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RESUMEN 

La membrana de la cáscara de huevo (MCH) es una red de biopolímeros, esencialmente 

organizada por 2 capas de fibras entrecruzadas de proteínas (una externa y otra interna) que 

tienen flexibilidad en solución acuosa y son permeables al agua y a los gases. Aquí se 

utilizó como una bioplataforma para la inmovilización de la enzima rennina. En este 

estudio, la rennina se inmovilizó sobre la capa externa de la membrana de cáscara de huevo 

a través de adsorción por atrapamiento y luego fue tratada con glutaraldehido como agente 

reticulador. También se evaluó el efecto por separado de la rennina sola en ambas capas de 

la membrana, la rennina directamente en la leche, el glutaraldehido sobre la membrana, el 

glutaraldehido directamente en la leche, la membrana sola en la leche y la leche sola. Para 

evaluar el efecto de inmovilización enzimática se pesó el producto de la coagulación de la 

caseína (cuajo y suero). Se puedo observar que hubo presencia de cuajo y suero en tres 

casos, a saber: cuando la rennina se añadió sobre la membrana, la rennina más 

glutaraldehido sobre la membrana y la rennina directamente en la leche. Sin embargo no se 

puedo determinar si la cantidad neta de la enzima es diferente en los tres casos. 

Paralelamente, se reutilizó una membrana con la rennina más glutaraldehido y una 

membrana solo con rennina durante diez veces consecutivas, en la reutilización 9º y º10º de 

ambas membranas se observó una baja de pH a 4,5 logrando una coagulación ácida de la 

leche. 

 

ABSTRACT 

 

The eggshell membrane (MCH) is a network of fibrous biopolymers, essentially formed by 

two layers of protein fibers (an external and an internal one), flexible in aqueous solution 

and showing water and gas permeability. It was used as a bioplatform for the 

immobilization of the enzyme rennin. In this study, rennin was immobilized on the outer 

layer of the eggshell membrane through adsorption by physical trapping and then treated 

with glutaraldehyde as a crosslinking agent. Separate effect of: rennin alone on both 

eggshell layers, rennin directly in milk, the membrane with glutaraldehyde, glutaraldehyde 

directly added to milk, the membrane alone in milk, and milk alone were also evaluated. To 

evaluate the effect of enzyme immobilization, the product of the coagulation of casein 
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(curds and whey) was measured. It can be noted that there was the presence of curds and 

whey in three cases where the rennin was added onto the membrane, the rennin on the 

membrane crooslinked with glutaraldehyde and, the use of rennin directly in milk. 

However, it was not possible to determine if the net amount of the enzyme was different in 

the three cases. In addition, a membrane with rennin physicaly adsorpbed and other with 

rennin crosslinked with glutaraldehyde were reused for ten consecutive times. It was 

observed that after 9 times the pH drops down to 4.5 in such a way the that the effect of 

rennin on the curd and whey formed is masked by the pH fall.  
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INTRODUCCIÓN  

Las enzimas tienen muchas aplicaciones en diversos tipos de industrias, entre las que se 

destaca la industria alimentaria. En algunos casos, como la obtención de yogur, o la 

producción de cerveza o de vino, el proceso de fermentación se debe a las enzimas 

presentes en los microorganismos que intervienen en el proceso de producción. Sin 

embargo, otros procesos de producción de alimentos, pueden realizarse mediante la acción 

directa de las enzimas aisladas, sin incluir a los microorganismos que las producen.  

 

Desde hace unas décadas se dispone de enzimas relativamente puras extraídas 

industrialmente de bacterias y hongos, y algunas de ellas de las plantas y los animales y con 

una gran variedad de actividades para ser utilizadas en la elaboración de alimentos.  

 

Actualmente, la ingeniería genética permite la biosíntesis de enzimas recombinantes de 

gran pureza que optimizan los procesos de producción de diversos productos. Sin embargo, 

su uso industrial implica la adición de enzimas al sustrato y posterior pérdida de estas por 

irrecuperabilidad. Por lo tanto, una clave para optimizar el rendimiento operativo de una 

enzima es la inmovilización enzimática (Klein et al., 2011). 

 

La membrana de la cáscara de huevo (MCH) es una red de biopolímeros que puede tener 

potenciales aplicaciones en biomedicina. Se encuentra rodeando la clara de huevo 

(albúmina) y por debajo de la porción mineralizada de la cáscara. Está formada por dos 

mallas fibrilares una interna de filamentos delgados y otra externa de filamentos gruesos 

(Arias et al., 1991). Ambas mallas recorren juntas la mayor parte de la superficie y sólo se 

separan en el extremo obtuso del huevo dando origen a la cámara de aire. 

 

Los filamentos de la MCH están compuestos de proteínas insolubles en agua (Tsai et al, 

2006) constituidos principalmente por colágeno tipo X y por osteopontina (Arias et al, 

2007). Dada la relación superficie/volumen de la MCH y su naturaleza proteica insoluble y 

estable, ésta ha dado lugar a diversas aplicaciones tales como material adsorbente y de 

inmovilización enzimática (Tsai et al, 2006). 
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El término “enzimas inmovilizadas” se refiere a “el confinamiento físico de una enzima en 

una determinada región del espacio, de manera que su actividad catalítica se retenga, y 

pueda ser reutilizada en varias ocasiones en forma continua (Tsai et al, 2006)”. 

