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Resumen 

 

El cuajo y los coagulantes juegan un papel fundamental en el proceso de elaboración de queso y 
su actividad se ve afectada por diversos parámetros tecnológicos. En este sentido se determinó el efecto 
del pH, concentración de NaCl, CaCl2 y de la temperatura sobre la fuerza de cuajo de un coagulante 
microbiano experimental (BIOMI-13), una quimosina recombinante comercial (Maxiren®) y un cuajo 
comercial de origen animal (BIOVEN), preparados a concentraciones  de  0,05  g/mL;  0,0004  g/mL  y 
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0,0008 g/mL, respectivamente. El efecto del pH fue evaluado en un intervalo de 5,0 a 7,5 y la 
concentración de NaCl y CaCl2 en la leche entre 0,02 y 0,16 M. El efecto de los iones de Na y Ca en las 
soluciones enzimáticas fue evaluado entre 0,04 y 0,80 M y la temperatura de incubación entre 20 y 70 
ºC. Se determinó que los cambios de pH tienen un efecto inversamente proporcional sobre la actividad 
coagulante de la leche y la máxima actividad fue a pH 5 para los tres coagulantes evaluados. La 
concentración de NaCl en la leche tuvo un efecto adverso sobre la actividad coagulante, mientras que el 
incremento de la [CaCl2] aumentó la actividad alcanzando valores máximos a 0,04 M. La presencia 
iones de Na en las soluciones enzimáticas tuvo el mismo efecto observado en las pruebas de 
concentración de NaCl en la leche y se observó un aumento de la actividad relativa conforme se 
incrementó la concentración de iones de Ca en la solución. Los tres coagulantes/cuajos evaluados 
exhibieron la máxima fuerza de cuajo a 45 ºC y tuvieron una acción catalítica muy específica sobre la 
leche con una marcada dependencia a los parámetros evaluados, presentando algunas diferencias entre 
ellos debido posiblemente a la fuente y forma de obtención. 
 

Palabras claves: aspártico proteasas, actividad catalítica, actividad coagulante de la leche, fuerza de 

cuajo, quimosina. 

 

Abstract 

 

Rennet and coagulants play a fundamental role in the process of cheese making and its activity 
is affected by various technological parameters. In this sense, the effect of pH, NaCl and CaCl2 
concentration and temperature on the rennet strength of an experimental microbial coagulant (BIOMI-
13), a commercial recombinant chymosin (Maxiren®) and commercial animal rennet (BIOVEN) was 
determined, prepared at concentrations of 0.05 g/mL; 0.0004 g/mL and 0.0008 g/mL, respectively. The 
effect of the pH was tested in a range from 5.0 to 7.5 and concentration of NaCl and CaCl2 in milk was 
evaluated between 0.02 and 0.16 M. The effect of the Na and Ca ions in the enzyme solutions was 
evaluated between from 0.04 and 0.80 M and incubation temperature between 20 and 70 ºC. It was 
determined that changes in pH have an inverse effect on milk-clotting activity and maximum rennet 
strength at pH 5 for the three coagulants evaluated. The concentration of NaCl in milk had an adverse 
effect on milk-clotting activity, while increasing [CaCl2] increased relative activity peaking at 
concentration of 0.04 M. The Na ions present in the enzyme solutions had the same effect observed in 
the tests of NaCl concentration in milk and also was observed that increasing the Ca ions resulted in an 
increase in relative activity. The three tested coagulant/rennet exhibited high rennet strength at 45 ºC 
and had a very specific catalytic action on milk with a strong dependence on the parameters evaluated, 
showing some differences between them possibly due to the source and method of production. 
 

Keywords: aspartic proteases, catalytic activity, chymosin, milk-clotting activity, rennet strength. 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El cuajo juega un papel fundamental en 

el proceso de elaboración de queso, 

tradicionalmente es extraído del cuarto 

estómago de los terneros entre 10 y 30 días de 

nacidos, como mezclas de quimosina (88 a 94 

%) y pepsina (6 a 12 %) (Ruiz-Rojas, 2005). 

