceso 6ptimo para la elaboracién del queso.

- Analisis sensorial al queso elaborado a partir de cuajo vegetal.

- Elaboracién de quesos para prueba comercial.

- Analisis que confirmaran la inocuidad del queso elaborado a partir de cuajo
vegetal.

- Difusién de los resultados finales.

- Cata de quesos.

- Propiedad intelectual.

Estas actividades no se llevaron a cabo debido a la sequia registrada en el verano del
2014 y el primer trimestre de 2015 (explicado anteriormente).

Aunque no se llevaron a cabo las actividades antes mencionadas, si se desarrollaron de
una manera optimas otras actividades fundamentales para ampliar el conocimiento
respecto a las variables de busqueda de especies vegetales con respecto a factores
extremos que puedan intervenir, para asi, obtener los resultados esperados.

Dentro de las principales actividades realizadas podemos mencionar:

- Se desarrollaron exitosamente protocolos de recoleccion y de conservacion del
material vegetal.

- Se determinaron las especies que son potenciales alternativas para producir cuajo
(Maitén, Matico, Nalca, Pelu, Zarzaparrilla).

- Se desarrollaron metodologias especificas para la cuantificacion de peso
molecular, cuantificacién de la fuerza del cuajo, y separacién enzimatica a través
de membranas de dialisis que podrian incluso ser utilizadas en otros estudios que
incluyan la extraccién de enzimas a partir de especies vegetales.

- Se realizaron exitosamente ensayos preliminares utilizando las metodologias
disefiadas a nivel cualitativo y cuantitativo.

- Se implemento a nivel piloto una linea completa de elaboracién de cuajos y quesos
para futuras investigaciones que apoyen a produccion lactea del pais y
principalmente de la Region de los Lagos.
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11. Anexos

ANEXO 1. Resumen total de aportes FIA
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ANEXO 1. Resumen total de aportes FIA gastados.

[ RESUMEN PLANILLA DE COSTOS POR TIPO DE APORTE

items de Subitems | Tipo ENTREGADO | TOTAL PENDIENTE | SALDO

costos aporte X FIA GASTADO PAGO
HASTA 31 (Abril 2016)
ENERO
2016

1. Recursos Pecuniario

humanos

2. Equipamiento Pecuniario

3. Infraestructura Pecuniario

4. Viaticos y movilizacion | Pecuniario

5. Materiales e Insumos Pecuniario

6. Servicio de terceros Pecuniario

7. Difusion Pecuniario

8. Capacitacion Pecuniario

9. Gastos generales Pecuniario

10. Gastos de Pecuniario

administracion

11. Imprevistos Pecuniario

Total $
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ANEXO 2. Recolecciéon material vegetal (2014 — 2015)

a) Protocolo recoleccién material vegetal

Conacimiento
delas plantas

8

Localizacion e identificacion de
las zonas en las que se trabajara.

4

Recoleccion

4

Plantas Sanas,
limpias y libres
de insectos.

Evitar campos
proximos a
carreteraso

instalaciones
industriales

-
>

Especies

- Maitén (Maytenus boaria)

- Maqui (Aristotelia chilensis)
- Matico (Buddleja globosa)

= Meli (Amomyrtus meli)

- Mosqueta (Rosa rubiginosa L.)
- Nalca (Gunnera tinctoria)

- Peld (Sophora Microhylla)
-Ulmo (Eucryphia cordifolia)
- Zarzaparrilla (Ribes magellanicum)

Evitar campos
quimicamente
abonados

Tener en cuenta
el favordela

Tener en cuenta el

No arrancar las
plantas deraiz

desarrollo de cada
parte (hoja, flory

pluviosidad tallo)
Realizar Respetar el
recoleccion horario de
manual conlos recoleccion
materiales (durantela
entregados manana)

Consideraciones
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b) Ejemplo recoleccion primavera 2014

Fig. Tallo, hoja y flor de Zarzaparrilla (Ribes magellanicum).
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c) presentacion formacién de recolectores

Situacion en

Chile

“Desarrollo de cuajos de flores del rour
bosque nativo para la elaboracion s S ' .
de quesos diferenciados”. o | suend B I l ¢
Universidad de Santiago de Chile e [ sscncung e e o g o

2000 | scsasssz anual de quesos en plantas lecheras
2010 | es 688980 (ODEPA).

20 B0 610 684

PYT-2014-011 2012 J| 62.307.100 = W[ =
2012 | eaocsceaslh lmidldmi

|22

usach

CEUS Llanquihue

Situacion en
Chile

- Solo dos tipes de quesos
dominan el mercado (tipos

Gouda y Chanco)
H GOUDA

- Scolo el tipo chanco se le
=

AEr— podria  llamar un  quese Cultivo
= DUROS chileno.
M MOZARELLA - Dado el GUH"\(J\TO _del
— | |consumo per cdpita, existe

una brecha a satisfacer

VMaterias
primas
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Métodos de w Métodos de w
recoleccién usach recoleccion

~Para 5u recoleccion, debemos conocer muy bien las - Hojas: antes y durante la floracion. descartar las hojas
i amarillas 0 manchadas.

plantas.

- Localizar e Identificar que especies se encuentran - Flor: al principio de la floracion. Antes que la corola se

en la comuna. encuentre completamente abierta,

|- Tallos: Se cortan después que hayan botado los hojas.

Madurez de
» rran ! Pluviosidad
p|arr:’t°os céemm;::r = la planta
Manual
Desarrolio Horas de
estacional

‘ Recoleccion

(o

ecoleccidrj

=
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"De lo anterior y dada la situacién actual
del queso en Chile, donde, en los dltimos
afios la produccién y exportacién ha

ido en aumento; se propone evaluar
i sustitutos del cuajo en plantas nativas
a l para lograr un queso caracteristico de

R nuestra zona".
Mayor actividad
proteolitica.

-

tmivoitiot Linhooiiot

5}

Propédsito del usach -

estudio Objetivo General
A pwtivr de la
caracterzacion  de
plantas nativas
tipicas del bosque “Extraer y caracterizar enzimas coagulantes de

¥ aldiviano, . R S
Generar cuajo — plantas nativas y estudiar su utilizacion como
vegetal coagulante (cuagjo) en la fabricacion de
quesos".
. Varicdad de quesos
oo o 3 S
: y sabores).