 

Los principales componentes de un sistema de enzima inmovilizada son la enzima, la 

matriz y el modo de unión (Brena et al., 2013). Existen dos métodos de unión de la enzima 

al sustrato: métodos reversibles y métodos irreversibles (García et al., 2011). 

 

La inmovilización de enzima sobre la membrana de la cáscara de huevo, es una técnica que 

se ha experimentado con otras enzimas: D-amino oxidasa, catalasa, tirosina, mirosina, 

ureasa y glucosa oxidasa, teniendo un rendimiento optimo como resultado (D`Souza, et al., 

2013). 

 

El propósito de este proyecto es evaluar la utilidad de la membrana de la cáscara de huevo 

para inmovilizar la enzima rennina sobre esta matriz, con el fin de reutilizar la rennina. 
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REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

Las enzimas son catalizadores biológicos que promueven la transformación química en 

sistemas vivos. Las enzimas tienen la capacidad de catalizar reacciones bajo condiciones 

suaves con un alto grado de especificidad por el sustrato. Entre las reacciones catalizadas 

hay una serie de transformaciones químicas muy complejas entre las macromoléculas 

biológicas, que no son accesibles a los métodos ordinarios de la química orgánica (Klein et 

al., 2011). 

 

Esto lo hace muy interesante para el uso biotecnológico. La mayoría de las enzimas son 

relativamente inestables y es muy difícil de mantener la enzima activa, cuando se utiliza en 

solución, a partir de la mezcla de reacciones después de su uso. La enzimas pueden 

catalizar reacciones en diferentes estados: como moléculas individuales en solución, en 

agregados con otras entidades o unidas a superficies (Brena et al., 2013). Esto último 

constituye la base de la inmovilización enzimática (Klein, et al., 2011). 

 

La rennina cuyo código es E.C.3.4.23.4, también conocida como quimosina, es una enzima 

que pertenece al grupo de proteínas ácidas cuya actividad se asocia a la coagulación de la 

leche. Es secretada por las glándulas principales (peptídicas o zimogénicas) del estómago 

de cerdos y abomaso de rumiantes jóvenes en sus primeros días de vida. También es 

llamada cuajo, el cual es utilizado en la elaboración de quesos cuya función es separar la 

caseína (aproximadamente el 80% del total de las proteínas) de su fase líquida (agua, 

proteínas del lactosuero y carbohidratos) llamado suero (Quijano, 2010).   

 

Esta enzima se sintetiza como pre-proquimosina, proteína que tiene en su cadena 58 

aminoácidos más que la quimosina activa, y que no tiene actividad proteolítica. Se secreta 

al estómago como pro-quimosina, también inactiva, tras el corte de 16 aminoácidos. Se 

transforma en una enzima activa por la eliminación proteolítica de otro fragmento de 42 

aminoácidos, esto está dado por un proceso auto catalítico acelerado por el pH ácido 

(Quijano, 2010).   
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El rango de pH donde se observa la mayor estabilidad de la enzima es entre 5,3 y 6,3 y es 

inestable bajo 3,5 y por encima de 6,6.  La rennina se vuelve inestable a temperaturas 

elevadas, su temperatura máxima antes de su desnaturalización es de 38 ºC. La enzima, 

como todas las proteinasas, puede autodigerirse si se conserva en condiciones que es activa. 

Puesto que la rennina se inactiva reversiblemente con concentraciones elevadas de cloruro 

de sodio, se conserva de esta forma. Al disminuir la concentración salina al utilizarla, ésta 

se reactiva (Quijano, 2010).   

 

Como consecuencia fisicoquímica de la acción de la rennina sobre las micelas de caseínas 

en la leche, resulta en la formación de un coágulo en la leche. Esta, en combinación con un 

proceso de fermentación resulta en una masa que pierde proteínas solubles y agua.  Esta 

coagulación puede dividirse en dos partes, una primaria (hidrólisis enzimática) y otra 

secundaria (agregación). Durante la primera etapa, la κappa-caseína es “cortada” por la 

acción de la enzima en el enlace Phe105 y Met106, formando una porción hidrofóbica: “para- 

κappacaseína” y una hidrofólica: caseína-macropéptido. En la segunda etapa, como 

resultado de esta acción se produce la reducción de la carga negativa neta y de la repulsión 

estérica, de esa manera las micelas modificadas comienzan a ser susceptibles a agregarse. 

Entre las fuerzas atractivas durante la agregación predominan los puentes de Ca, las fuerzas 

de Van der Waals, las interacciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno (Sbodio y Revelli, 

2012). 