Está compuesto principalmente por la enzima 

quimosina (EC 3.4.23.4), organizada por el 

Comité de Nomenclatura de la Unión 

Internacional    de    Bioquímica    y     Biología  



 
 

 

 

 

Molecular en la clase hidrolasa (EC 3.), 

subclase que actúa sobre enlaces peptídicos 

(peptidasa) (EC 3.4), sub-subclase aspártico 

endopeptidasa (EC 3.4.23); la cual cataliza la 

hidrólisis específica de la κ-caseína de la leche 

en el enlace Ser-Phe
105

┼Met-Ala (NC-IUBMB, 

2013), tiene un peso molecular de 35,6 kDa y 

un punto isoeléctrico de 4,65 (Mohanty et al., 

2003; Kaewphuak, 2011). Su acción hidrolítica 

es responsable de la desestabilización de los 

agregados solubles dentro de la leche, dando 

inicio a la agregación de las micelas 

desestabilizadas que forman una red 

tridimensional que va endureciéndose hasta dar 

lugar al gel definitivo denominada cuajada 

(Castillo-Zambudio, 2001). 

La limitada disponibilidad de estómagos 

de terneros para la fabricación del cuajo, los 

problemas asociados con el sacrificio de 

animales (Jacob et al., 2011) y los altos precios 

de este producto en el mercado (Merheb-Dini et 

al., 2012), son algunas de las razones que han 

generado problemas para satisfacer esta 

demanda; por lo que ha sido necesaria la 

introducción de otros coagulantes como 

sustitutos del tradicional cuajo de ternero, 

específicamente aspártico proteasas similares a 

la quimosina de ternero. Un adecuado sustituto 

debe garantizar altos rendimientos en quesería y 

productos con características sensoriales 

aceptables, es decir, debe tener alta capacidad 

de atacar el enlace peptídico Phe
105

┼Met
106

 de 

κ-caseína y una baja actividad proteolítica a pH 

y temperatura de fabricación del queso, además 

de poseer una termoestabilidad suficientemente 

baja para asegurar productos de suero de leche 

sin restos de coagulante activo. Se ha hecho 

mucho énfasis en introducir coagulantes 

provenientes de otros rumiantes extraídas de 

tejido del estómago de cordero (Moschopoulou 

et al., 2007; Jacob et al., 2011), cabra, búfalo 

(Kumar et al., 2006; Jacob et al., 2011), cerdo 

(Houen et al., 1996), entre otros. Pero estos son 

poco comercializados debido a que su uso está 

dirigido  a  la   elaboración   de   variedades   de  
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quesos típicos como el Provolone o Valpadana 

