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Actividad coagulante del extracto enzimatico de tejido
abomasal de alpaca sobre leche bovina

Coagulant activity of the enzymatic extract of abomasal tissue of alpaca on
bovine milk

Fidel Rodolfo Mujica Lengua' y Jack Edson Herndandez Mavila?

Resumen

El uso empirico del cuajo de alpaca en la elaboracion de quesos artesanales con leche de vaca se encuentra extendido en
las comunidades altoandinas del Per( y Bolivia, y no esta siendo reportado cientificamente. El objetivo del presente estudio
fue caracterizar al cuajo de alpaca y evaluar su actividad coagulante. Se colectaron cuajos de alpaca listos para ser usados,
directamente de las queserias de cuatro barrios de Viscapalca (Huancavelica-Per, 4003 msnm); fueron transportados
en refrigeracion y mantenidos en congelacion a -20°C. El Extracto Enzimatico Crudo (EEC) se obtuvo por centrifugacion
a 560 x g por 10 min a 4°C; a partir de €l se determind proteinas por Bradford, perfil electroforético SDS-PAGE, tiempo
de coagulacion y actividad proteolitica. Se describe también el manejo tradicional del cuajo de alpaca. Se encontrd que
el EEC contiene 29,80 a 52,91 mg/ml de proteina. El perfil electroforético SDS-PAGE revel6 la presencia de por lo menos
siete proteinas diferentes, con pesos moleculares entre 91,6 KDa y 15,3 KDa; las mas abundantes eran las proteinas de
18,4 KDa y 15,3 KDa, que corresponderian a quimosina y pepsina, respectivamente, ambas de menor peso molecular en
comparacion con las de origen bovino. El tiempo de coagulacion fue 23 min, bajo las condiciones del ensayo; y la mejor
actividad proteolitica se registr6 a pH 5,5. Estos resultados facilitaran mas estudios sobre la caracterizaciobn molecular del
cuajo de alpaca, purificadas previamente las proteinas presentes por cromatografia en columna.
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Abstract

The empirical use of alpaca rennet in the production of artisanal cheeses with cow’s milk is widespread in the high Andean
communities of Perl and Bolivia, and has not been scientifically reported. The objective of the present study was to characterize
alpaca rennet and evaluate its coagulating activity. Ready-to-use alpaca curds were collected directly from dairies in four
neighborhoods of Viscapalca (Huancavelica-Peri, 4003 masl), which were transported under refrigeration and kept frozen at
-20°C. The Crude Enzymatic Extract (CEE) was obtained by centrifugation at 560 x g for 10 min at 4°C, from which proteins
were determined by Bradford, SDS-PAGE electrophoretic profile, coagulation time and proteolytic activity. The traditional
management of alpaca rennet is also described. CEE was found to contain 29.80 to 52.91 pg/ml of protein. The SDS-PAGE
electrophoretic profile revealed the presence of at least seven different proteins, with molecular weights between 91.6 KDa
and 15.3 KDa, the most abundant being the 18.4 KDa and 15.3 KDa proteins, which presumably, chymosin and pepsin would
correspond, respectively, both being of lower molecular weight compared to those of bovine origin. The coagulation time
was 23 min, under the test conditions, and the best proteolytic activity was recorded at pH 5.5. These results will facilitate
further studies on the molecular characterization of alpaca rennet, being necessary to previously purify the proteins present
by column chromatography.
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de llama (Davila, 2007). Sin embargo, hay controversias
y vacios sobre este tema y en realidad no se conoce
de forma fehaciente si en los Andes Sudamericanos se
consumi6 leche y queso no solo de llama sino en general
de CSA como la alpaca.