 

El desarrollo de las técnicas de ingeniería genética ha permitido  la producción de rennina 

utilizando microorganismos en cuyo genoma se ha insertado el gen de la pro-rennina 

bovina. La cadena polipeptídica  es la misma que la rennina de origen bovino, pero no está 

glicosilada. También, se ha llegado a producir una enzima de rennina recombinante, 

utilizando microorganismos como los hongos Aspergillus niger y Kluyveromyces lactis y la 

bacteria Escherichia coli (Quijano, 2010). 

 

La inmovilización de la enzima es la solución más simple para resolver el problema de 

solubilidad de las proteínas. La inmovilización también mejora el control de la reacción, se 

evita la contaminación del producto por la misma enzima (relevante en la química de los 
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alimentos). Sin embargo, un sistema de inmovilización adecuado puede ser también una 

buena solución para muchas de las otras limitaciones enzimáticas. El acoplamiento de 

estabilización con la inmovilización es uno de los objetivos más frecuentes de la 

inmovilización.  Sin embargo, una inmovilización controlada puede ser no sólo una 

solución para mejorar la estabilidad de la enzima, sino que también pueden reducir la 

inhibición de la enzima y mejorar la especificidad enzimática (García et al., 2011). 

 

Las técnicas utilizadas para la inmovilización, deben conducir a la inactivación mínima de 

la enzima. Además, para el éxito de la enzima, la membrana con la enzima inmovilizada, 

debería ser estable durante usos múltiples, también como de almacenamiento (D`Souza, et 

al., 2013). 

 

Existen dos métodos de unión de la enzima al sustrato: métodos reversibles y métodos 

irreversibles. El primero significa que una vez que el biocatalizador está unido al soporte  

no se puede separar sin destruir la actividad biológica de la enzima o su unión al sustrato. 

Los procedimientos más comunes de este tipo de inmovilización son por acoplamiento 

covalente, atrapamiento o microencapsulación y reticulación. Según Klein et al. (2011) la 

unión covalente tiene la ventaja principal, que la enzima no se separa de la matriz de apoyo. 

Por otro lado, una desventaja es el bajo rendimiento de actividad, debido a la exposición del 

biocatalizador a severas condiciones de reacción, lo que explica la disminución de la 

actividad observada en trabajos comparativos entre enzimas libres con inmovilizadas. Sin 

embargo, el bajo rendimiento de actividad no es un problema cuando el uso repetido de la 

enzima inmovilizada puede compensar esto. La segunda inmovilización de tipo irreversible, 

es particularmente importante para la inmovilización de enzimas lábiles y para aplicaciones 

en sistemas bioanalíticos. Los procedimientos más comunes son por adsorción con 

interacciones no covalentes (García, et al., 2011). 

 

La cáscara del huevo es una biocerámica compuesta de una fase orgánica y otra inorgánica. 

Químicamente está compuesta de 1,6% de agua, 95,1% de minerales, de los cuales 93,6% 

corresponden a carbonato de calcio en forma de calcita, 0,8% de carbonato de magnesio y 

0,73% de fosfato tricálcico, y finalmente 3,3% de materia orgánica. En ella ocurre 
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nucleación heterogénea  primaria y secundaria a partir de las mamilas (Arias et al., 1991). 

Estructuralmente la cáscara de huevo de aves está constituida por cuatro capas, a saber: (a) 

Membrana de cáscara de huevo, (b) Capa mamilar, (c) Capa de empalizada y (d) Cutícula 

(Fernández y Arias, 2000). 

 

Una matriz de gran interés a nivel de reutilización como recurso biológico es la membrana 

de la cáscara de huevo (MCH). La MCH está compuesta por fibras proteicas (biopolímeros 

fibrosos) que forman una membrana semipermeable, similar a una red. La MCH posee una 

red intrincada de fibras estables e insolubles en agua y tiene un área de alta superficie 

resultando en diversas aplicaciones entre otras como adsorbente. Están formadas por fibras 

de colágeno (colágeno tipo I, V y X, que constituyen el 88-96% de su peso seco) dispuestas 

en dos capas: interna y externa (Arias et al., 1991). También se ha informado de la 

presencia de otras proteínas, tales como osteopontina y la sialoproteína (Arias et al., 1991; 

Torres et al., 2010). 

 

Para la elaboración de productos lácteos, en este caso el queso fresco de leche entera, la 

leche pasteurizada tiene que estar a una temperatura de 37-39 ºC (Tamine, 2011). Después 

viene la etapa de adición del cuajo (Rennina o Quimosina) con una dosificación que es 

variable, dependiendo de la fuerza del cuajo y cantidad de leche a utilizar. Por ejemplo: si 

al comprar el cuajo en la etiqueta dice que tiene una fuerza de 50000, esto quiere decir, que 

un gramo de éste cuaja 50.000 gramos de leche, esto es aproximadamente 50 litros de 

leche. Tras la dosificación del cuajo, la leche se agita no más de dos a tres minutos 

(Bylund, 2010). 

 

El tiempo de cuajado o de coagulación es de 30 minutos a una temperatura de 37 ºC. Es 

importante que la leche se mantenga en reposo para evitar afectar negativamente el proceso 

de coagulación y causar pérdidas de caseína en el lactosuero (Tamine, 2011). 