(Jacob et al., 2011); también están los 

coagulantes de origen vegetal (Ruiz-Rojas, 

2005; Jacob et al., 2011), estos son menos 

comercializados que los de origen animal, 

debido a que la relación entre la actividad 

coagulante y la actividad proteolítica no es lo 

suficientemente alta para su comercialización, 

además de exhibir alta especificidad hacia la 

caseína caprina y ovina, limitando su uso a solo 

aquellos quesos de regiones específicas del 

mundo (Raposo y Domingos, 2008) como el 

Serra da Estrela (Portugal) y Manchego 

(España) elaborados con coagulantes 

provenientes de especies de Cynara (Prados et 

al., 2007; Jacob et al., 2011). Otros tipos de 

coagulantes de leche utilizados como sustitutos 

del cuajo, son aquellos provenientes de 

microorganismos. Esto ha generado la 

evaluación de especies de hongos como el 

Aspergillus versicolor (Abdel-Fattah y Saleh, 

1988), Penicillium oxalicum (Hashem, 1999), 

Rhizophus oryzae (Kumar et al., 2005), Mucor 

circinelloides (Sathya et al.,  2009), Mucor 

mucedo DSM 809 (Yegin et al., 2010), 

Thermomucor indicae-seudaticae N31 

(Merheb-Dini et al., 2012) y Rhizomucor 

nainitalensis (Khademi et al., 2013), entre 

otros. La especies de bacterias del género 

Bacillus también han sido objeto de estudios 

(El-Bendary et al., 2007; Shieh et al., 2009; Wu 

et al., 2013), su aptitud para quesería, acorde a 

Ruiz-Rojas (2005), es mejor que la de las 

enzimas vegetales, pero sensiblemente menos 

satisfactoria que la de las enzimas producidas 

por los hongos. Este autor afirma que dentro de 

todos los microorganismos evaluados destacan 

el Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus y 

Cryphonectria parasitica, de los que son 

extraídas proteasas comercializadas por 

distintas firmas a nivel mundial. La proteasas 

de R. miehei son las más utilizadas, dando 

resultados satisfactorios. Fox y McSweeney 

(1997) y Mistry (2012) han señalado que los 

coagulantes     provenientes     de     organismos  
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modificados genéticamente también son 
utilizados, dado que su uso permite obtener 
productos similares a la quimosina de ternero, 
estos han sido comercializados bajo las marcas: 
Maxiren, secretada por Kluyveromyces 
marxianus var. lactis (Gist-Brocades, Países 
Bajos); Chymogen (Chr. Hansen, Dinamarca) y 
Chymostar (Rhône-Poulenc; ahora por 
Danisco), secretadas por Aspergillus niger var. 
awamori; y Chy-max, secretada por 
Escherichia coli K-12 (Pfizer, USA; ahora por 
Chr. Hansen). El producto registrado bajo la 
marca Marzyme GM por Novo Nordisk A/S 
(Dinamarca), fue el resultado de expresar el gen 
de proteasas de Rhizomucor miehei en 
Aspergillus oryzae. 

Las enzimas coagulantes de la leche 
tienen una acción catalítica que varía entre los 
tipos de coagulantes, en gran medida por la 
fuente de obtención, por lo que se han 
propuesto diversos métodos donde varían 
fundamentalmente las condiciones de pH de la 
leche y temperatura en que se realizan los 
ensayos, sin embargo, todos ellos se basan en 
determinar el tiempo que tarda la fase de 
desestabilización de las micelas de caseína, es 
decir, tiempo desde el contacto de los 
coagulantes con la leche hasta la aparición de 
los primeros coágulos de leche (inicio de la fase 
de agregación y formación del gel o cuajada), 
esto es lo que se conoce como fuerza de cuajo 
(FC), es la medida indirecta de la acción 
hidrolítica de las aspártico proteasas sobre las 
moléculas de κ-caseína. Independientemente 
del origen, la FC se ve afectada por diversos 
factores, tales como, la composición química de 
la leche principalmente por el contenido de 
proteína, esta varía entre las especies de 
animales de origen. La fracción de las proteínas 
que intervienen en la elaboración de los quesos 
pertenece al grupo de proteínas insolubles 
llamadas caseína entera, formadas por α-
caseína, β-caseína, υ-caseína y κ-caseína, esta 
última es la responsable de la formación de 
agregados solubles dentro de la leche, tiene la 
forma de una partícula coloidal conformada por 
caseína agregada envuelta en  una  molécula  de  

 

 
 
κ-caseína soluble (Park et al., 2007). Otras 
características de la leche que afectan la acción 
catalítica son la concentración de fosfato 
cálcico coloidal (CCP), relación Ca/(fosfato + 
citrato), relación Ca/nitrógeno, concentración 
de caseína, dimensión de las micelas, 
presencia/ausencia de mastitis y 
presencia/ausencia de calostros (Castillo-
Zambudio, 2001). Además de las características 
físico-químicas de la leche, existen otros 
factores que afectan la actividad catalítica de las 
enzimas coagulantes, denominadas factores 
tecnológicos asociados al proceso de 
elaboración de queso: temperatura, 
concentración, tipo de enzima, adición de 
cloruro de calcio (CaCl2), pH de la leche y la 
concentración de NaCl (Castillo-Zambudio, 
2001; Awad, 2007). Estos factores pueden 
modificar la cinética de la hidrolisis de las 
enzimas coagulantes de la leche provocando 
cambios en la firmeza del gel (textura de la 
cuajada), bajos rendimientos, pueden 
intensificar la actividad proteolítica y disminuir 
la especificidad originando la aparición de 
sabores extraños y en general características 
sensoriales no deseadas en los quesos 
(Cavalcanti et al., 2004; Kumar et al., 2006; 
Awad, 2007). En este sentido es imprescindible 
conocer el efecto de estos parámetros sobre la 
fuerza de los cuajos y coagulantes empleados 
en la elaboración de quesos. Bajo esta premisa, 
se presenta la evaluación del efecto del pH, 
concentración de iones de Na