La practica de utilizar el cuajo de crias de alpacas
lactantes, fallecidas por diversas causas como neumonia,
enterotoxemia,  parasitosis, desnutricion, muerte
embrionaria temprana o causas fortuitas, que puede
superar el 50% en época de friaje (Caman, 2018), en
la coagulacion de la leche de vaca para elaborar quesos
artesanales, esta extendidaenlas comunidades altoandinas
del Peru (y también de Bolivia), especialmente entre
las regiones de Huancavelica y Ayacucho. Uno de esos
lugares es el conjunto de barrios queseros del anexo de
Viscapalca (Huancavelica-Perti, 4003 msnm), donde se
ha observado que incluso se utiliza el cuajo extraido de
fetos de alpaca abortados, por tener mayor fuerza, pero
no se encuentra cientificamente documentado.

Los coagulantes de la leche son preparaciones
de proteasas de origen animal, microbiano o vegetal
capaces de provocar la desestabilizacion de la micela
de caseina con formacion de un gel lacteo en las
condiciones habituales de elaboracion del queso; en
cambio, el cuajo es el producto obtenido exclusivamente
por extraccion de los cuajares o abomasos de rumiantes,
cuyo componente activo esta constituido por quimosina
pura o en mezcla con pepsina (Pérez, 1996; Ferrandini,
2006). Tradicionalmente, desde tiempos ancestrales
y actualmente en mayor proporcion en la industria
lechera de todo el mundo, en la coagulacidén enzimatica
de la leche para la elaboracion de quesos se utiliza el
cuajo animal (Martinez, 2019; Rivera, 2012). Sin
embargo, en los ultimos afios se viene utilizando
también el cuajo recombinante, de origen microbiano
o animal, que se comercializa en forma de tabletas
(Celis, 2019; Gémez, 2017).

Los coagulantes de origen microbiano, sobre
todo fingico, que se utilizan en mas de un tercio en la
industria lactocasearia, son producidos experimental
o industrialmente a partir de Thermomucor indicae-
seudaticae, Bacillus subtilis natto, Mucor circinelloides,
Rhizomucor nainitalensis, Mucor mucedo DSM 809,
Rhizomucor pusillus 'y Rhizomucor miehei (Morillo,
2015). Los coagulantes lacteos de origen vegetal,
en cambio, se utilizan poco, siendo conocidas las
preparaciones de proteasas de flores de Cynara
cardunculus “cardo”, el extracto del latex de Ficus
carica “higuera”, que se ha usado desde la antigiiedad;
pero existen también muchos otros extractos de fuentes
vegetales que coagulan la leche, siendo algunos
demasiado proteoliticos, como la papaina de la papaya, la
bromelina de la pifia y el ricino del aceite de las semillas.
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Estas enzimas son proteasas acidas y las secuencias de
aminodcidos y sus estructuras tridimensionales presentan
una elevada homologia estructural con la quimosina
(Martinez, 2019, Nolivos, 2011).

El queso de Viscapalca, de elaboracion artesanal,
tiene gran aceptacion entre los consumidores locales,
regionales y nacionales que llegan a degustarlo. Su
tecnologia tradicional comprende caracteristicas muy
particulares, tales como, el empleo de leche de vacas
criollas ordefiadas manualmente, alimentadas al pastoreo
natural, la utilizacion de cuajo de alpaca para coagular
la leche, la utilizacion de sal “roja” procedente de
Hurancancha o Izcuchaca, entre otras, que determinan
sus caracteristicas sensoriales especiales, superiores a
los quesos artesanales elaborados con cuajo comercial.

El objetivo del presente estudio fue caracterizar
el cuajo de alpaca y evaluar su actividad coagulante,
describiendo su manejo en campo, obtencion del
extracto enzimatico crudo, determinacion de proteinas,
determinacion del perfil electroforético SDS-PAGE,
tiempo de coagulacion y actividad proteolitica.