 

En el presente proyecto se intentará inmovilizar la enzima rennina sobre la MCH,  

aprovechando las propiedades mecánicas de la red de biopolímeros. Esto se realizará para 

lograr la reutilización enzimática en la elaboración de quesos frescos industriales. 
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HIPÓTESIS  

Si, las enzimas de uso industrial son desechadas y no se vuelven a utilizar, entonces si estas 

se inmovilizan y no pierden su actividad, se podrían reutilizar. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar  el efecto de la actividad de la rennina inmovilizada sobre la MCH a tiempo 

definido. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto de la inmovilización sobre la actividad de la enzima, midiendo la 

cantidad de cuajo obtenido de la enzima inmovilizada a distintos tiempos. 

2. Evaluar la estabilidad de la enzima, determinando su actividad al ser reutilizada 

varias veces, midiendo la cantidad de cuajo a un tiempo definido. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

En este proyecto de inmovilización  de la enzima rennina in vitro,  se utilizó como matriz 

de apoyo la MCH para determinar el efecto de la rennina inmovilizada sobre la 

precipitación de las micelas de caseína. Para esto se diseñó un modelo experimental: 

 

 

Figura Nro. 1:  Modelo Experimental. La enzima rennina inmovilizada sobre la membrana de cáscara de huevo y su efecto 

en la κ-caseína. 

 

Este diseño consistió en el uso de un soporte, el cual fue una malla de plástico color 

transparente de 20 mm de largo y 15 mm de ancho, donde se le adhirió un trozo de MCH 

de 15 mm de largo y 12 mm de ancho con la enzima rennina inmovilizada, colocando sobre 

ésta otro trozo de malla de plástico de 15 mm de largo y 15 mm de ancho. Para que la MCH 

no se desprendiera de la malla se reforzó cociendo los extremos de estas.  

 

En el borde inferior de la malla de plástico se colocó un magneto de 15 mm de largo y 5 

mm de ancho, lo que permitió hacer girar la malla sobre un agitador magnético. 

 

Se ocupó la solución de rennina (E.C.3.4.23.4) al 4% en tampón fosfato a pH 5,8 y 

paralelamente se preparó una solución acuosa de glutaraldehido al 2,5 % y ácido acético al 

1%. 
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Primero se obtuvo la MCH y luego se inmovilizó la enzima rennina sobre esta membrana 

con las concentraciones y soluciones que se indican a continuación: 

 

Obtención de la membrana de cáscara de huevo  

Se quebró un huevo en uno de sus extremos para eliminar la yema y la albúmina, luego este 

fue lavado con agua desionizada para eliminar los residuos de albúmina. Para desprender la 

MCH se añadió ácido acético al 1% (aprox. 54 ml) al interior del huevo, dejando actuar por 

20 minutos. La membrana una vez extraída se lavó con agua desionizada (D'Souza, 2013) 

para eliminar los restos de ácido acético.  

 

Inmovilización de rennina sobre la membrana de cáscara de huevo 

Una vez cortada la MCH se colocó en una placa Petri de 53 mm de diámetro. Se depositó 

sobre ella 100 µl de rennina (SIGMA) al 4%. Después de una hora se añadió 30 µl de 

solución acuosa de glutaraldehido al 2,5% como agente reticulador (Figura Nro. 2). Se 

utilizó una varilla de vidrio para extender la solución de glutaraldehido en toda la superficie 

de la membrana (Zhang et al., 2006). Después de 30 minutos, la membrana se lavó en 

tampón fosfato a pH 5,8 durante 20 minutos. 

 

 

Figura Nro. 2: En la figura se muestran las dos capas de la MCH: la interna de fibras delgadas y la externa de fibras 

gruesas. En la capa externa de la MCH se encuentra retenida la enzima rennina y como agente reticulador el 

glutaraldehido. 
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Protocolo Experimental 

Se inmovilizó la enzima por las dos capas de la MCH; por la capa externa (C.E.) fue 

nombrada muestra experimental E1 y por la capa interna (C.I.) se nombró muestra 

experimental E2. Adicionalmente, se elaboraron siete muestras controles  C1, C2, C3, C4, C5, 

C6 y C7. Estas muestras controles se realizaron con el fin de comprobar que la temperatura, 

pH y las soluciones ocupadas en la inmovilización enzimática, no tengan interacción con el 

producto final esperado. 

 

Todo esto se realizó para medir el efecto de: 

 MCH (C.E.) con rennina más glutaraldehído, en 10 ml de leche entera (E1). 

 MCH (C. I.) con rennina más glutaraldehído, en 10 ml de leche entera (E2). 

 MCH (C. I.) sólo con rennina, en 10 ml de leche entera (C1). 

 MCH (C.E.) con glutaraldehído, en 10 ml de leche entera (C2). 

 MCH (C.E.) sólo con rennina, en 10 ml de leche entera (C3). 

 MCH en 10 ml de leche entera (C4). 

