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Resumen

El proceso de coagulacion de la leche es un factor determinante para la produccion de
quesos de alta calidad. La eficacia de este proceso puede varia por algunos factores tales
como: el pH, el origen del cuajo y la composicion porcentual de elementos disueltos en
la leche. Por lo tanto, en este informe técnico, se evalué la actividad coagulante de dos
tipos de cuajo (animal y microbiano) en diferentes condiciones de pH. Los resultados
revelaron que la fuerza de coagulacion y la consistencia de la cuajada varian en gran
medida en funcién del origen del cuajo utilizado y nivel de pH. Se observé que el cuajo
de origen microbiano muestra una mayor adaptabilidad a diversas condiciones de pH, en
comparacion del cuajo de origen animal. Ademas, se encontré que la fuerza de
coagulacion es mas alta a pH 5.5, pero va disminuyendo en condiciones alcalinas, y en el

caso del cuajo de origen animal no hubo protedlisis en pH bésico.

Palabras claves: Coagulacién, Enzimas proteoliticas, Fuerza de cuajo, pH, Proteolisis.



Abstract

The process of milk coagulation is a determining factor in the production of high-quality
cheeses. The efficacy of this process can vary due to several factors such as pH, the origin
of the rennet, and the percentage composition of dissolved elements in the milk.
Therefore, in this technical report, the coagulating activity of two types of rennet (animal
and microbial) was evaluated under different pH conditions. The results revealed that the
coagulation strength and the consistency of the curd vary significantly depending on the
origin of the rennet used and the pH level. It was observed that microbial rennet shows
greater adaptability to various pH conditions compared to animal rennet. Additionally, it
was found that the coagulation strength is highest at pH 5.5 but decreases under alkaline

conditions, and in the case of animal rennet, no proteolysis occurred at basic pH.

Keywords: Coagulation, Proteolytic enzymes, Rennet strength, pH, Proteolysis.
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Introduccion

La coagulacion de la leche es un proceso crucial en la industria quesera que marca el
inicio de la transformacién de la leche en queso. Este proceso, que ha sido perfeccionado
a lo largo del tiempo, resulta fundamental para dar valor agregado a la leche y aumentar

su tiempo de vida util.

El proceso de cuajado en la produccion de queso es catalizado por la accion de enzimas
proteoliticas, conocidas como peptidasas, en particular la aspartica endopeptidasa y la
quimosina. Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar (romper mediante la adicion
de una molécula de agua) enlaces peptidicos especificos dentro de las proteinas presentes
en la leche. La k-caseina es una de las principales proteinas y es el sustrato sobre el cual
actla el cuajo, ya que su estructura contiene varios enlaces peptidicos que pueden ser
hidrolizados por la accién de la aspéartica endopeptidasa y la quimosina. El proceso de
coagulacion puede dividirse en dos etapas, inicialmente la hidrélisis enzimatica y
finalmente la agregacion. Durante la hidrolisis, el enlace Phe105-Met106 de la k-caseina
por la accién de las enzimas es fragmentado, formando una porcion hidrofébica: para k-
caseina y una hidrofilica: caseinmacropéptido. Como resultado de esta accion las micelas
modificadas comienzan a ser susceptibles de agregarse (Lucey, 2002). Durante la etapa
de agregacion predominan los puentes-Ca, las fuerzas de Van der Waals, las interacciones

hidrofdbicas y puentes hidrégeno (Sbodio & Revelli, 2012).

Tradicionalmente se utilizaba el cuajo de origen animal, el cual es extraido del cuarto
estbmago de los terneros entre 10 y 30 dias de nacidos, donde existe mezclas de
quimosina de 88 a 94% vy pepsina del 6 a 12 % (Ruiz-Rojas, 2005). La limitada
disponibilidad de estomagos de terneros para la fabricacion del cuajo y los altos precios
de este producto en el mercado, son algunas de las razones que han generado problemas
para satisfacer esta demanda, por lo que ha sido necesaria la introduccion de otros
coagulantes sustitutos del tradicional cuajo de ternero, como son los cuajos de origen
microbiano gque son obtenidos por la fermentacion controlada de cepas seleccionadas de
microorganismos en condiciones de laboratorio. El cuajo microbiano puede estar
compuesto por quimosina, proteasas y pepsina, La composicion exacta del cuajo de
origen microbiano puede variar segun el fabricante, la cepa utilizada y la aplicacion

especifica.