Materiales y métodos
Lugar de estudio

Viscapalca significa “pampa con muchas
vizcachas”. Para llegar a este lugar, partiendo desde
Ayacucho, se viaja por la Via Libertadores-Wari con
direccion a Lima, hasta el Centro Poblado de San Felipe
(unas tres horas hasta el Puente Rumi Chaca y luego
unos 15 minutos de subida). De ahi hay un desvio a la
izquierda y llegar a Viscapalca toma una hora y media
por trocha carrozable. Viscapalca fue una hacienda,
que luego fue parcelada y enajenada, pero sigue
siendo propiedad privada. Hoy en dia es un anexo que
geopoliticamente pertenece al distrito de Pilpichaca,
provincia de Huaytara, region de Huancavelica-Peru.
Este lugar consiste en barrios queseros ubicados tanto
en el mismo pueblo, como fuera de él, los cuales estan
dispersos a distancias de una a tres horas de camino a pie
0 a lomo de bestia.

Procedencia de los abomasos o cuajares de alpaca

La produccion de quesos en Viscapalca es
una actividad economica que necesita abastecerse
permanentemente de abomasos o cuajares secos de alpaca
y también de “sal roja” proveniente de Hurancancha o
Izcuchaca. Estos abomasos o cuajares secos se consiguen
en la feria quincenal del Centro Poblado de San Felipe o en
las ferias semanales de Occollo o Licapa (se compran o se
cambian como frueque con otros productos). Cuando no
hay oferta de estos en las ferias, los productores de queso
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tienen que trasladarse al interior de otras comunidades
de la zona como Ingawasi, Pichccawasi o Llillinta para
conseguirlos. También utilizan alternativamente el cuajar
de vicufia, que tiene incluso una fuerza de cuajo mayor
(comentario de los productores alpaqueros).

Preparacion del cuajo de alpaca

Los abomasos o cuajares de alpaca provienen
principalmente de crias fallecidas al nacer o de fetos
abortados de 5 a 7 meses de edad gestacional. En todos
los casos, se hace una diseccion abdominal del animalito
recientemente fallecido, se extrae el estbmago y se separa

el abomaso o cuajar y luego se lleva a desecacion. Este
secado se realiza colgando el abomaso o cuajar con una
pita cerca del fogén o fullpa de la cocina, a manera de
un proceso de ahumado, que garantice su conservacion
por un tiempo prolongado. El secado dura normalmente
una a dos semanas, pero mas tiempo (3-6 meses), es
mejor. Asi secos, pueden durar meses, antes de usarse.
En el momento de usarse, el abomaso o cuajar seco, se
sumerge en el suero de la leche que se produce en el
lugar, por 2 a 3 dias, luego se corta en trozos pequefios y
se deja macerar por uno o dos dias mas para favorecer la
extraccion y activacion de las enzimas coagulantes.

Figura 1. Manejo del cuajo de alpaca. (A) Abomasos o cuajares de crias lactantes de alpaca; (B) Cuajo de alpaca
listo para ser utilizado en la coagulacion de la leche de vaca. Viscapalca, Huancavelica-Pert (4003 msnm).

Obtencion del Extracto Enzimatico Crudo (EEC)

En las queserias de Viscapalca, utilizando un
tubo Falcon de 50 ml, se tom6 una muestra de cuajo de
alpaca listo para ser usado (mezcla de suero y trozos de
abomaso o cuajar). Luego se colocd en un cooler provisto
de hielo en gel para ser transportado a 4-5°C hasta el
laboratorio. El EEC se obtuvo por centrifugacion a 560
X g (6,330 rpm), durante 10 min a 4°C, correspondiente
al sobrenadante; el sedimento y la pelicula superficial de
color blanquecino, fueron descartados. Finalmente, se
alicuoto en tubos eppendorf de 1,5 ml, en fracciones de
1000 ml y se congeld a -20°C hasta su posterior uso.