 Glutaraldehído directamente en 10 ml de leche entera (C5). 

 La enzima rennina directamente en 10 ml de leche entera (C6). 

 Leche entera sin MCH ni soluciones  (C7). 

 

En la Figura Nro.3 observa  el protocolo experimental detallando el tipo de solución, 

concentración y cantidad que se utilizó para cada muestra.  

 

(Las mallas de plásticos, las MCH, la leche entera y el magneto tendrán las mismas 

medidas, marcas y pesos nombradas anteriormente). 
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Figura Nro.3: En la figura se observa que para la muestra E1 se ocupó la capa externa de la MCH y para la muestra E2 se 

ocupó la capa interna de la MCH. Las demás muestras, son muestras controles en que se evalúa el efecto por separado de 

la renina sobre ambas capas de la membrana, la renina directamente en la leche, el glutaraldehído sobre la capa externa de 

la membrana, el glutaraldehído directamente en la leche, la membrana sin ningún tipo de solución y una frasco sólo con 

leche. 

 

Posteriormente las muestras E1 y E2 más los controles C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, se 

adhirieron a las mallas nombradas anteriormente, para ser introducidas individualmente en 

un frasco (con tapa) con los 10 ml de leche entera a 37 ºC. Después los frascos con sus 

respectivas mallas, se agitaron durante tres minutos sobre un agitador magnético, para 

luego dejarlos en reposo en una incubadora durante 30 minutos a una temperatura de 37 ºC. 

 

Transcurridos los 30 minutos, los nueve frascos se dejaron en reposo en una estufa a una 

temperatura de 24 ºC durante 18 horas. 
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Para determinar que los resultados de inmovilización de la enzima rennina sean 

significativos, los dos modelos experimentales más los siete controles se repitieron 10 

veces en  los mismos tiempos, temperatura y concentración señalada anteriormente. 

 

Análisis cualitativo de las muestras 

Para comenzar el análisis cualitativo, se extrajeron los frascos transcurridas las 18 horas en 

la estufa a 24 ºC, donde se determinó la presencia o ausencia de cuajo en ellos. 

 

Posteriormente, se retiraron las mallas con sus respectivas MCH de los frascos, donde se 

les midió el pH al producto obtenido de ellos. 

 

Después de esto, para realizar el proceso de separación del cuajo con el suero, se utilizó 

papel filtro mojado (PFM) (estimando un promedio de peso de 1,7679 g. cada papel). Cada 

PFM fue colocado en una probeta y bajo ésta un tubo de 10 ml. Los frascos fueron vaciados 

sobre los PFM y se dejó en reposo durante 18 horas (Figura Nro. 4).  

 

Se utilizó el análisis no paramétrico de Friedman, que trata de comparar más de dos 

variables relacionadas (Gómez et al., 2008). 
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Figura Nro. 4: Muestras experimentales (E1 y E2) y controles (C1, C2, C3, C4, C5, C6 y C7), durante el proceso de filtración 

en sus respectivas probetas. 

 

Paralelamente se reutilizó una muestra experimental E1 y una muestra del control C3, 

escogidas al azar, para evaluar el número de ciclos de la actividad enzimática inmovilizada 

en el tiempo, hasta que pierda su funcionalidad. Para realizar esta reutilización de 

membranas, se ocuparon los mismos 10 ml de leche entera, diámetro de las mallas y 

temperaturas nombradas anteriormente, pero sin ser reutilizadas.  
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RESULTADOS 

 

Como se muestra en la figura Nro.5, se observó que la muestra experimental E1, al igual 

que los controles C3 y C6, si hubo coagulación de las micelas de caseína. En cambio, se 

observó que en las muestras experimentales E2 y los controles C1, C2, C4, C5 y C7 no hubo 

formación de cuajo en ellas. 

 

 

Figura Nro.5: Muestras experimentales (E1, E2) y los siete controles (C1, C2, C3, C4, C5, C6 y C7). 

 

Producto del proceso de filtración, se obtuvieron cantidades variables de cuajo y suero, 

como se observa en la figura Nro.6. 
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Figura Nro.6: Se observa la formación de cuajo en las muestras E1, C3 y C6, mientras que en las muestras E1, C1, C2, C4, 

C5 y C7 hay presencia de leche entera. 

 

En la figura Nro.7 se observa el promedio del  cuajo, suero y leche obtenido de las diez 

repeticiones de las nueve muestras. 

 

Figura Nro.7: Resultado promedio del cuajo, volumen de suero y leche de las nueve muestras. 
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A continuación en los gráficos Nro.1 y 2 observa el promedio y la desviación estándar de 

los gramos de cuajo y volumen de suero de las muestras E1, C3 Y C6 logrados en función 

del estudio realizado, mientras que en los gráficos Nro.3 y 4 se observa el promedio y la 

desviación estándar de los gramos de cuajo y volumen de suero obtenidos mediante la 

reutilización de las muestras E1 y C3. 

 

            

      Gráfico Nro. 1: En el gráfico se observan los pesos promedios y desviaciones estándar de las muestras E1, C3 y C6. 