La accion catalitica de las enzimas coagulantes en la fabricacion de quesos puede variar
debido a una variedad de factores, entre ellas la condicion de pH de la leche y el origen
del cuajo, por ello es importante realizar la prueba de la fuerza de cuajo, que consiste en
determinar la capacidad de una determinada cantidad de cuajo para coagular una cantidad

especifica de leche en un tiempo determinado.



Objetivo general

Evaluar la actividad coagulante del cuajo de origen animal y microbiano en distintas

condiciones de pH

Objetivos especificos

e Realizar un control de calidad de la leche antes iniciar el proceso
e Ajustar los valores de pH segun las variables de estudio

e Determinar la fuerza de cuajo y rendimiento de los diferentes ensayos



1. Procedimiento
1.1 Toma de muestra

La leche cruda utilizada para los ensayos de coagulacion fue obtenida del ordefio matutino
de la zona de San Miguel de Putushi, Azuay. Se tomaron 1000 ml de leche en un
recipiente de vidrio previamente esterilizado y se transportd a los laboratorios de
CampusTech UDA.

1.2 Control de calidad de la leche

Para controlar la calidad inicial de la muestra de leche se tomaron como referencia los

parametros establecidos en la NTE INEN 09:2012 para leche cruda.

1.3 Control de densidad
Para determinar la densidad de la leche se procedié de la siguiente manera

e Seagreg6 una muestra representativa de la leche en una probeta de 250 ml por las
paredes de la misma para evitar que se forme espuma, que puede interferir en la

lectura.

e Sesumergid el lactodensimetro suavemente dentro de la probeta con la muestra 'y
se realiz6 un pequefio giro, se espero hasta que flote libremente y no toque las

paredes del recipiente.
e Se procedi6 a tomar lectura de la densidad y la temperatura

e Finalmente se aplico la formula para la correccién del valor de de la densidad por
la diferencia de temperatura (NTE INEN 9:2012). La ecuacion utilizada fue la
siguiente: dz= d+0.0002(t-20).

Donde: d2o= densidad relativa a 20°C
d= densidad de la leche.
t= temperatura de la muestra durante la determinacion en °C.

0.002= factor de correccion.



1.4 Control de pH

Se tom6 una muestra de 50 ml de leche.

Una vez homogeneizada la muestra, se sumergid el electrodo del potenciémetro
previamente calibrado y se tomd la lectura en el momento en que se estabilizo el

valor.

1.5 Control de acidez

Donde:

Se realizd6 mediante el método de titulacion, para lo cual, se tomoé el vaso de
precipitacion y se adicioné 10 ml de la muestra de leche

Se agregaron 3 gotas de fenolftaleina como indicador de acidez, este reactivo

cambia de color cuando se alcanza el punto final de la titulacion.

Se llend una bureta con 25 ml de solucion de hidroxido de sodio (NaOH) de

concentracion 0,1 N.

Se realizd la titulacion dejando caer gota a gota el hidroxido de sodio hasta lograr
el viraje de color a ligeramente rosado y se registro la cantidad de NaOH empleado
(1.8ml).

Finalmente se realizo el calculo de acidez con los datos obtenidos, aplicando la
siguiente formula:

NT=*VT+*0.090
X =—

- *100

NT= concentracion del titulante
\VT= volumen del titulante.
0.090= factor de conversién en grados dornic.

VM= volumen de la muestra.