Determinaciéon de proteinas por el método de
Bradford

Parala curvade calibracion se prepard una solucion
madre con BSA (Sigma, USA) a una concentracion de
10 mg/ml, con agua desionizada. El reactivo comercial
Bradford (Bio-Rad, USA) se diluy6 previamente 1:2.5
con agua desionizada. Las soluciones estandar se
prepararon por triplicado, a concentraciones de 0, 4,
8,12, 16 y 20 mg/ml de BSA. A 100 ml de estandar o
extracto crudo (cuajo de alpaca), se anadieron 100 ml
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de reactivo Bradford diluido. Las lecturas de A595 se
hicieron en un espectrofotdmetro BioPhotometer plus
(Eppendorf, Germany), después de los 5 min y antes
de los 60 min, tiempo en el cual se desarrollé el color
(Bradford, 1976).

Perfil electroforético SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE se hizo en una
camara de electroforesis vertical Mini-Protean, modelo
1658029 (Bio-Rad, USA), de acuerdo con los protocolos
establecidos por Laemmli (1970) y Andrews (1986). Se
utilizé como marcador de peso molecular el Catalogo #
S8445 (Sigma, USA), de amplio rango, 6,5-200 KDa,
el cual se reconstituy6 de acuerdo a las indicaciones del
fabricante (al producto liofilizado, se adicion6 100 ml
de agua desionizada, lo cual resultd en una soluciéon con
2-3,5 mg de proteina por ml de Tris-HCI 62 mM, pH
6,8, EDTA 1 mM, sucrosa 4%, TCEP 10 mM, SDS 2%y
azul de bromofenol 0.01%). Luego se agitd en el vortex
por breves segundos para asegurar que todo el material
haya quedado completamente disuelto. Las corridas
electroforéticas se hicieron en un gel de acrilamida de
3-13%, a 110 V por espacio de dos horas y media.
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Evaluacién del tiempo de coagulaciéon

Se utilizé el ensayo de coagulacion de la leche
descrito por Wei y col. (2016). Brevemente, a 400 pul de
leche fresca se agregaron 55 pl de CaCl, 100 mM y 50
ul de EEC (cuajo de alpaca) en tubos eppendorf de 1,5
ml y se mezclaron bien. A continuacion, los tubos fueron
incubados en bafio Maria a 37°C por 50 min. Dos cuajos
comerciales (Hansen y Marschall), el EEC calentado
a 100°C por 5 min y el tampén PBS 0,1M pH 7.4 se
utilizaron como controles positivo, negativo y blanco,
respectivamente.

Determinacion de actividad proteolitica

Se realizd seglin el método descrito por Takahashi
y Ohsaka (1970). Se incubaron 1,5 ml de caseina al 2%
disuelta en buffer Tris HCI 0,2M (pH 3,5, 4,5 y 5,5),
con 0,4 ml de agua destilada y 100 ml de EEC (cuajo de
alpaca) durante 15 min a 37 °C. La reaccion se detuvo
con 1,5 ml de acido tricloroacético 0,44M en frio y los
productos acidos solubles obtenidos por centrifugacion
a 1,500 x g durante 15 min fueron leidos a 280 nm en
un espectrofotometro BioPhotometer plus (Eppendorf,
Germany). La actividad proteolitica fue estimada en
base a las lecturas de A280 a tres condiciones de pH, por
desaparicion del sustrato.

Resultados y discusion

La determinacion de proteinas por el método de
Bradford en los EEC (cuajos de alpaca), asi como los
valores de pH, se muestran en la Tabla 1. El contenido
de proteinas en los EEC vari6 en el rango de 29.80 a
52.91 mg/ml; el Cuajo 3 fue el que tuvo un valor mayor
de contenido de proteinas, y el Cuajo 4 el de menor
valor. Sin embargo, estadisticamente, no hubo diferencia
significativa entre los cuajos 1, 2 y 3, pero si con el
Cuajo 4; tampoco hay diferencia significativa entre los
Cuajos 2 y 4.