(b G {rabuivE
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Go.éh

Recoleccién
material vegetal

Especies a e
recolectar
weEspede
Maqui {Aristotalia chilensis)
Mosqueta (Rosa rubiginoss L.)
Msiten (Msytenus bosria)
Pelu (Sophora Microphyila)
Zarzaparrilla (Ribes magellanicum)
Matico (Buddlejs globosa)
Ulmo (Eucryphia cordifolia)
Meli {Amomyrtus meli)
Nalcz {Gunnera tinctoria)

ETAPA 1
PRODESAL
Frutillar

— i

W @ NGl B W e

recoleccién ———

Métodos de oo vy &)
r‘_ecoleccién )

- Para su recoleccion. debemos conocer muy bien las - Para su recoleccion. debemos conocer muy bien las
plantos. plantas.

- Localizar e Identificar que especies se encuentran - Localizar e Identificar que especies se encuentran
en la comuna. en la comuna.

~Evitar campos
quimicaments sbonados.

- Plantas soras.

- Plantas  limpios.
sin  gusaros ¢
insectos.

-Campos  proximes 3
carreteras o a
instalaciones industria'es.
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> Tallo. - \ > Tallo.

- Flor.

> Hoja.

- Tallo.

- Flor.
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ANEXO 3. Liofilizacién material vegetal y extractos
A.- Liofilizacion Material Vegetal Congelado.

- El material vegetal recolectado (fresco) es pesado e inmediatamente congelado
(Figura A).

- El material vegetal congelado es liofilizado durante 3 dias (Figura B).

Figura A. Liofilizacion especies vegetales frescas (recolectadas recientemente).
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B.- Liofilizacién extracto congelado (segunda liofilizacion).

- El extracto liquido obtenido a partir del material vegetal liofilizado, es congelado y
nuevamente liofilizado.

- Objetivo: Concentracion enzimatica.

- Tiempo requerido para dicha operacion 7 dias.
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ANEXO 4. Protocolo extracciones enzimaticas
Previamente Preparar Acetato de Sodio 0,01M pH 5,5

1. Codificar tubos falcon, todas las muestras se realizan por duplicado

2. Pesar 2 gramos de la muestra.

3. Macerar en mortero 2 gramos de muestra mas acetato de sodio hasta que la
muestra esté totalmente molida (Figura A).

Figura A. Molienda material vegetal

4. Vaciar a tubo falcon y completar con acetato de sodio hasta 45 ml (Figura B).

5. Colocar las muestras en agitador por 12 horas a 100 rpm con gel pack (Figura
C).
6. Mantener las muestras en hielo hasta bajar a 10°C.

Figura B. Sumersion en Acetato de Sodio. Figura C. Agitacién en Acetato de Sodio.
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7. Al dia siguiente filtrar la muestra con gaza y filtros Whatmann en un nuevo
tubo falcén (Figura D).

Figura D. Filtrado y purificacién del extracto.

8. Centrifugar por 15 minutos a una temperatura de 4°C a 9000 rpm (Figura E).
Figura E. Centrifugacion y purificaciéon del extracto.

9. Obtencién del extracto enzimatico purificado.
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ANEXO 5 Prueba coagulacion extractos de material vegetal liofilizado

Prueba de coagulacion a través de la utilizacién de material vegetal

Tomar 1 ml del sobrenadante y agregar un tubo de vidrio que contenga 5ml de leche a
30°C (Figura A).

*Previamente calentar leche en bafio maria hasta que alcance una temperatura entre
25 a 30°C).

Figura A. Solucién de 1 ml de sobrenadante + 5 ml de leche.

1. Dejar incubar la muestra a 35°C por 12 horas y observar resultados.
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Resultados.
Especie Coagulacion | Comuna/Coagulacién
Pelu 2014 No Fresia: No
(Sophora microphylia) Frutillar: No
Peld 2015 No Fresia: No
(Sophora microphylla) Frutillar: No
Zarzaparrilla 2014 No Fresia: No
(Ribes magellanicum) Frutillar: No
Zarzaparrilla 2015 No Fresia: No
(Ribes magellanicum) Frutillar: No
Matico 2014 No Fresia: No
(Buddleja globosa) Frutillar: No
Matico 2015 No Fresia: No
(Buddleja globosa) Frutillar: No
Cardo 2015 No Concepcion: No

Peld afio 2015 (Sophora microphylia).

Matico aiio 2015 (Buddleja globosa).
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Zarzaparrilla afio 2015 Cardo ario 2015
(Ribes magellanicum). (Cynara cardunculus)

*La prueba de coagulacién se realizé bajo las mismas condiciones en dependencias
de CEUS Llanquihue, y en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
(ICYTAL) de la Universidad Austral de Chile. El objetivo de realizar los experimentos
en ambos laboratorios fue el de validar la metodologia y los resultaron que se
obtuviesen.

**Todos los ensayos realizados tanto en la ciudad de Llanquihue, como en la ciudad
de Valdivia fueron hechos en duplicado.

***A la lista flores seleccionadas, se adicion6 la flor de Cardo (Cynara cardunculus).

***No se observé coagulaciéon en ninguna de las muestras ensayadas. Alun asi, cabe
destacar que la especie vegetal que presenté una mayor desestabilizaciéon, y por ende
un leve cambio en la consistencia de la materia prima fue el Matico ario 2015.
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ANEXO 6 Protocolo Electroforesis

SDS PAGE-Preparation:

An intact SDS PAGE electrophoresis system should include: a tank, lid with power
cables, electrode assembly, cell buffer dam, casting stands, casting frames,
combs(usually 10-well or 15-well), and glass plates (thickness 0.75mm or 1.0mm or
1.5mm). (Bio-rad brand one is recommended)

The SDS PAGE gel in a single electrophoresis run can be divided into stacking gel and
separating gel. Stacking gel (acrylamide 5%) is poured on top of the separating gel
(after solidification) and a gel comb is inserted in the stacking gel. The acrylamide
percentage in SDS PAGE gel depends on the size of the target protein in the sample.
(details shown below)

Acrylamide % M.W. Range

7% 50 kDa - 500 kDa
10% 20 kDa - 300 kDa
12% 10 kDa - 200 kDa
15% 3 kDa - 100 kDa