 

Lo que se puede inferir de este gráfico, es que la muestra con mayor peso promedio del 

cuajo es la muestra C6, le sigue en segundo lugar la muestra E1 y finalmente la muestra C3. 

Adicionalmente, se observa que a mayor peso promedio de las muestras, menor es su 

desviación estándar. Con respecto a esto cabe destacar, que E1 ≠ C3, E1 ≠ C6 y C3 ≠ C6  lo 

que significaría que p < 0,05 y por ende si existen diferencias significativas entre las 

muestras. 
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   Gráfico Nºro.2: En el gráfico se observan los volúmenes promedios y desviaciones estándar de las muestras E1, C3 y C6. 

 

En el gráfico se muestra que el mayor peso promedio del cuajo es la muestra C6, le sigue en 

segundo lugar la muestra E1 y finalmente la muestra C3. También se observa que a mayor 

peso promedio de las muestras, menor es su desviación estándar. Ahondando en lo anterior, 

se puede inferir que E1 ≠ C3, E1 ≠ C6 y C3 ≠ C6  lo que significaría que p < 0,05 y por ende 

si existen diferencias significativas entre las muestras. 

 

A continuación en los gráficos Nro. 3 y 4 se observa el peso del cuajo y pH de este de las 

diez reutilizaciones de la MCH de las muestras E1 y C3, mientras en los gráficos Nro. 5 y 6 

se observa el volumen de suero y pH de tales muestras. 
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Gráfico Nro.3: En el gráfico se observa el peso del cuajo y pH de éste en la reutilización de la muestra E1. 

Gráfico Nro.4: En el gráfico se observa el peso del cuajo y pH de éste en la reutilización de la muestra C3. 

 

Cabe destacar, que en la reutilización número 9º y 10º de ambas muestras (E1 y C3) se 

obtuvo un pH de la cuajada de 4,5.  
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Gráfico Nro.5: En el gráfico se observa el volumen de suero y pH de éste en la reutilización de la muestra E1. 

 

Gráfico Nro.6: En el gráfico se observa el volumen de suero y pH de éste en la reutilización de la muestra C3. 

 

Al determinar el pH del volumen de suero se observa que en la reutilización número 9º y 

10º de ambas muestras (E1 y C3) hay una baja de pH a 4,5. 
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DISCUSIÓN 

 

Como producto del avance de la biotecnología y su aplicación en procesos industriales para 

la obtención de productos químicos, farmacéuticos o alimentarios se ha recurrido al uso de 

enzimas. La inestabilidad que presentan los procesos químicos industriales y la dificultad 

de poder separarse el sustrato del producto, todos solubles en agua, hacen que las enzimas 

no se puedan reutilizar. Como alternativa se ideó el método de inmovilizarlas a un soporte 

inerte para hacer factible que un proceso biotecnológico sea rentable, reutilizable y que la 

enzima no permanezca en solución al finalizar el tratamiento  (Dussán, 2008). 

 

Para lograr la inmovilización enzimática, se han descrito diferentes técnicas, tales como la 

adsorción física (por atrapamiento o inclusión a membrana) y la unión química (por unión a 

soportes y reticulado), no obstante, el más utilizado es la unión química por reticulado 

(Dussan, 2008). En este caso, se estudiaron 2 enfoques diferentes sobre la membrana de 

cáscara de huevo (MCH); la adsorción física, añadiendo la enzima sobre la MCH y la unión 

química por reticulado usando como reactivo bifuncional el glutaraldehído al 2,5% (Poletto 

et al., 2011), añadiendo la enzima mas glutaraldehído sobre la MCH. 

 

Estudios anteriores han comprobado que la MCH se han convertido en la plataforma ideal 

para la inmovilización de enzimas, ya que proporcionan un microambiente biocompatible 

alrededor de la enzima (Tembe et al., 2008). Como se mencionó anteriormente, la MCH es 

una de tales sustratos utilizados como soporte y con la estructura de proteínas reticuladas y 

con una excelente permeabilidad a los sustratos y productos (Arias et al., 2007). 

 

En relación a la presente memoria, se comprobó el efecto de la coagulación de las micelas 

de caseína producto a la utilización de rennina más glutaraldehído sobre la capa externa de 

la MCH, lo cual es atribuible a la inmovilización enzimática por el método de unión 

química, concordando con lo descrito por López, (2007). También se demostró que este 

método tiene una mayor actividad enzimática en comparación a la muestra en que contenía 

a la rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, lo que es de gran importancia, ya que 

concuerda con estudios anteriores demostrados por Dussan, (2008), en donde propone que 
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la enzima es adsorbida sobre un soporte, y luego si es tratada con glutaraldehído dentro de 

las condiciones adecuadas, todos los grupos amino primarios de la enzima y del soporte se 

pueden activar con una molécula de glutaraldehido. Esto permite tener un entrecruzamiento 

intenso dentro de las condiciones de reacción. El resultado de esta reacción son enzimas 

con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH y 

temperatura. 