1.6 Ajuste del pH de las muestras

El rango de pH considerado a investigar sera de (5.5, 6.7 y 7.5), se empelara acido

clorhidrico 1N e hidréxido de sodio 1N.



1.7 Adicidn del agente acidificante o neutralizante:

Para lograr la acidificacion, se agregé el acido clorhidrico a la leche de manera gradual y
continua, agitando suavemente para asegurar una distribucién uniforme. Se tomé la
lectura del pH y se adiciono el acido hasta logra el valor de 5,5. De igual manera se trabajé

con el hidroxido de sodio, hasta ajustar el valor de pH a 7.5
Para esta determinacion se trabajé con las siguientes muestras:

Tabla 1.

Condiciones de pH a realizar la investigacion con cuajo animal y microbiano.

Muestra Tipo de cuajo
M1 Leche pH 5,5 Animal

M2 Leche pH 6,7 (testigo) Animal

M3 Leche pH 7.6 Animal

M4 Leche pH 5,5 Microbiano
M5 Leche pH 6,7 (testigo) Microbiano
M6 Leche pH 7.6 Microbiano

Nota. *Cada una de las determinaciones se realizaron por triplicado.

1.8 Adicidn de los cuajos:
Cuajo de origen animal

El cuajo de origen animal fue preparado de la siguiente manera. Los trozos de estdmago
se colocaron en una solucidn de salmuera, la sal ayuda a preservar el cuajo y a extraer las
enzimas necesarias para la coagulacion, también se adiciond suero de leche, y jugo de
limon, para activar las enzimas coagulantes presentes en el estomago, esta mezcla se dejo

reposar durante tres dias.



Una vez que esta preparacion estuvo lista se filtraron los sélidos y se extrajo la solucién
de este preparado, después se procedié a tomar 1 ml de cuajo y se colocaron en 50 ml de

leche en bafio maria a 40°C.
Cuajo de origen microbiano

Para el cuajo microbiano se utilizd6 un cuajo comercial de la marca BioCuajo de

presentacion liquida (proteasa acida).

En la preparacion del cuajo microbiano se diluy6 en un tubo de ensayo 5 ml cuajo con 5
ml de agua destilada como indica el fabricante, se homogeniz6 y se tomé 1 ml de esta

muestra para agregar en 50 ml de leche en bafio maria a 40°C.

1.9 Determinacién de Fuerza de cuajo

La fuerza de un cuajo se expresa como la relacion entre el volumen de leche coagulada
por una unidad de volumen de cuajo en unas condiciones determinadas, Asi, las unidades
de Soxhlet indican los litros de leche coagulada por un litro de cuajo en 40 minutos (2400
segundos) a 37°C. Se puede calcular la fuerza de cuajo con la siguiente formula. (Amiot,
1991).

_ 2400V
T
Donde: F = Fuerza de cuajo. V = Volumen de la leche en mililitros.
v = Volumen de cuajo. T = Tiempo de coagulacion en segundos

1.10 Medicién y drenado del suero

Se filtr6 cada una de las cuajadas, para lo cual se utiliz6 embudos de cristal, filtros de
gasa y probetas graduadas, después de que la cuajada drend todo el suero se procedi6 a

registrar la medida de la cantidad de suero expulsado.



2. Resultados
2.1 Control de calidad

Los valores obtenidos del control de calidad (Tabla 2.) se encuentran dentro de los
parametros establecidos por la NTE INEN 09:2012 para recepcién de leche cruda, por lo

que, la leche utilizada en el estudio fue de 6ptima calidad.

Tabla 2.
Resultado del control de calidad

Muestra pH Acidez (%) Densidad g/cm3
1 6.7 0.15 1.027

2 6.7 0.15 1.027

3 6.7 0.14 1.027
Promedio 6,7 £ (0,0) 0,146 * (0,0057) 1,027 £ (0,0)

2.2 Calculo de la Fuerza de cuajo

Para realizar esta prueba se calcula midiendo el tiempo desde que el cuajo es adicionado
a la muestra de leche hasta que se produce el primer coagulo en una temperatura de 40°C.