Volumes of stacking gel and separating gel differ according to the thickness of gel
casting:

Thickness of the gel Vol. of stacking gel = Vol. of separating gel

0.75mm 2mil 4aml
1.0mm 3ml eml
1.5mm 4ml 8ml

e For a 5 ml stacking gel:

H20 2.975 mi
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml
10% (w/v) SDS 0.05 ml
Acrylamide/Bis-acrylamide 0.67 mi
(30%/0.8% wi/v)

10% (w/v) ammonium persulfate (AP) 0.05 mi
TEMED 0.005 ml
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e For a 10ml separating gel:

Acylamide percentage 6% 8%
H-0 5.2ml 4.6ml
Acrylamide/Bis-acrylamide  2ml 2.6ml
(30%/0.8% wiv)
1.5M Tris(pH=8.8) 2.6mi 2.6ml
10% (w/v)SDS 0.1ml 0.1ml

10% (w/v) ammonium 100p 1 100u |
persulfate (AP)
TEMED 10u | 10p |

10%
3.8ml
3.4ml

2.6ml
0.1ml
100u |

10p |

Note: AP and TEMED must be added right before each use.

o 5X Sample buffer (loading buffer):

10% w/iv SDS

10 mM Dithiothreitol, or beta-mercapto-ethanol
20 % viv Glycerol

0.2M Tris-HCI, pH 6.8

0.05% w/v Bromophenolblue

12%
3.2ml
4ml

2.6ml
0.1ml
100p |

10p |

15%
2.2ml
5ml

2.6ml
0.1ml
1004 |

10u |

Make sure your target protein dissolved in the liquid phase, and no inappropriate
ingredients present (e.g. guanidine hydrochloride can interact with SDS and cause
precipitation) Generally, to treat your unprepared sample, you can use sonicator,
lysis buffer or both to sufficiently make your target protein released, and centrifuge

to make supernatant and pellet separated.

e 1x Running Buffer:

25 mM Tris-HCI
200 mM Glycine
0.1% (w/v) SDS

(Approximately vol. of less than 1 liter is needed depending on the type of your

electrophoresis system.)
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SDS PAGE Protocol:

1. Make the separating gel:
Set the casting frames (clamp two glass plates in the casting frames) on the casting
stands.

Prepare the gel solution (as described above) in a separate small beaker.
Swirl the solution gently but thoroughly.

Pipet appropriate amount of separating gel solution (listed above) into the gap between
the glass plates.

To make the top of the separating gel be horizontal, fill in water (either isopropanol) into
the gap until a overflow.

Wait for 20-30min to let it gelate.

Make the stacking gel:

Discard the water and you can see separating gel left.

Pipet in stacking gel untill a overflow.

Insert the well-forming comb without trapping air under the teeth. Wait for 20-30min to
let it gelate.

2. Make sure a complete gelation of the stacking gel and take out the comb. Take the
glass plates out of the casting frame and set them in the cell buffer dam. Pour the
running buffer (electrophoresis buffer) into the inner chamber and keep pouring after
overflow untill the buffer surface reaches the required level in the outer chamber.

3. Prepare the samples:

Mix your samples with sample buffer (loading buffer).

Heat them in boiling water for 5-10 min.

4. Load prepared samples into wells and make sure not to overflow. Don't forget
loading protein marker into the first lane. Then cover the top and connect the anodes.

5. Set an appropriate volt and run the electrophoresis when everything's done.

6. As for the total running time, stop SDS-PAGE running when the downmost sign of
the protein marker (if no visible sign, inquire the manufacturer) almost reaches the foot
line of the glass plate. Generally, about 1 hour for a 120V voltage and a 12%
separating gel. For a separating gel posessing higher percentage of acylamide, the
time will be longer.

Note: Various factors affect the properties of the resulting gel.

Higher concentration of ammonium persulfate and TEMED will lead to a faster gelation,
on the other hand, a lower stability and elasticity.

e The optical temperature for gel gelation is 23°C-25°C. Low temperature will lead
to turbid, porous and inelastic gels.

e The pH is better to be neutral and the gelation time shoud be limited in 20-
30 min.
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ANEXO 7. Resultados Determinacion Proteina Bruta

Del extracto liofilizado recoleccion 2014 - 2015.

g/100 ml

Especie Parte Proteina bruta
extractos 2014

Matico Flor
Matico Hoja
Pelt Flor
Pelu Hoja

Zarzaparrilla Flor

Zarzaparrilla Hoja

Proteina bruta 2014

1.7
7,2
74
5,6

3,1

Proteina bruta
extractos 2015

0,04

nd
0,04

0,15

0,02

. Proteina Bruta - Extractos Vegetales

Proteina bruta 2015

% Aumento /
Disminucién

-100,00
97,65
nd |
-99,46
97,32

-99,35

= Matico Flor

-~ Matico Hoja

~Pel(i Flor

=== Pell Hoja

= Zarzaparrilla Flor
Zarzaparrilla Hoja
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ANEXO 8. Resultados Proteina Soluble del extracto

Especie Proteina Proteina % Aumento v
soluble ‘soluble /

, 2014 12015 ' Disminucién
Matico 0,025 0,023 -8,00
Peld - 0022 0012 -45,45
Zarzaparrilla 0,016 0,012 -25,00

0,03 — R —— — ,
0025 | Proteina Soluble - Extractos vegetales )
0,02 - i
— Matico
S Peld
0,01 - , — — —— —
0,005 - ) . 7 arzaparrilla
0 }
Proteina soluble 2014 Proteina soluble 2015
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ANEXO 9. Resultados electroforesis extracto

Patron | FZ14

Citocromo C
12,4 KD
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ANEXO 10 Pruebas experimentales en elaboracion de quesos con cuajo vegetal.

A.- Curva de calibracion de cuajo sintético.

Se realizé una curva de calibraciéon del cuajo sintético requerido para coagular la
leche. Siendo el 100% la cantidad de volumen recomendado y utilizado en la industria
para la elaboracién de queso (Rodrigo Gacittia); dicho volumen corresponde a 8 ml de
cuajo sobre 50 Litros de leche (0,08 ml sobre 500 ml).

Los volimenes ensayados fueron los siguientes.