 

Por otro lado, la rennina más glutaraldehído sobre la capa interna de la MCH, no se 

presenció coagulación de las micelas de caseína, lo que puede deberse a que no hubo 

inmovilización enzimática. Dado que por la capa interna de la MCH se encuentra la 

membrana limitante descrita por Bellairs y Boyde (1969) y revisada por Fernández y  Arias 

(2000). 

 

De la misma forma, se comprobó que al usar la rennina sobre la capa interna de la MCH, no  

hubo coagulación de las micelas de caseína, lo que puede deberse a que no ocurrió adhesión 

física de la enzima sobre la membrana. Este resultado también se atribuiría a la presencia de 

la membrana limitante descrita por Bellairs y Boyde (1969) y revisada por Fernández y 

Arias (2000). 

 

Con respecto a la membrana más glutaraldehído en la capa externa de ésta, no se produjo 

coagulación de las micelas de caseína, lo que puede ser debido a que las moléculas de 

glutaraldehído no afectarían la integridad física de las proteínas de caseínas. 

 

En cambio, se comprobó la coagulación de las micelas de caseína en presencia de la 

rennina sobre la capa externa de la MCH, lo cual se le atribuye al efecto de adsorción física 

de la enzima sobre la membrana. Lo anterior es de gran importancia, ya que se contrapone a 

lo de descrito por Sheldona, (2009), en donde describe que la adsorción física es 

generalmente demasiado débil para mantener la enzima fijada al soporte en condiciones 

industriales en altas concentraciones de producto y gran fuerza iónica.  
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Con respecto a la MCH en la leche, no hubo presencia se coagulación de las micelas de 

caseínas, esto puedo deberse a que no existió interacción entre la MCH con las proteínas de 

caseína de la leche.  

 

También se observó la falta de coagulación de las micelas de caseína en presencia del 

glutaraldehído en la leche. Esto se debería a que la molécula de glutaraldehído por sí sola 

no afecta la conformación física de las proteínas de caseína.  

 

Adicionalmente agregando rennina sobre la leche se produjo el efecto de coagulación de las 

micelas de caseína, este resultado obtenido confirma lo descrito por Sbodio y Revelli, 

(2012), quienes mencionan que la rennina rompe los enlaces peptídicos de la caseína, entre 

la fenilalanina y metionina, desprendiendo pequeños segmentos de esta y la completa 

precipitación de la micela.  

 

Por último, no se observó coagulación de las micelas de caseínas cuando se tenía leche sola 

en la muestra, lo que concuerda con lo mencionado por Bylund, (2010), en el que describe 

la temperatura de pasteurización es de 37-39 ºC.  

 

Adicionalmente se demostró lo descrito por Quijano, (2010), afirmando que el pH óptimo 

de la caseína es de 5,8 e inestable bajo 5,0. 

 

Mediante la reutilización en el tiempo de la membrana con la rennina inmovilizada, ya sea 

por el método de unión química o adsorción física, se comprueba la presencia de 

coagulación de las micelas de caseínas. Esto puede deberse a que mediante la 

inmovilización enzimática la enzima no pierde su actividad de interacción con el sustrato o 

con la MCH y tiene mayor resistencia a la inactivación en comparación a la enzima sin 

inmovilizar, lo que concuerda a lo descrito por Dussan, (2008). Sin embrago, a medida que 

aumenta la reutilización de las membranas, se aprecia una coagulación ácida (pH de 4,5), 

descartando las muestras con este pH dentro de los resultados significativos, ya que como 

se mencionó anteriormente el rango de estabilidad de la caseína varía entre 6,6 – 5,0 

(Quijano, 2010).  Lo anterior es de gran importancia, ya que si se adiciona ácido a la leche, 
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la carga negativa de la cara externa de la micela se neutraliza (los grupos fosfatos se 

protonan) y la proteína neutra se precipita (Sbodio y Revelli, 2012). Esto puede deberse a 

que como la MCH se encuentra dispuesta en dos capas, formando ambas un entramado 

fibrilar (Fernández y Arias, 2000), en la reutilización de ésta  podrían quedar restos de 

micelas de caseína, siendo este un factor predisponente para el crecimiento de bacterias. 

Con este crecimiento de bacterias va asociado a la producción de ácido láctico llegando a 

producir este la misma reacción de la coagulación ácida  (Sbodio y Revelli, 2012). Unas 

posibles soluciones para contrarrestar el efecto de la coagulación ácida, es utilizar un buffer 

de pH alcalino o un antimicrobiano, pero cabe destacar que al utilizarlos no elaboraríamos 

un producto inocuo para el consumo humano. 