+
 y Ca

2+
 y de la 

temperatura, sobre la fuerza de cuajo de los 
coagulantes: BIOMI-13, microbiano 
experimental producido por una cepa de 
Rhizomucor spp.; Maxiren®, microbiano 
comercial proveniente de organismos 
modificados; y BIOVEN, un cuajo comercial 
de origen animal. 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron tubos de ensayo de 

capacidad 12 mL, marca PYREX® (Corning 

Incorporated, Corning, NY, USA) y las 

incubaciones    se    realizaron    en    un     baño  



 
 

 

 

 

termostatizado con agitación marca Grant, 

modelo GLS400 (Grant Instruments Ltd, 

Shepreth, Cambridgeshire, UK). 

 

Cuajo y coagulantes 

 

Se utilizó un coagulante de leche 
microbiano liofilizado producido por cultivo 
sumergido de una cepa de Rhizomucor spp. 
(BIOMI-13) de la colección de cultivos del 
Laboratorio de Biotecnología de 
Microorganismos “Sixto David Rojo” de la 
Universidad de Los Andes (Estado Mérida, 
Venezuela). Una quimosina recombinante 
(coagulante de organismo modificado) 
comercial marca Maxiren®, producida por 
Kluyveromyces lactis (DSM Food Specialties 
B.V. - Gist-Brocades) y un cuajo de origen 
animal marca BIOVEN provisto por la 
Productora de Alimentos Universitaria Lácteos 
Santa Rosa de la Universidad de Los Andes 
(Estado Mérida, Venezuela). 

Se utilizó como sustrato leche 

descremada Difco
TM

 Skim Milk (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA - 

Difco
TM

 Laboratories, Inc., Michigan, USA) y 

para la incorporación de iones, cloruro de sodio 

(NaCl) y cloruro de calcio (CaCl2) grado 

analítico. 

 

Preparación de las soluciones de 

cuajo y coagulantes 

 

 Se prepararon 3 soluciones enzimáticas, 

una a partir del coagulante microbiano 

experimental BIOMI-13 a concentración de 

0,05 g/mL, una con el coagulante microbiano 

comercial Maxiren® a 0,0004 g/mL y otra con 

el cuajo comercial de origen animal BIOVEN a 

0,0008 g/mL, preparadas con agua destilada. 

Las 3 concentraciones fueron seleccionadas en 

función al tiempo de coagulación, comprendido 

entre 60 y 120 segundos, esto permitió obtener 

registros precisos del tiempo de aparición de los 

primeros coágulos durante la determinación de 

la FC. 
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Determinación de la fuerza de cuajo 

 

La actividad coagulante de la leche, se 

midió por el método comentado por Osorio et 

al. (2008); consistió en tomar el tiempo que 

tarda en coagular una muestra de 5,0 mL de le-

che descremada (al 10 % en CaCl2 0,01 M) al 

adicionarle 0,5 mL de sobrenadante del cultivo 

proveniente de la fermentación. Esta 

determinación se logra haciendo rotar de 

manera manual las muestras en un baño de 

maría a temperatura de 37 ºC. La lectura del 

tiempo de coagulación se hace justo cuando el 

aspecto de la película de leche sobre la pared 

interna del tubo de ensayo cambia de fluido 

laminar a viscoso formándose pequeños 

grumos. La actividad enzimática se expresó 

como la fuerza de cuajo (FC) definida como la 

cantidad de leche cuajada en mililitros por 

gramo o mililitro de sobrenadante del cultivo en 

40 minutos a 37 ºC y se calculó mediante la Ec. 