- Leche control con 100% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 80% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 75% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 65% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.
- Leche con un 50% de la cantidad de cuajo utilizado en la industria.

B.- Disefio de un MIX elaborado a partir de cuajo sintético y extracto liquido
obtenido a partir de cuajo vegetal liofilizado.

Los ensayos se realizaron en condiciones que simulan la elaboraciéon de queso; por lo
que se llevaron a cabo en un bario maria. El % cuajo fue adicionado a 500 mide leche,
la cual presentaba una temperatura de 33°C. La materia prima mas el cuajo fue dejada
en reposo por un tiempo de 40 min.

La leche control (misma cantidad del cuajo utilizado en la industria -100%-) logré
coagular normalmente la leche. Por lo que las condiciones del experimento fueron las
adecuadas.

Cantidad de cuajo utilizado Efecto
Leche + 50% de cuajo Sin efecto
Leche + 65% de cuajo Sin efecto
Leche + 75% de cuajo Sin efecto
Leche + 80% de cuajo Sin efecto
Leche + 100% de cuajo (0,08 ml) | Efecto
(Control)

Ejemplo de lectura. Leche + 75% de cuajo: 500 ml de leche + el 75% de cuajo que se
ocupa normalmente en la industria para la elaboracién de queso.
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Cuaijo sintético al 80%

Cuaijo sintético al 100% (Se observa

coagulacién y cambio de consistencia).

C.- Curva de calibracion desarrollada a partir de extracto vegetal, el cual fue

liofilizado en dos oportunidades.

Material vegetal liofilizado (primera liofilizacién) = Obtencién extracto liquido a partir

de plantas liofilizadas = Extracto liquido liofilizado (segunda liofilizacién).

Los ensayos se realizaron en condiciones que simulan la elaboracion de queso; por lo
que se llevaron a cabo en un bafio maria. La cantidad de cuajo vegetal fue adicionado
sobre 500 ml de leche, la cual presentaba una temperatura de 33°C. La materia prima
mas el cuajo vegetal fue dejada en reposo por un tiempo de 40 min.

La leche control (misma cantidad del cuajo sintético utilizado en la industria -100%-)
logré coagular normalmente la leche. Por lo que las condiciones del experimento

fueron las adecuadas.

Muestra vegetal 2015 Cantidad de cuajo utilizado (grs) | Efecto

Matico 1,5 Sin efecto
Matico 25 Sin efecto
Pela 1,5 Sin efecto
Pela 25 Sin efecto
Matico + Pelu 5 Sin efecto
Leche + 100% de cuajo (Control) | 0,08 ml (80 ul) Efecto

Muestra vegetal 2014 Cantidad de cuajo utilizado (grs) | Efecto

Peld 1,0 Sin efecto
Pela 2.2 Sin efecto
Zarzapairrilla 1,0 Sin efecto
Zarzaparrilla 20 Sin efecto
Pell + Zarzaparrilla 4,6 Sin efecto
Leche + 100% de cuajo (Control) | 0,08 mi (80 ul) Efecto
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D.- Desarrollo de un Mix (cuajo vegetal + cuajo sintético).

Los ensayos se realizaron en condiciones que simulan la elaboracién de queso; por lo
que se llevaron a cabo en un bafio maria. La cantidad de cuajo vegetal y sintético fue
adicionado sobre 500 ml de leche, la cual presentaba una temperatura de 33°C. La
materia prima mas el cuajo vegetal y sintético fue dejada en reposo por un tiempo de
40 min.

La leche control (misma cantidad del cuajo sintético utilizado en la industria -100%-)
logré coagular normalmente la leche. Por lo que las condiciones del experimento
fueron las adecuadas.

Muestra vegetal 2015 Cantidad de cuajo vegetal y | Efecto
sintético utilizado (grs/ml)
Matico + Cuajo 75% 3,0 + 60ul Sin efecto
Matico + Cuajo 80% 2,0 + 64 ul Sin efecto
Pela + Cuajo 75% 2,0 + 60ul Sin efecto
Peli + Cuajo 80% 2,0 + 64 ul Sin efecto
Matico + Pelu + Cuajo 80% 4.8 +64 ul Sin efecto
Leche + 100% de cuajo (Control) | 0,08 ml (80 ul) Efecto
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E. Elaboracion de quesos a nivel experimental utilizando cuajo estandar
extracto liofilizado

Se liofilizaron 4 muestras de material vegetal previamente extraidas correspondiente a:

Nombre Peso final
1 | Peld 1.9562
2 | Matico 2.4354
3 | Zarzaparrilla | 3.4856
4 | Cardo 1.9939

Se realizaron pruebas de elaboracién experimental de quesos segun diferentes
factores:

Materia Prima de cuajo vegetal y/o sintético utilizado Efecto
Leche cuajo sintético al 100% Efecto
Leche cuajo vegetal liquido Sin
efecto
Leche cuajo vegetal liofilizado en diferentes Sin
concentraciones (0,5g; 0,8g; 1g) efecto
Leche cuajo sintético al 100% + cuajo vegetal en Sin
diferentes concentraciones efecto
Leche+ buffer cuajo sintético Efecto
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Como se observa en las imagenes anteriores, al agregar cuajo liofilizado en conjunto
con cuajo sintético, existe una inhibicién hacia las proteina, el cuajo vegetal presenta
compuestos polifendlicos que inactivan las proteinas del cuajo estandar (se explica
mas adelante). Solo se logra formar una masa inestable, incapaz de soportar presiéon
para formar el queso.

También se realizaron pruebas adicionando el extracto liofilizado al final de proceso,
donde, los resultados visuales y de textura no son atractivos, ya que el polvo liofilizado
es incapaz de disolverse en la masa ya coagulada, presentando un rendimiento de un
8,3%.
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ANEXO 11. Equipos

Equipo

Fotografia

Observaciones

Autoclave

Autoclave marca Daihan
Scientific modelo WAC-47.

-Controlada por
microprocesador Digital
Fuzzy.

-Controla la operacion de
esterilizacion totalmente
automatica.

-Equipo sin sistema de
secado.

-Mecanismo valvula de
seguridad de presion.
-Resistente 'y  seguro
manejo de la puerta.
-Capacidad de proteccién
de corriente, presion, y
sobretemperatura.
-Capacidad: 47 Its .