 

Las diferencias existentes entre los métodos de inmovilización enzimática (unión química y 

adsorción física) sobre la capa externa de la MCH y la rennina directamente en contacto 

con la leche entera, se debería a que si a la rennina se le añade glutaraldehido comienza a 

formar enlaces intermoleculares irreversibles, formando un vínculo intenso entre la MCH-

glutaraldehído-rennina, teniendo esto la ventaja de que la enzima no pueda ser retirada de la 

superficie de la membrana fácilmente. Este tipo de unión es capaz de aumentar la 

estabilidad de la rennina y mantener su actividad en el tiempo (Dussan, 2008), mientras 

tanto si la rennina es retenida físicamente en el entramado fibrilar de la MCH, esta adhesión 

es demasiado débil para mantener la enzima fijada a la MCH y mantener su actividad en el 

tiempo (Sheldona, 2009). Por otra parte, cuando la rennina se encuentra libre, sin ser 

colocada sobre la MCH, conserva el 100% de su actividad enzimática (Sbodio y Revelli, 

2012). 

 

La similitud de efectos en la rennina más glutaraldehído sobre la MCH comparada con la 

rennina sin glutaraldehído sobre la MCH, indicaría que la rennina sin glutaraldehído sobre 

la MCH conserva su actividad casi igualando a la muestra con la rennina más 

glutaraldehído sobre la MCH. Esto se contradeciría a lo descrito por Sheldona, (2009), 

quien propone que la adsorción física es demasiado débil para mantener a la enzima fijada a 

un soporte, y se reafirma lo mencionado por Tembe et al., (2008), quienes proponen que la 
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MCH es una bioplataforma para la inmovilización de enzimas gracias a su red fibrosa, 

siendo de excelente uso apara atrapar a la enzima en su entramado fibrilar. 
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CONCLUSIONES 

 

La membrana de cáscara de huevo  (MCH) resultó ser un excelente soporte para la 

inmovilización de la rennina por primera vez. Gracias a esto, se podría crear un producto 

mucho más puro en la elaboración de quesos.  

 

Para este estudio de inmovilización enzimática, se consideró el método de unión química y 

adsorción física. En relación a los métodos utilizados, es importante mencionar que el 

método de unión química, osea la rennina más glutaraldehído sobre la MCH, demostró ser  

un método de alta eficiencia en conservar la actividad y estabilidad de la enzima. Por otro 

lado, la adsorción física, osea la rennina sin glutaraldehído sobre la MCH, constituyó ser un 

buen método de inmovilización enzimática, mostrando que la estructura de la MCH  es un 

excelente elemento para retener enzimas y que estas conserven su actividad. Ahondando en 

esto último, se comprobó que el método de unión química conserva mayor actividad de la 

enzima que el método de adsorción física.  

 

La aparición de cuajo en las muestras con la rennina directamente en la leche, la rennina 

más glutaraldehído sobre la MCH y la rennina sin glutaraldehído sobre la MCH, reflejaron 

la gran influencia que tiene la enzima en el proceso de cortar los enlaces de la caseína y 

lograr la posterior precipitación de ésta y formar una coagulación de la leche. Así mismo, 

los diferentes métodos de inmovilización enzimática y la adición de la rennina en su forma 

libre, demostró ser un factor capaz de influir fuertemente en el peso promedio de los 

gramos de cuajo y volúmenes de suero obtenidos. Si bien en un comienzo se esperaba 

obtener coagulación de la caseína sólo por el método de unión química y  añadiendo a la 

rennina directamente en la leche, la presencia de la rennina retenida por atrapamiento 

(adsorción física) en el entramado fibrilar de la MCH demostró tener reacción ante la 

caseína, casi igualándose a la método de unión química.  En este sentido, se observó que en 

primer lugar, en cuanto a peso promedio de la cuajada y volumen de suero, se encuentra la 

rennina directamente en la leche, en segundo lugar la rennina más glutaraldehído sobre la 

MCH y en tercer lugar la rennina sin glutaraldehído sobre la MCH, lo que da cuenta a que 

hubieron diferencias significativas entre las muestras.  
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Por otro lado, la reutilización de las MCH con la rennina más glutaraldehído y la MCH con 

rennina sin glutaraldehído, demuestran que la rennina conserva su actividad y estabilidad 

enzimática por un tiempo de 10 reutilizaciones, comprobándose  por formación de la 

cuajada de la leche.  

 

Una de las desventajas de este proyecto, es que ante una posible contaminación bacteriana 

en la reutilización de la MCH, mencionado en la discusión, no se pudo estimar en cuanto 

aumenta el producto debido a la coagulación ácida, sin descartar que aún la rennina 

mantiene su actividad. Ante esto, habría que crear nuevas alternativas para poder 

diferenciar cuanto influye la coagulación ácida en el producto. Por otro lado, una ventaja de 

la reutilización de las MCH, es que la enzima no permanece en la leche al finalizar el 

tratamiento y así permitir un reciclado de esta, aumentando la pureza del producto. 

 

En resumen, en la presente memoria de título se demostró que se puede inmovilizar rennina 

sobre la MCH, sin embargo su actividad es menor que la rennina añadida directamente en 

solución. Por otro lado, no sabemos si tenemos una concentración equivalente de enzima en 

todas las muestras. También se comprueba que la reutilización de la MCH con la rennina 

inmovilizada, se mantiene la actividad de ésta al menos por 10 reutilizaciones. 
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