Los resultados de las tablas 3 y 4 muestran que a pH 5.5 el cuajo de origen animal tiene
una fuerza de (2141.9) mientras que la de origen microbiano (2139.3), sin embargo, no
hay una diferencia significativa en este parametro. Por lo que, se podria indicar que el
origen del cuajo no es un factor influyente para la coagulacion en estas condiciones de
pH. Cabe destacar, que la cuajada obtenida usando el cuajo microbiano fue mas compacta,
maciza y brillosa en comparacion de la cuajada resultante del cuajo de origen animal que

fue mas blanda, elastica y opaco, pero con un tamafio ligeramente mayor.



Tabla 3.

Resultado de la fuerza de cuajo del cuajo de origen animal a pH 5.5

Leche pH 5.5 Formula: F:“TO:;‘V Resultado
Muestra 1 _ 2400~ 50 2000
60 * 1
Muestra 2 _ 2400+50 2353.9
511
Muestra 3 _ 2400+50 2068.9
581
Promedio 2141.9 + (187.6)
Tabla 4.

Resultado de la fuerza de cuajo del cuajo de origen microbiano a pH 5.5

2400V

Leche pH 5.5 Formula F = Resultado
Muestra 1 _ 2400 x50 2400
501
Muestra 2 _ 2400 50 2142.8
56 x 1
Muestra 3 _ 2400+ 50 1875
64 1
Promedio 2139.3 £ (262.5)

En cuanto a la fuerza de cuajo a pH 6.7, se evidencia una diferencia significativa en el
resultado obtenido, siendo en el caso del cuajo de origen microbiano (2453.5), y la del
cuajo de origen animal (1933.5). Esto nos indica una mayor eficiencia por parte del cuajo

de origen microbiano en este pH, también cabe recalcar que la cuajada resultante del cuajo



de origen microbiano fue menos compacta, brillosa y lisa que en condicion de pH de 5.5,

y en comparacion con la cuajada obtenida de la enzima de origen animal que mostro

grietas, deformidades, textura blanda y un tamario ligeramente mayor.

Tabla 5.

Resultado de la fuerza de cuajo del cuajo de origen animal a pH 6.7

Leche pH 6.7 Formula: F = 24::'/ Resultado
Muestra 4 _ 240050 1791
67 *1
Muestra 5 _ 2400 50 1904.7
63 1
Muestra 6 _ 2400 x50 2105
57 %1
Promedio 1933.5 + (158.9)
Tabla 6.

Resultado de la fuerza de cuajo del cuajo de origen microbiano a pH 6.7

2400V

Leche pH 6.7 Formula: F = - Resultado
Muestra 13 _ 2400 x50 2926.8
41 %1
Muestra 14 = M 2400
50«1
Muestra 15 _ 2400 x50 2033.8
59 %1
Promedio 2453.5 + (448.9)

10



Finalmente, en condicion de pH 7,5 es donde se pudo evidenciar una diferencia muy
notoria, mientras que el cuajo de origen microbiano pudo coagular la leche, el cuajo de
origen animal no fue capaz, sin embargo, en el calculo de la fuerza de cuajo de origen
microbiano se obtuvo un valor de 1454, el cual si se compara con las otras condiciones
resulta menor, también reportamos que la cuajada obtenida en estas condiciones fue muy

blanda, deforme y poco consistente.
Tabla 7.

Resultado de la fuerza del cuajo del cuajo de origen animal a pH 7.5

Leche pH 7.5 Formula: F = 24::[/ Resultado
24 .
Muestra 7 00V No hubo cuajada
Tv
Muestra 8 2400V No hubo cuajada
Tv
24 .
Muestra 9 00V No hubo cuajada
Tv
Tabla 8.