-Rango de temperatura:
Ambiente + 5°C hasta
132°C.

-Exactitud: + 0.5°C a
121°C.

-Display: Digital LCD.

TINA QUESERA

Equipo rectangular
construido en acero
inoxidable AISI 304.
Valvulas de entrada y de
salida de agua caliente /
fria con dimensiones de 27,
con rejilla de acero
inoxidable.

Liras para corte de cuajada
de acero inoxidable. Pala
tipo suizo de agitacion de
acero inoxidable. Tapon de
acero inoxidable abatible a
la entrada de la valvula de
salida de producto. Con
sistema de desuerado.
Valvula de  descarga
producto @2”.

Volumen de 50 Lts
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Analizador de Humedad -
HES3 - Mettler Toledo

Capacidad: 54 g -
Legilibilidad: 1 mg, 0.01%
MC -Repetibilidad: 0.15%
(2 g sample), 0.05% (10 g
sample) -Temperatura: 50
— 160°C (1°C increments) -
Heating Halogen -Result
Display %MC, %DC,
%ATRO MC, % ATRO DC,
g -Display LCD back-lit -
Display Functions User
Guidance, Progress
Indicator Weight 4.1 kg

Balanza digital

BALANZA PREC. DIGITAL
CAP. 3000GR:0,1GR.
MARCA JADEVER.
Balanza de laboratorio,
modelo SNUG 1l - 3000.
De lectura digital
instantanea controlada por
microprocesador
Sensibilidad 0,1 ar
Capacidad 3000 gr

Destilador

DESTILADOR DE AGUA
CAPACIDAD 3 A 4 L/H.
MARCA POBEL Destilador
de vidrio capacidad 3 a 4
It/hora, 2200watts, 220
volts, libre de pirégeno -
calefactor en cuarzo.

Equipo de frio

equipo para camara de
maduracién 24.000 BTU
refrigerante R410
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Agitador magnético

Agitador magnético
placa MS-M-S10 18X45cm
0-1100rpm.

Liofilizador vertical marca
OPERON (Corea) modelo
FDU-8606

Liofilizador de sobremesa
marca OPERON (Corea)
modelo FDU-8606.
Controlado por
microprocesador

automatico para los
procesos de enfriamiento,
vacio y secado, con display
digital de temperatura vy
vacio (2000  Omtorr).
Camara de frio y
condensador en acero,
inoxidable, exterior de
acero recubierto de resina

epoxica. Capacidad
maxima de hielo 6L / 24
horas. Temperatura

minima del condensador: -
90°C Dimensiones del
condensador: 315 mm
diametro x 300 mm largo

Centrifuga refrigerada de
laboratorio marca
HETTICH modelo
Universal 320R

CENTRIFUGA DE
LABORATORIO MARCA
HETTICH 1 4.816.500 0O

4.816.500 MODELO
UNIVERSAL 320.
CONTROLADA POR

MICROPROCESADOR Y
LECTURA DIGITAL. TAPA
CON VISOR DE CIERRE

ELECTRICO Y
DESCONEX

AUTOMATICA POR
DESBALANCEO o)

ROTURA DE UNO DE
LOS TUBOS DE VIDRIO
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Aire acondicionado

Aire acondicionado portatil
frigidaire portatil 12000 btu
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ANEXO 12. Efectos de la sequia Regi6n de los Lagos

La agricultura esta relacionada con variaciones en los climas locales mas que en
patrones mundiales. Las heladas y el aumento en la temperatura promedio de la
superficie de la tierra han traido como consecuencia que las distintas zonas
geograficas se vean afectadas de manera diferente.

Las causas del bajo nivel proteico de las plantas recolectadas en este proyecto
durante la primavera 2015 y bajo nivel de coagulacién lactea, se debié principalmente
a la sequia registrada a fines del afio 2014 y el primer trimestre 2015. En la Regién de
los Lagos, existiendo variados estudios y articulos que sefialan las consecuencias
negativas de este hecho, los que se detallan a continuacion:

La pérdida de la calidad en la pradera queda demostrada principalmente en el bajo
nivel de proteina y digestibilidad que presenta, lo que también afecta el consumo y el
aprovechamiento del forraje ingerido por las vacas. Esto, a su vez, genera que la
digestibilidad del forraje se reduzca desde 65% o mas a niveles cercanos al 50%
(Munoz, 2009).

A finales de 2014 La Provincia de Llanquihue, present6 precipitaciones inferiores al
promedio de afos anteriores. Quilanto (Frutillar) se registraron 73,7 mm, siendo lo
normal 82 mm, lo que representa un 10 % menos. En un nivel similar, el registro de
Colehual (Llanquihue) sefala 8,8 % menos, con 93 mm. Polizones (Fresia) el déficit
supera los anteriores con un 16 % menos, cayendo durante octubre 79 mm.

Las precipitaciones en la provincia de Llanquihue durante el mes de octubre 2015
registraron también un importante déficit, los valores de precipitacion normales en
Quilanto (Frutillar) es de 82,0 mm, en Colegual (Llanquihue) es de 102,0 mm, en
Polizones (Fresia) es de 95,0 mm, en Los Canelos (Los Muermos) es de 110,0 mm y
en Ensenada (Puerto Varas) es de 119,0 mm (INIA, 2015).

El primer trimestre de 2015 se ha presentado como el periodo mas seco en décadas.
De hecho, sélo cayeron 26 milimetros (mm) entre enero y marzo 2015, lo que
convierte a 2015 en el afno menos lluvioso desde que se tenga registro; es decir, a
partir del momento en que se comenzaron a tomar muestras pluviométricas en la zona
en 1964 (Fedeleche, 2015).

Sin ir mas lejos, la media trimestral en estos 56 afios de estudio ha sido de 162.79
mm., lo que significa que el déficit caido es de 83%, lo que segun los expertos, ha
afectado a miles de agricultores que no han podido contar con un rendimiento y
calidad de praderas adecuado para el ganado lechero y de carne, con el consiguiente
dafio para quienes trabajan con cierto tipo de praderas.
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Tabla 1. Clasificacién de sequia de acuerdo a los valores del indice VCI,

10,10} (10 20] (20 30] (30,40] (40.50] (50.60] (80.70] (70,80 (80,90] (90,100
Extrema Love Sin Sequia Sin Sequia Sin Sequia 8in Sequla Sin Sequia Sin Sequia
18-02 al 05-03
e
. ¥
K
":
g
l-
2000 002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 e 20m 2012 2003 X 2008

Fig. Valores del indice VCI para el mismo periodo entre los afios 2000-2015 para la
region de los lagos (INIA, 2015).