La codificacion de los EEC (cuajos de alpaca)
como: CA1l, CA2, CA3 y CA4, corresponde a cuatro
barrios queseros de Viscacapalca, donde se consideraron
tres muestras, analizadas por triplicado. La A595 del
reactivo Bradford diluido 1:2.5 fue de 0.485. Todas las
muestras se diluyeron 1:2 (200 ml + 400 ml de agua
desionizada).

El ensayo de proteinas de Bradford es popular
debido a su facilidad de ejecucion y relativa sensibilidad.
El método de Bradford se basa en la uniéon del Azul
de Coomassie G-250, a las proteinas. Las proteinas se
unen al colorante para formar un complejo proteina-
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colorante con un coeficiente de extincidbn mayor que
el colorante libre. Este método es sensible (1-15 pg),
simple, rapido, barato y pocas sustancias interfieren en
su determinacion. Entre las sustancias que interfieren
estan los detergentes y las soluciones basicas
(Bradford,1976; Pedrol y Ramos, 2001).

Para establecer la curva de calibraciéon con el
reactivo comercial Bradford se hicieron varios ensayos;
resulté ser el mas apropiado el rango de 0-20 mg/
ml de BSA, porque se obtienen valores de A595 que
estan dentro del rango lineal, es decir, entre 0,0 y 08.
Las soluciones estandar se prepararon por triplicado, a
concentraciones de 0.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 y 20.0 mg/ml
de BSA, hasta completar un volumen de 100 ml con agua
desionizada. Este rango de concentraciones obtenido
por el protocolo presentado aqui simplifica atin mas el
ensayo, ya que las muestras desconocidas no necesitan
caer dentro del rango del grafico de calibracion. La
cantidad de proteina presente en cada una de las muestras
de cuajo de alpaca se determind sobre la base de la
ecuacion de la recta obtenida por regresion lineal (Y =
0.2294 + 0.0234X). El reactivo Bradford comercial (Bio
Rad, USA) tiene un color marrén rojizo y a medida que
aumenta la concentracion de BSA en los estandares se
torna azul, con intensidad que aumenta cuando aumenta
la concentracion de proteina. (Ernst and Zor, 2010).
Es absolutamente obligatorio que se utilice en todo
momento agua desionizada como blanco. No se puede
obtener una curva de calibracion lineal sin el estandar
de proteina cero. La muestra que contiene solamente el
colorante se utiliz6 como blanco.

Respecto a la determinacion del perfil
electroforético SDS-PAGE de los EEC (cuajos de
alpaca), de acuerdo con la Figura 2 las condiciones de
electroforesis seleccionadas después de varios ensayos
fueron adecuadas, permitieron revelar la presencia
de por lo menos siete proteinas diferentes, con pesos
moleculares estimados de 91,6, 80,8, 62,8, 56,7, 27,1,
18,4y 15,3 KDa, calculados segun el patron de proteinas
del marcador de peso molecular (Cat. # S8445, Sigma-
Aldrich, USA). Se observa que las proteinas mas
abundantes son las de 18,4 KDa y 15,3 KDa que, a pesar
de una pequefla interferencia, asumimos que podrian
corresponder a la quimosina y a la pepsina del cuajo
de alpaca; asi, resultaria novedoso este primer reporte
que revelaria que las proteasas del cuajo de alpaca
son de menor peso molecular en comparacién con la
quimosina de camello de 40 KDa (Kappeler et al., 2006),
a la quimosina bovina de 35,6 KDa (Biotol, 1991), a la
quimosina vegetal de 66 KDa (Mbye et al., 2021), a las
quimosinas microbianas de 22,6 y 46,52 KDa (Morillo
et al., 2015) o a la quimosina humana de 36 KDa y
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pepsina humana de 40 KDa (Moschopoulou et al., 2006).
Nuestra hipotesis necesita confirmarse con mas estudios,
a través de cromatografia liquida en columna, donde las
fracciones colectadas correspondientes a ambos picos
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deberian tener actividad coagulante, ya que es conocido
que las proteasas asparticas eucaridticas son monomeros
de aproximadamente 35 KDa.
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Figura 2. SDS-PAGE de cuajo de alpaca. Las proteinas fueron separadas en un gel
de acrilamida de 3-13% a 110V por 2 h'y 30 min y coloreadas con azul de Coomassie.
Carriles: (M) 4 ml de marcador de peso molecular Sigma-Aldrich Cat. # S8445; (1)
15 ml de cuajo 1 pH 3,0; (2) 15 ml de cuajo 1 diluido 1:1; (3) 15 ml de cuajo 2 pH
4,0; (4) 15 ml de cuajo 2 diluido 1:1; (5) 15 ml de cuajo 3 pH 4,0; (6) 15 ml de cuajo
3 diluido 1:1; (7) 15 ml de cuajo 4 pH 5,0. Los cuajos corresponden a los extractos
crudos separados por centrifugacion a 560 x g por 10 min a 4°C. La dilucion se hizo