1:  

 

Ecuación (1)               
        

    t
 

 

Donde: 

FC : fuerza de cuajo 

V : cantidad de leche, mL 

2400: tiempo en que normalmente cuaja la 

leche a 37 ºC con un cuajo estándar, s. 

C : cantidad de sobrenadante del cultivo, mL 

t : tiempo de coagulación de la muestra, s 

 

Determinación del efecto del pH, 

concentraciones de iones de Na, Ca y la 

temperatura 

 

A cada solución enzimática se le 

determinó la fuerza de cuajo (FC) bajo 

condiciones estándar del método comentado 

por Osorio et al. (2008) y bajo diferentes 

valores de pH, concentraciones de iones de Na, 

Ca y de temperatura en la leche. A continuación 

se describen las pruebas realizadas: 
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 El efecto del pH de la leche fue 
evaluado en un intervalo de 5,0 a 7,5. La leche 
descremada fue preparada al 10 % y CaCl2 0,01 
M en buffer de fosfato de sodio a 20 mM para 
el intervalo de pH 5,0 - 5,5 y en buffer Tris-
HCL a 20 mM para el intervalo de pH 6 - 7,5. 
 Para evaluar el efecto de la 
concentración de iones de Na y Ca en la leche, 
se preparó leche descremada al 10 % y CaCl2 
0,01 M en agua destilada y adicionalmente se 
agregó NaCl para obtener concentraciones de 
0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,12; 0,16 M y una 
muestra sin Na. El CaCl2 fue agregado en las 
mismas proporciones descritas para las pruebas 
con Na; adicionalmente se preparó una muestra 
sin Ca y otra con 0,01 M de concentración. 
 Para determinar el efecto de los iones de 
Na y Ca en las soluciones enzimáticas, a cada 
una de ellas se agregó NaCl para obtener 
concentraciones de 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,24; 
0,40 y 0,80 M. Para el CaCl2, las soluciones 
fueron preparadas en el mismo orden de 
concentraciones descritas para el Na. 
Posteriormente, a cada solución enzimática 
preparada se le determinó la fuerza de cuajo. 

En el caso de la temperatura, el efecto 
fue determinado preparando muestras de leche 
descremada al 10 % en una solución de CaCl2 
0,01 M. Cada determinación de fuerza de cuajo 
se realizó a diferentes temperaturas de 
incubación de la reacción: 20, 25, 30, 37, 40, 
45, 50, 60 y 70 ºC. 
  

Expresión de los resultados 

 
Los resultados fueron expresados en 

términos de la actividad relativa (AR), la cual 
se estima según la Ec. 2, tomando como 
referencia la fuerza de cuajo determinada a 37 
ºC según el método comentado por Osorio et al. 
(2008). 
 

Ecuación (2): 

 

          AR   
  par  etro  odificado

    todo  sorio
 x     

 

 

 

Donde: 

AR : actividad relativa expresada en porcentaje 

FCparámetro modificado : fuerza de cuajo determinada 

a la condición a evaluar 

FCmétodo Osorio : fuerza de cuajo determinada 

según el método estándar comentado por 

Osorio et al. (2008) 

 

Cada determinación de AR fue estimada 

por triplicado y promediada para graficarla por 

separado en función a las variables pH, 

concentraciones de NaCl, CaCl2 y temperatura, 

según fue el caso. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Fuerza de cuajo (FC) bajo condiciones 

estándar 

 

En el Cuadro 1 se muestran los valores 

de la fuerza de cuajo de cada solución 

enzimática preparada a las concentraciones 

descritas en la metodología. Fueron 

determinadas bajo las condiciones estándar del 

método seleccionado y servirán de referencia 

para el cálculo de la actividad relativa (AR) 

bajo las demás condiciones de estudio. 

 

Cuadro 1.- Actividad coagulante de las 

soluciones enzimáticas evaluadas. 

 

Solución enzimática 

cuajo/coagulante 
FC ± D. S. 

BIOMI-13 260,87 ± 0,23 

Maxiren® 213,34 ± 0,91 

BIOVEN 195,95 ± 0,50 

FC: fuerza de cuajo. D. S.: desviación estándar. 