Rango  (10.20] (20,30] (30.40] (40,100]

# Comunas 15 8 3 4
Condicion Severa Moderada Leve Sin

18-02-2015 al 05-03-2015

PIPY SIRATHLTT U4 WPONETIE & SRR Tt 39 e T de
37 E T L R DM RIS 8 PG R et e
AT P W S totrere Tt e e et npe iy

Fig 2. Valores comunales promedio de VCI en la Regién de Los Lagos de acuerdo a la
clasificacion VCI (Boletin Agroclimatico, 2015).
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Segun lo sefalado por Cristian Moscoso, Ingeniero en Agricultura del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA) Remehue de Osorno, Dra. Marta
Alfaro (INIA) y el experto Carlos Lizana (cooprinsem), donde indicé que el suelo al
menos deberia recepcionar unos 40 milimetros de agua a fin de que pueda absorber
por lo menos la mitad para que el liquido llegue a las plantas. Eso si, no todo el suelo
es susceptible de ser recuperado aunque caiga el agua suficiente para ello, ya que
existen otros factores que hacen que un porcentaje de la pradera no vuelva a brotar
mas (Fedeleche, 2015).

Segun lo sefialado en la revista “Campo del Mercurio” (febrero 2015): El verde
tradicional de las praderas de la zona sur del pais ha cambiado (periodo estival 2014 -
2015) por el amarillo de la sequedad y la falta de agua. Lo concreto es que de acuerdo
a los expertos la zona vive la peor sequia de los ultimos 50 afos, lo que esta
generando un sinfin de problemas para los productores lecheros, quienes se han visto
en la obligacién de, entre otras cosas, utilizar las reservas de forraje pensadas
originalmente para invierno. “No es que las praderas hayan desaparecido, sino que se
ven amarillentas, secas, producto de una sequia de verano. El mayor problema es que
ese pasto ha perdido calidad y no alcanza para cubrir los requerimientos
nutricionales del ganado”. La pérdida de la calidad en la pradera, queda demostrada
principalmente en el bajo nivel de proteina y digestibilidad que presenta, lo que
también afecta el consumo y el aprovechamiento del forraje ingerido por la vaca.

El agua es un agente quimico que imparte estructura y orden a las moléculas
biolégicas asi como a las interacciones entre ellas. El bajo aporte de agua causa
deshidrataciéon que se asocia con la degradacion de las membranas celulares y de los
organelos, desnaturalizacion de las proteinas, una disminucioén critica en la sintesis de
las proteinas e incluso modificaciones en el DNA que originan mutaciones (Pugnaire
et. al. 1994; Hsaio et. al. 1976).

Existen estudios relacionados con la disminucién de la concentracién de proteinas en
praderas dependiendo del clima, segtn lo expuesto por el informe de Pérez (2010),
donde sefiala que el pasto en las praderas ubicadas en regiones con clima calido,
presenta problemas de deficiencia de proteina y energia, y su digestibilidad es baja, lo
cual genera problemas al productor, porque el ganado tiene menor ganancia de peso y
produccion de leche.
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Contenido de proteina

Sin sequia: excedente todo el afo
Con sequia: contenido insuficiente 1-2 m
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GRAFICO 1: Contenido de proteinas segun precipitaciones.
FUENTE: Nutricién y alimentacién de vacas lecheras en pastoreo René Anrique g.,
ing. Agr., ph.d universidad austral de chile.

Como se observa en la grafica el contenido de proteinas varia entre un afio con
precipitaciones normales a un afio seco (diciembre - abril) temporada donde se
realizan las recolecciones de material vegetal para posteriormente extraer el cuajo
para la elaboracién de quesos a nivel experimental.
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Déficit Hidrico. Segun la DGA (Direccion General de Aguas), la situacion del pais
(agosto 2015) aun presenta un estado deficitario en recursos hidricos, a pesar de las
ultimas lluvias registradas. Los rios muestran caudales bajos, cercanos a sus minimos
y, en la zona norte, bajo sus minimos histéricos. De Maipo al Sur, los caudales se
ubican entre el minimo histérico y el caudal promedio, siendo mayores
progresivamente hacia el sur.

Comunas

totales

region

o1

Numero
NI

pCiaratas

Res obwcion

Exenta

& peficit Tierrs Amartile, Coplapc, Alco del Carmen Vellenar, | Res Ix 7323
ATACAMIA g o i Hidrico Freirina y Hunsco fenrero 2095
T | Carwim, Lo Vilos, llmpel Salemsncs, Panitecgl, T
roauIMBO . an Defidr | Combartsla, Andscole, Coquimae, LaHigues, Le | Res Ex 72-23
| Higrica | Serene, Prituane, Vicufia, Meontz Patria, Owslle. Rio | fobrere 2015
[ Hurtage. o e
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FUENTE: COYUNTURA AGROCLIMATICA. MINAGRI AGOSTO DE 2015.
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Heladas primavera 2015. En Octubre 2015 RedAgrigola pronosticé sobre efectos del
FENOMENO DEL NINO “Todo indica que Chile enfrenté 2 escenarios bastante
distintos y extremos. Se estim6 que la segunda o tercera semana de octubre, desde
Curicé al Norte tuvieron una primavera en extremo seca, calurosa y con indices de
radiacién muy altos, es decir, se cambio bruscamente de una primavera invernal a un
verano violento, con todos los dafos a plantas y produccién propios de estas
extremas, con “heladas de septiembre y octubre”. Sin embargo existird un cambio
desde algun sector Talca-Linares hacia el Sur donde primavera-verano sera lluviosa y
templada, con bastantes heladas en octubre y noviembre. Son estas condiciones
tan extremas las que limitaron la floracion” (RedAgricola, 2015).