con buffer Tris HC1 0.5M a pH 6,8.

Adicionalmente, la interferencia que se observa
en la parte inferior del gel de acrilamida al parecer no
es un problema de polimerizacion, sino de la naturaleza
de la muestra, el cuajo de alpaca es posible que contenga
azlcares o lipidos en niveles relativamente altos, por lo
que necesitaria previamente algtin tipo de procedimiento
para separar estos compuestos; se ha sugerido una
filtraciéon con amicones antes de volver a realizar la
electroforesis. Por lo que se ve, la polimerizacion del gel
no seria el problema, dado que se logré correr la muestra

e incluso hacer la tincién y observar todas las bandas.
Ademas, hay que considerar que las muestras de cuajo
de alpaca tienen pH acidos: CA1 pH 3,0; CA2 pH 4,0;
CA3 pH 4,0; y CA4 pH 5,0; al realizar la preparacion
de las muestras antes de la electroforesis, al calentarse
a ebullicion por 5 min, su color no era azul (como se
esperaria), por el colorante azul de bromofenol, sino,
verdoso y hasta amarillento, por el pH acido, sobre todo
en el CAl (ver Tabla 1).

Tabla 1. Contenido de proteinas y pH de los EEC (n=4;r=3 x 3).

EEC Proteina pH
(cuajo de alpaca) (ng/ml)

CAl 45,86 £ 6,98 3,0

CA2 42,78 + 0,54 4,0

CA3 52,72 +0,27 4,0

CA4 30,95 + 1,63 5,0

Isselname y col. (2016), al estudiar el cuajo de
camello adulto (Camelus dromedarius), sefialan que la
leche de camello no se puede coagular con quimosina
bovina, probablemente debido a las grandes variaciones
entre las estructuras primarias de caseina k de las dos
especies. Encontraron que los extractos gastricos
crudos (CGE) de dromedarios adultos tienen actividad

W36

coagulante y proteolitica satisfactoria limitada hacia
la leche de camella, la principal responsable es una
proteina de 38KDa con mayor actividad coagulante, que
corresponderia probablemente a una pepsina.

El cuajo es una mezcla de quimosina y pepsina.
La quimosina es una enzima proteolitica de los rumiantes
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jovenes. Cuaja la leche, lo que potencia el valor nutritivo
ya que prolonga el tiempo en el intestino permitiendo
que el animal joven extraiga mas nutrientes. La cantidad
de quimosina disminuye solo unos dias después del
nacimiento y se reemplaza por pepsina. La proporcion
entre quimosina y pepsina depende de la edad y del
régimen de alimentacion. La quimosina es una enzima
coagulante altamente especifica mientras que la pepsina
tiene una actividad proteolitica general que da como
resultado un menor rendimiento de queso. La quimosina
escinde el enlace peptidico entre Phe 105 y Met 106 de
la k-caseina. Eso inactiva la k-caseina convirtiéndola
en para-k-caseina insoluble, que forma la cuajada con
el calcio. La quimosina también es responsable de los
cambios de textura y del desarrollo del sabor durante
la maduracion. Tanto la quimosina como la pepsina se
producen como zimogenos inactivos y son activados
por el pH bajo del abomaso. Las proenzimas inactivas
son importantes para la orientacion, el plegamiento de
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la proteina y el control de activacion de los zimdgenos
(Runesson, 2018); Andrén, 2011; Kumar y col., 2010;
Vaclavik y Christian, 2008).