 

La actividad registrada por cada 

solución enzimática está asociada a las 

concentraciones a las que fueron preparadas, 

debido a que permite tiempos de lectura 

promedio  de  122,  112,5  y   92   segundos   de  



 
 

 

 

 

tiempo de coagulación para BIOVEN, 
Maxiren® y BIOMI-13, respectivamente. 
Tiempo suficiente para las determinaciones de 
la FC en las evaluaciones que se discuten a 
continuación.  
 
Factores que afectan la actividad coagulante 

de la leche en los cuajos 

 
 Efectos del pH 

 
Se determinó que los cambios de pH 

tienen un efecto inversamente proporcional 
sobre la actividad coagulante de la leche del 
cuajo y coagulantes evaluados, tal como se 
observa en la Fig. 1. La mayor sensibilidad a 
los cambios de pH fue para el cuajo comercial 
de origen animal (BIOVEN), que registró una 
AR de 225 % a  pH  5  y  de  36,1  %  a  pH 7,5. 
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Mientras que el menor efecto se observó sobre 

el coagulante microbiano experimental BIOMI-

13, alcanzando 165,79 % a pH 5,0; 

descendiendo proporcionalmente hasta registrar 

54,99 % de la AR a pH 7,5. El coagulante 

microbiano comercial Maxiren®, registró 

valores similares al microbiano experimental 

(BIOMI-13). 

Foda et al. (2012) observaron que a pH 

mayores a 5, la actividad de coagulación de la 

leche expresada como actividad relativa (AR) 

de enzimas producidas por Rhizomucor miehei 

NRRL 2034 bajo fermentación en estado 

sólido, disminuyó hasta alcanzar 40 % a pH 7. 

En la coagulación de la leche, entre tipos de 

cuajos y coagulantes, la dependencia del pH de 

las enzimas empleadas es diferente (Harboe et 

al., 2010). 

 

 
 
Figura 1.- Efectos del pH sobre la fuerza de cuajo de los coagulantes ▲Maxiren®,  ■BIOVEN y 

●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 10 % y [CaCl2] de 0,01 M, incubadas a 

37 ºC. 
 
 
 Efectos de la concentración de NaCl y 

CaCl2 en la leche 

 

La concentración de iones de sodio en la 

leche tuvo un efecto adverso sobre la actividad 

coagulante de la leche (Fig. 2), fue 

inversamente proporcional a la concentración 

de NaCl en la leche, disminuyendo hasta 

valores de ≈ 60 % de AR para el coagulante 

microbiano experimental (BIOMI-13) y ≈ 40 %
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Figura 2.- Efectos de la [NaCl] en la leche sobre la fuerza de cuajo de los coagulantes ▲Maxiren®,  

■BIOVEN y ●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 10 % y [CaCl2] de 0,01 

M, incubadas a 37 ºC. 

 

 

para los comerciales (Maxiren® y BIOVEN) a 

concentración de 0,16 M. 

Inhibición progresiva de la AR por 

incremento de la concentración de NaCl, desde 

≈     % (a concentración de ≈ 3 % de NaCl) 

hasta ≈    % (a concentraciones de 9 hasta 12 

% de NaCl) fue estimada por Foda et al. (2012) 

para enzimas producidas por R. miehei NRRL 

2034. Harboe et al. (2010) sostienen que la 

adición de NaCl se limita a < 0,5 g/100 g; ya 

que aumenta la formación de cuajada, mientras 

que a concentraciones mayores tiene un efecto 

contrario. Por otra parte, la sensibilidad de las 

enzimas de coagulación de la leche de varias 

fuentes al NaCl no es la misma (Foda et al., 

2012). Ramet (2001) describe que el efecto del 

NaCl en leche de vaca no es el mismo en 

presencia de diferentes tipos de enzimas de 

coagulación de la leche y agrega que, en leche 

de Camelus dromedarius, la pepsina bovina 

parece ser menos sensible al NaCl que el cuajo 

de ternera, particularmente a altas 

concentraciones de la sal. 