Resultado de la fuerza de cuajo del cuajo de origen microbiano a pH 7.5

2400V

Leche pH 7.5 Formula: F = - Resultado
Muestra 16 = M 1538.4
78 x 1
Muestra 17 _ 2400 x50 1428.5
84 %1
Muestra 18 = M 1395.3
86 1
Promedio 1454 + (74.8)

11



Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron evidenciar que el cuajo de
origen microbiano tiene mejor capacidad para adaptarse a distintas condiciones de pH
con respecto al natural de origen animal y de manera general podemos decir que en la
cuajada del cuajo de origen microbiano mostro mejor rendimiento, textura mas firme y

compacta con respecto al cuajo de origen animal.

2.3 Evaluacion del drenado de suero de las muestras

Esta prueba consiste en medir la cantidad de suero obtenida de la cuajada durante el
proceso de coagulacion. La medicién se realizo recolectando y cuantificando el suero

drenado en recipientes graduados.

Tabla 9.

Resultado del desuerado de la cuajada con cuajo animal.

Muestra Suero (ml)

pH 5.5 333

pH 6.7 20.0

pH 7.5 No hubo cuajada

De acuerdo a la tabla 9, la muestra con pH 5.5 tuvo la mayor cantidad de suero drenado
de (33.3 ml), seguida por la muestra con pH 6.7 (20.0 ml) y la muestra con pH 7.5 que no
experimento6 coagulacion, lo que resulto en la ausencia de drenado de suero. Indicando
que un pH muy alto puede inhibir la coagulacién de la leche y afectar negativamente el
proceso de fabricacion del queso. Por otro lado, se evidencia que si la leche esta

acidificada se tendra un menor rendimiento por la pérdida mayor de suero de la leche.

12



Tabla 9.

Resultado del desuerado de la cuajada con cuajo microbiano.

Muestra Suero (ml)
pH5.5 35.6
pH 6.7 33.6
pH 7.5 30.6

Como se observa en la tabla 10, hay una disminucién gradual en la cantidad de suero
drenado a medida que aumenta el pH, siendo que a pH 5.5 fue donde mas suero se obtuvo.
Destacamos también que las cuajas que obtuvimos usando este cuajo tuvo un mejor

rendimiento que el cuajo de origen animal.

13



3. Conclusiones

Con el desarrollo de este informe técnico se pudieron llegar a las siguientes conclusiones:

Le leche utilizada para el estudio cumplié con todos los requisitos de calidad
establecidos por la NTE INEN 9: 2012 para la recepcion de leche cruda.

Se utilizé hidréxido de sodio y acido clorhidrico en las muestras de leche para
ajustar el pH dentro del rango de establecido dentro del estudio.

Con respecto a la fuerza de cuajo se logro evidenciar que la enzima de origen
microbiano tiene una mejor capacidad de coagulacion y adaptacion a diferentes
condiciones de que el cuajo de origen animal. No obstante, es importante destacar
que a medida que la leche se vuelve mas alcalina, la actividad coagulante se ve
restringida, lo que puede incidir negativamente en la calidad del producto final.
Asi mismo, notamos que a pH 7.5 el cuajo de origen animal no pudo coagular la
leche, mientras que el de origen microbiano si. Finalmente se evidencié que en
leches &cidas el rendimiento de la cuajada es menor, de ahi la importancia de que

la leche que se utilice en produccion de quesos sea de dptima calidad.

14



Recomendaciones

Estudiar un rango més amplio de valores de pH para tener mayor informacion
sobre el desempefio de los dos tipos de cuajo.
Estandarizar la preparacion del cuajo natural de origen animal.

Realizar un estudio microbioldgico del cuajo natural de origen animal.

15
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ANEexXos

Anexo 1. Determinacion de densidad.

Anexo 2. Determinacion de pH.
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Anexo 3. Determinacién de Acidez.

Anexo 4. Ajuste de pH de las muestras.
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Anexo 5. Adicion de las enzimas coagulantes.

Anexo 6. Medicién del suero drenado.
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Anexo 8. Cuajada resultante de la enzima de origen microbiano
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