En relacion al tiempo de coagulacion, el método
utilizado (Wei y col. (2016) resultd muy practico,
permitid establecer los tiempos de coagulacion tanto
para las muestras de cuajo de alpaca como para los
cuajos comerciales Hansen y Marschall, utilizados como
controles positivos. En la Figura 3, se presentan los
resultados de tiempo de coagulacion del cuajo de alpaca.
En el ensayo, a 400 pul de leche fresca se agregaron 55 pl
de CaCl, 100 mM y diferentes proporciones de EEC: 50,
10 y 8 pl en tubos eppendorf de 1,5 ml, y se mezclaron
bien. A continuacion, los tubos fueron incubados en bafio
Maria a 37°C por 50 min. Los tubos fueron retirados
cada 5 minutos para verificar la coagulacion (+), no
coagulacion (-) o coagulacion intermedia (+/-).

45 45
30 30
5 5
50pl 10l 8yl 50l 10pl 8pl
3 4

Proporcion de cuajo (ul)

Figura 3. Ensayos de coagulacion del cuajo de alpaca sobre leche bovina, a diferentes
proporciones. 1, 2, 3 y 4 corresponden a CAl, CA2, CA3 y CA4. El tiempo de
coagulacion se midié cada 5 min, durante 50 min.

En los ensayos con 10 ml de cuajo, el EEC
(cuajo de alpaca) fue diluido 1:10. El cuajo CA2 si tuvo
actividad coagulante a los 30 min, cuando se utilizo 10
ml diluido 1:2 (que no se muestra). En consecuencia,
bajo las condiciones del ensayo, utilizar 8 ml de cuajo
de alpaca es adecuado para estimar el tiempo de
coagulacion. Asi, en los ensayos todos los cuajos de
alpaca tuvieron actividad coagulante cuando el ensayo
se hizo con 50 ml; pero cuando se utilizaron 10 ml,
el cuajo CA2 no mostrd actividad coagulante, menos
con 8 ml. Esto significa que el cuajo CA2 es de muy
baja calidad, lo que podria deberse probablemente al
tiempo de uso, es decir, que era un cuajo de descarte
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que ya habia sido utilizado en varias oportunidades,
superando su vida util.

En la Figura 4, se muestra la actividad coagulante
del cuajo de alpaca. Los tubos fueron retirados cada 10
minutos para verificar la coagulacion (+), no coagulacion
(-) o coagulaciéon intermedia (+/-). En un ensayo mas
detallado (Figura 4B), se determind que el tiempo de
coagulacion de los cuajos CAl y CA3 fue de 23 min;
mientras que el tiempo de coagulacion del cuajo CA4,
fue de 25 min. Sobre la base de estos resultados se puede
establecer que los cuajos CAl y CA3 tienen mayor
actividad coagulante.
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CA1

Figura 4. Determinacion del tiempo de coagulacion del cuajo de
alpaca. (A) El tiempo de coagulacion se midié cada 10 min, durante los
50 minutos de reaccion. (B) El tiempo de coagulacion se midié cada
minuto, entre los 20 y 30 minutos de reaccion.