En la Fig. 3 se observa el aumento en la 

 
 
FC al incrementar el contenido CaCl2 en la 

leche, alcanzando valores máximos de AR de 

310 % para BIOVEN y 264 % para Maxiren® a 

concentración de 0,04 M. El coagulante 

microbiano experimental (BIOMI-13) solo 

alcanzó una actividad relativa máxima de 140 

%, a la misma concentración, mostrando menor 

sensibilidad al incremento de las 

concentraciones de Ca en la leche. En las 

muestras de leche sin adición de calcio, se 

observó una baja significativa en la FC de 

ambos coagulantes comerciales (Maxiren® y 

BIOVEN), mientras que el coagulante 

microbiano experimental (BIOMI-13) no 

mostró una dependencia tan marcada. 

Similar comportamiento al de la Fig. 3 

fue apreciado por Foda et al. (2012), quienes 

mostraron que la AR fue mayor con la adición 

de CaCl2 a concentración de 0,05 M; y que, 

mayores concentraciones resultaron en una 

marcada disminución en la actividad de 

coagulación de la leche, la cual se redujo a 37,5 

% a concentración 0,2 M de CaCl2. Asimismo, 

incrementos de las concentraciones de CaCl2 de
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Figura 3.- Efectos de la [CaCl2] en la leche sobre la fuerza de cuajo de los coagulantes ▲Maxiren®,  

■BIOVEN y ●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 10 % e incubadas a 37 ºC. 

 

 

10 a 50 mM produjeron incrementos de la 
actividad de coagulación de la leche, cuando 
fue utilizada una proteasa extraída de flores de 
Scolymus maculatus en leche descremada 
(Benchiheub et al., 2014). 

Es conocido que el Ca
+2

 combinado con 
la ρ-caseína forma firmes coágulos durante la 
segunda fase del proceso de coagulación. La 
adición de CaCl2 durante la coagulación de la 
leche reduce el tiempo e incrementa la tasa de 
coagulación (El-Bendary et al., 2007; 
Mohamed et al., 1988 y Balcones et al., 1996 
cp Ahmed y Helmy, 2012). 
 

Efectos de la concentración de NaCl y 

CaCl2 en las soluciones enzimáticas 
 

La presencia iones de sodio en las 
soluciones enzimáticas tuvo el mismo efecto 
adverso sobre la actividad coagulante de la 
leche (Fig. 4) describiendo la misma tendencia 
que la observada en las pruebas de 
concentración de Na en la leche; sin embargo, 
el coagulante microbiano comercial Maxiren® 
presentó menor sensibilidad a los niveles de Na 
en las solución enzimática en comparación con 

el cuajo comercial de origen animal BIOVEN, 
contrario a lo ocurrido en las pruebas de leche. 

En la Fig. 5 se observa el aumento de la 
actividad relativa conforme se incrementó la 
concentración de CaCl2 en las soluciones 
enzimáticas, sin embargo, los valores máximos 
alcanzados por los coagulantes comerciales 
(Maxiren® y BIOVEN) estuvieron por debajo 
de los obtenidos en las prueba de Ca en leche, 
en especial para el Maxiren® que solo alcanzó 
≈  5  % de AR,  ientras que a concentraciones 
de 0,80 M, la AR del cuajo comercial BIOVEN 
fue inhibida casi en totalidad. 

En el caso del coagulante microbiano 
experimental (BIOMI-13), mostró un aumento 
de la actividad por encima de los comerciales y 
mayor que el registrado en las pruebas de Ca en 
leche, alcanzando aproximadamente una AR de 
250 % a concentraciones en el intervalo 0,40 M 
- 0,80 M. 

Estos resultados podrían sugerir que la 
presencia de Ca en las soluciones enzimáticas 
induce algún tipo de modificaciones en las 
enzimas coagulantes contenidas en el cuajo 
microbiano que podría ser de tipo estructural o 
de modificaciones en el sitio activo. 
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Figura 4.- Efectos de la [NaCl] en las soluciones enzimáticas sobre la fuerza de cuajo de los 

coagulantes ▲Maxiren®,  ■BIOVEN y ●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 

10 % y [CaCl2] de 0,01 M, incubadas a 37 ºC. 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.- Efectos de la [CaCl2] en las soluciones enzimáticas sobre la fuerza de cuajo de los 

coagulantes ▲Maxiren®,  ■BIOVEN y ●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 

10 % y [CaCl2] de 0,01 M, incubadas a 37 ºC. 