Un posible efecto sobre la composiciéon quimica de las plantas es debido a las heladas
registradas durante el periodo de primavera 2015, donde se registraron valores
minimos en la costa de las Regiones de Los Rios y Los Lagos. Durante octubre de
2015, las heladas se extendieron desde la Regiéon Metropolitana hasta la Region de
Los Lagos, con valores que alcanzaron hasta los -3.2°C en la Region de Los Rios. En
el mes de octubre se observaron heladas matinales (temperatura menor o igual a 0°C)
entre la Region Metropolitana y la Regién de Los Lagos, siendo esta ultima la mas fria,
con 3 dias con heladas. (Meteochile, 2015).

Tabla 1. Comportamiento de las temperaturas minimas y maximas [°C]. Incluyendo la
media de octubre, la anomalia con respecto a un octubre normal, la condicién térmica
(Categorias: Muy frio, frio, normal, calido y muy calido) y la temperatura absoluta del
mes. Se incluye la cantidad de dias con heladas y temperaturas sobre los 30°C. Nota
1: s/i = sin informacién. Periodo climatico base: 1981-2010. Datos: DMC-SERVIMET.

. TEMPERATURA MINIMA [T] Dias con
ESTACION  —romalle—— Condicion —— Absoiia._heladas
La Serena 106 +08 Caélido T 0
Valparaiso 114 +05 Normal 8,0 0
Santiago 8.3 - 03 Normal 33 0
Curicé 7.5 - 01 Normal 21 0
Chillan 6.2 - 06 Normal 2.1 0
Concepcion 7.8 + 04 Normal 23 0
Temuco 52 - 05 Normal -0.7 0
Valdivia 4.5 - 1,0 -0.4 0
Osorno 3.9 - 16 2.1 0
Puerto Montt 4,5 - 1.1 -0,8 0

FUENTE: Meteochile, 2015.
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ANEXO 12. Revision Bibliografica

I. El efecto del cambio climatico

1. Erupcién Volcanica

La erupcién volcanica lleva consigo una columna de gases téxicos para la poblacién,
el magma contiene gases disueltos que son liberados por las erupciones hacia la
atmésfera, normalmente téxicas y peligrosas para la vida vegetal y animal. Los gases
pueden presentar efectos nocivos especialmente en el area cercana al macizo
volcanico (5 kilbmetros), aunque en algunos paises se han provocado hasta a 30
kilbmetros de distancia del punto de emisiéon. En ocasiones, las gotas de lluvia al
mezclarse con los gases adheridos a las cenizas pueden causar la lluvia acida,
perjudicial tanto para las personas, animales y vegetaciéon. La lluvia acida afecta
principalmente a la piel y al sistema respiratorio de las personas. También causa
dafios a cosechas y animales que comen la vegetacion afectada.

Algunas erupciones emiten gases con cantidades elevadas de cloruros y/o sulfatos
(Hudson 1991), los cuales precipitan junto con las cenizas formando costras salinas
sobre los depdsitos, alterando significativamente las propiedades de los suelos
(Gradeweg et al., 1990).

2. Sequia
Producto de las sequias del verano 2014, la pérdida de la calidad en la pradera queda
demostrada principalmente en el bajo nivel de proteina y digestibilidad que presenta, lo
que también afecta el consumo y el aprovechamiento del forraje ingerido por la vaca.
Esto, a su vez, genera que la digestibilidad del forraje se reduzca desde 65% o mas a
niveles cercanos al 50% (Mufioz, 2009).

El agua es un agente quimico que imparte estructura y orden a las moléculas
biolégicas asi como a las interacciones entre ellas. El bajo aporte de agua causa
deshidrataciéon que se asocia con la degradacién de las membranas celulares y de los
organelos, desnaturalizacion de las proteinas, una disminucién critica en la sintesis de
las proteinas e incluso modificaciones en el DNA que originan mutaciones (Pugnaire
et. al. 1994; Hsaio et. al. 1976).
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*En circulos Frutillar y Fresia.

Las precipitaciones en la provincia de Llanquihue durante el mes de octubre 2015
registraron también un importante déficit, los valores de precipitacion normales en
Quilanto (Frutillar) es de 82,0 mm, en Colegual (Llanquihue) es de 102,0 mm, en
Polizones (Fresia) es de 95,0 mm, en Los Canelos (Los Muermos) es de 110,0 mm y
en Ensenada (Puerto Varas) es de 119,0 mm (INIA, 2014).

Como se observa en la grafica 1 el contenido de proteinas varia entre una afio con
precipitaciones normales a un afo seco (diciembre — abril) temporada donde se
realizan las recolecciones de material vegetal para posteriormente extraer el cuajo
para la elaboracién de quesos a nivel experimental.

3. Heladas primavera 2015

Un posible efecto sobre la composicién quimica de las plantas es debido a las heladas
registradas durante el periodo de primavera 2015, donde se registraron valores
minimos en la costa de las Regiones de Los Rios y Los Lagos. Durante octubre de
2015, las heladas se extendieron desde la Regién Metropolitana hasta la Region de
Los Lagos, con valores que alcanzaron hasta los -3.2°C en la Region de Los Rios. En
el mes de octubre se observaron heladas matinales (temperatura menor o igual a 0°C)
entre la Regiéon Metropolitana y la Region de Los Lagos, siendo esta udltima la mas fria,
con 3 dias con heladas. (Meteochile, 2015).
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Il. El efecto de otros compuestos

“Altos contenidos de compuestos medicinales en plantas nativas como son alcaloides
y taninos, entre otros, pueden afectar la actividad enzimatica al punto de inhibir Ia
accion de ésta (Latorre y Calderén, 1998)”.

“El contenido de proteasas liberadas al momento de la ruptura de la célula vegetal
pudiera disminuir el posible contenido de enzimas vegetales capaces de coagular la
leche (MONTES et al., 1992)".

1. Alcaloides.

‘La presencia de alcaloides afecta en el contenido de proteinas al poseer en su
estructura uno o mas atomos de N, lo cual indica un contenido menor de proteinas”.

Factores que influencian el patréon de almacenamiento de alcaloides.

Usualmente los patrones de alcaloides varian entre el sitio de sintesis y el sitio de
acumulacion debido a que un numero de sustituciones secundarias se pueden llevar a
cabo en otros tejidos. El patron de alcaloides en semillas y plantulas difiere del de las
plantas maduras. La formacién y el almacenamiento de los alcaloides puede estar
influenciado por el estrés ambiental, lesiones o infecciones. En general los niveles de
alcaloides se reducen en forma marcada en tejidos senescentes, por lo que las hojas
a punto de caerse estan practicamente libres de alcaloides.