Para establecer los tiempos de coagulacion de los
cuajos comerciales Hansen y Marschall en el ensayo, a
400 pl de leche fresca se agregaron 55 ul de CaCl, 100
mM y 50ul de cuajo comercial diluido. La d11u01on del
producto comercial en forma de polvo fue como sigue:
se peso el contenido de un sachet (1.436 g de Hansen y
1.080 de Marschall), el cual se diluy6 en 100 ml de agua
destilada, luego se diluyo 1:100 y finalmente 1:2. La
reaccion se hizo en tubos eppendorf de 1,5 ml, mezclando
bien. A continuacion, los tubos fueron incubados en baiio
Maria a 37°C por 50 min. Los tubos fueron retirados
cada 10 min para verificar la coagulaciéon (+) o no
coagulacion (-). En ambos casos se observo actividad
coagulante a los 30 minutos de reaccion. El Control (-)
fue cuajo de alpaca (EEC) calentado a 100°C por 5 min;
y el Blanco fue el tampon PBS 0.1M pH 7.,4. Tanto el
Control (-) y el Blanco, tuvieron actividad coagulante (-)
durante los 50 minutos.

Finalmente, en relacion a la actividad proteolitica
del cuajo de alpaca, conforme a la Tabla 2 se observa
que el método empleado (Takahashi & Ohsaka, 1970)
también resultdé muy practico, permitiendo establecer
la actividad proteolitica del cuajo de alpaca. En el
ensayo, se incubaron 1,5 ml de caseina al 2% disuelta
en buffer Tris HCl 0,2M (a pH 3.5, 4.5 y 5.5), con
0,4 ml de agua destilada y 100 ml de cuajo de alpaca
(extracto crudo), durante 15 min a 37 °C. La reaccion
se detuvo con 1,5 ml de acido tricloroacético 0,44 M
en frio y los productos acidos solubles obtenidos por
centrifugacion a 1500 x g durante 15 min, fueron leidos
a 280 nm en un espectrofotometro BioPhotometer plus
(Eppendorf, Germany).

Mg

Tabla 2. Valores de A280 de los ensayos de actividad
proteolitica del cuajo de alpaca (EEC).

Cuajo A280 pH 4,5 pHS,S
pH 3,5
CAl 0,593 0,475 0,453
CA2 0,944 0,844 0,814
CA3 0,633 0,602 0,587
CA4 0,584 0,464 0471

De acuerdo al método, la actividad proteolitica
fue determinada por desaparicion del sustrato (caseina),
es decir que a mayor lectura de absorbancia a 280 nm
(equivalente a la caseina presente) menor actividad
proteolitica. Asi, se observan diferencias en la actividad
proteolitica de los cuajos de alpaca provenientes de los
barrios queseros de Viscapalca; la actividad proteolitica
mayor fue en el cuajo CA1 a pH 5,5, seguido del cuajo
CA4 apH 4,5, luego del cuajo CA3 apH 5,5 y por tltimo
el cuajo CA2 a pH 4,5.

Conclusiones

Se logré describir la metodologia tradicional
para obtener, procesar y conservar cuajo de alpaca.
El cuajo de alpaca analizado como EEC, tiene un
contenido de proteinas entre 29,80-52,91 mg/ml.
Utilizando metodologias sencillas se estableci6 el perfil
electroforético SDS-PAGE del cuajo de alpaca, en el cual
las proteinas mas abundantes fueron de 18,4 KDay 15,3
KDa, que corresponderian a las enzimas coagulantes, las
cuales serian de menor peso molecular en comparacion
con las bovinas; lo cual necesita ser confirmado por
cromatografia en estudios posteriores. El tiempo de
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coagulacion del cuajo de alpaca fue de 23 min, bajo
las condiciones del ensayo, y presenta mayor actividad
proteolitica a pH 5,5.

Se  recomienda  realizar mas  estudios
cromatograficos, a fin de purificar las proteinas presentes
en el cuajo de alpaca y caracterizar las enzimas
coagulantes. Asimismo, determinar la fuerza de cuajoy la
actividad lipolitica. Y sobre la base de esta metodologia,
ampliar los estudios moleculares a diferentes edades,
comparando con el cuajo bovino y enzimas comerciales.
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