  



 
 

 

 

 

Ahmed y Helmy (2012) evaluaron el 

efecto de los iones Mn
+2

, Ca
+2

, Mg
+2

, Zn
+2

, Fe
+2

 

y Cu
+2

, en las preparaciones enzimáticas de 

coagulantes provenientes de Bacillus 

licheniformis y Aloe variegata, demostrando 

que el Mn
+2

, Ca
+2

, Zn
+2

 y el Fe
+2

 tuvieron un 

efecto activador sobre ambos coagulantes. Un 

estudio similar fue publicado por El-Tanboly et 

al. (2013), donde demostraron que al aumentar 

las concentraciones de iones de Ca durante la 

coagulación de la leche (mezcla de reacción) 

con una enzima de Mucor pusillus QM 436 

incrementó la actividad coagulante, al igual que 

el Mg
+2

 y el Fe
+3

, mientras los iones Mn
+2

 y 

Zn
+2

 no tuvieron un efecto significativo sobre el 

mencionado coagulante. 

 

Efectos de la temperatura de 

incubación (coagulación) 
 

De acuerdo al gráfico de la Fig. 6, los 3 

coagulantes evaluados exhibieron la máxima 

AR a 45 ºC (160 % para Maxiren® y BIOVEN 

y   200  %   para   BIOMI-13).   El    coagulante  
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microbiano experimental BIOMI-13 conservó 

más del 50 % de la actividad a temperatura de 

70 ºC y los 2 comerciales fueron casi 

totalmente inhibidos. 

Foda et al. (2012) para un coagulante 

producido por Rhizomucor miehei, observaron 

incremento progresivo de la actividad 

coagulante de la leche al aumentar la 

temperatura de incubación, alcanzando la  

máxima AR a 60 ºC, resultado mayor a los 

obtenidos para los coagulantes evaluados en 

este trabajo. Entre tipos de coagulantes, algunos 

no influyen significativamente en la proteólisis 

secundaria (Sheehan et al., 2004), coagulantes 

en la producción de quesos donde la 

gelificación tiene lugar a baja temperatura, 

mientras que a temperaturas más altas puede 

ocurrir proteólisis excesiva afectando 

negativamente la textura y el sabor de los 

quesos (Esteves et al., 2003). La 

termoestabilidad del coagulante microbiano 

experimental (BIOMI-13) implica posibles 

problemas por efecto de proteólisis secundarias 

en quesos en etapa de maduración. 

 

 
 

Figura 6.- Efectos de la temperatura de incubación sobre la fuerza de cuajo de los coagulantes 

▲Maxiren®, ■BIOVEN y ●BIOMI-13, determinados en muestras de leche descremada al 10 % y 

[CaCl2] de 0,01 M. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIÓN 

 

 El cuajo y coagulantes evaluados 

tuvieron una acción catalítica muy 

específica sobre la leche con una 

marcada dependencia al pH, 

concentraciones de iones de Na, Ca y 

temperaturas como era de esperarse, 

presentando algunas diferencias entre 

ellos debido posiblemente a la fuente y 

forma de obtención. 

 El cuajo comercial de origen animal 

(BIOVEN) y el coagulante microbiano 

comercial (Maxiren®) mostraron mayor 

sensibilidad a los cambios de los 

parámetros evaluados y similitud entre 

ellos, excepto en el pH, donde 

Maxiren® registró valores similares al 

coagulante microbiano experimental 

(BIOMI-13) y ambos menor 

sensibilidad. 

 El coagulante microbiano experimental 

(BIOMI-13) presentó mayor 

sensibilidad a la presencia de Ca en 

solución y mayor estabilidad térmica. 

 Es necesario evaluar con ensayos de 

mayor amplitud para el coagulante 

microbiano experimental (BIOMI-13), 

los efectos del Ca en la solución 

enzimática y de estabilidad térmica 

observados. 
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