Queé son los alcaloides?

Los alcaloides corresponden al grupo mas numeroso de metabolitos secundarios; son
compuestos organicos ciclicos que contienen nitrégeno (compuesto heterociclico) en
un estado de oxidaciéon negativo con una distribucién limitada entre los organismo
vivos. En términos generales se describen como productos naturales que contienen
nitrégeno, y que no son clasificados como péptidos, Aa no proteicos, aminas,
glicésidos cianogénicos, glucosinolatos, cofactores, fitohormonas o metabolitos
primarios (tales como bases ptricas o pirimidicas). Cabe destacar, que la mayoria de
los alcaloides provienen del reino vegetal encontrandose principalmente en
plantas.
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La morfina es un ejemplo de alcaloide.

Almacenamiento.

Los alcaloides son almacenados predominantemente en tejidos que son importantes
para la supervivencia y reproduccion, tejidos jovenes en activo crecimiento, raices,
corteza de tallos, flores (especialmente semillas), plantulas y tejidos fotosintéticamente
activos.

2. Taninos.

“Numerosos estudios han confirmado el efecto negativo de los taninos en las
dietas para animales ya que estos forman complejos insolubles con Ilas
proteinas y otras macromoléculas, afectando negativamente Ia energia
metabolizable y la disponibilidad de proteina”.

“Este complejo tanino proteina es considerado responsable del bajo nivel de
crecimiento, baja digestibilidad de proteina y disminucién de aminoacidos
aprovechados e incremento de nitrégeno excretado. Ademas, las enzimas digestivas
como la amilasa, lipasa y tripsina son fuertemente inhibidas, afectando en esta
forma la digestibilidad de proteinas, grasas y almidones”.

Descripcion.

Son un grupo complejo de compuestos polifendlicos que se encuentran en
numerosas especies vegetales. Presentan una elevada afinidad por otras moléculas,
esto se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas como hidratos de carbono
y proteinas. Poseen pesos moleculares superiores a 500 Daltons (Mueller-Harvey,
1999). En términos generales dentro de los vegetales suelen encontrarse en vacuolas
celulares, combinados con alcaloides y proteinas.
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Convencionalmente, se dividen en dos grandes grupo: taninos hidrolizables (TH) y
taninos condensados (TC). Los TH estan constituidos por un nucleo compuesto por un
glacido, cuyos grupos hidroxilo se encuentra nesterificados con acidos fendlicos, tales
como el acido galico o su dimero acido elagico. Por su parte, los llamados taninos
condensados (o proantocianidinas), son polimeros hidroxiflavonoides; estos estan
mucho mas distribuidos en la naturaleza que los hidrolizables y se encuentran,
principalmente, en hojas de arboles y leguminosas herbaceas (Aerst et al., 1999).

3. Taninos y proteinas.

La proteina bajo ciertas condiciones de concentraciéon y pH forman complejos
insolubles con los taninos, esta tendencia es atribuida a la fuerte atraccion del
hidrégeno con él oxigeno del grupo carboxilo del péptido con la posible formacién de
enlaces cruzados entre las cadenas de proteina (Boren, 1992), lo que induce la
precipitacion de las proteinas, disminuyendo la disponibilidad de esta y sus
aminoacidos con posible inhibicién enzimatica (Butler; 1991). Por otro lado Hahn et al.,
1984, sostienen que la capacidad de los taninos para unirse a las proteinas depende
del grado de polimerizacién, el nimero de grupos fendlicos y también de la calidad de
la proteina. El complejo tanino proteina es considerado responsable del bajo nivel de
crecimiento, baja digestibilidad de proteina y disminucibn de aminoacidos
aprovechados e incremento de nitrégeno excretado (Shang et al., 1990) por otra parte
Jaramillo, (1991) encontré un efecto negativo de los taninos mas resaltante sobre la
proteina determinando una correlacion negativa (r = 0.88; P< 0.01) para la
digestibilidad aparente de nitrégeno. Reyes (1991), observé que a mayor contenido de
taninos condensados disminuye la digestibilidad de la proteina acompafada de
secreciones masivas de fluidos a nivel del tracto digestivo para contrarrestar el efecto
téxico, lo que indica valores mas altos de nitrégeno proteico excretado y nitrégeno total
excretado. Precipitacion de las proteinas por los taninos es maximo a valores de pH
cercano al punto isoeléctrico de las proteinas en soluciéon a un pH alto, los hidroxilos
fendlicos son ionizados y las proteinas tienen cargas negativas netas, bajo estas
condiciones la precipitacibn no ocurre porque las proteinas exponen fuerzas
repulsivas. Fuertes complejos con taninos son formados por taninos y agentes
atrapantes como el polivinilpirrolidona (PVP) y propilenglicol (PEG) y desnaturalizantes
de proteina como el fenol. Por tener alta afinidad por las proteinas los taninos pueden
ser lo suficientemente pequefios para penetrar la region interfibrilar de las moléculas
de proteina pero lo suficientemente largas para cruzar las cadenas peptidicas en mas
de un punto.
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Efecto sobre las enzimas.

Las enzimas digestivas como la amilasa, lipasa, tripsina son fuertemente inhibidas por
los taninos condensados afectando en esta forma la digestibilidad de proteinas grasas
y almidones ( Dale, 1985). Los taninos condensados inhiben mas la tripsina que los
taninos hidrolizables mientras que estos ultimos inhiben la lipasa y ambos inhiben
amilasa.

La magnitud del efecto inhibitorio de las enzimas digestivas por acciéon de los taninos
se ha relacionado: a) La cantidad de la proteina dietaria. b) Formacion de complejos
tanino - proteina antes de la ingestién c) Inhibicion de varias enzimas en el tracto
digestivo. d) Diferencias de afinidad entre los taninos y las enzimas digestivas e) El pH
del tracto digestivo. f) El tipo y fuente del tanino. g) Especie y edad del animal.
Jaramillo et al, (1994) sugiere que los taninos condensados de muy bajo peso
molecular o altamente polimerizados tendrian menor capacidad para precipitar
proteinas y por ende menor efecto inhibitorio de las enzimas digestivas in vitro.
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