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I N T R o o u e e I o N. 

El uso da las enzimas en el pracesamiento da alimentos­

se ha incrana,t11do y diversificad, en los últimos ares. En -

aste trabajo se mencionan las enzimas que utiliza la indus­

tria alimentaria del pa1s y tambidn aquellas que por su im­

partanci11 reprasantan aplicaciones novedosas en los procesos 

alinentarios. Sa describen las caracter!sticas generalas, nt 
tome de producción, aplicaciones y los aspectos del mercado. 

Can al objatz, da propon:ionar al .. ntos que orienten los es­

tudios de pn,cl.lcc16n de las enzimas deStinadas a la inci.lS~ .:. 

tria alimentaria, 
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las enzimas hacen posibles todas las reacciones de sín­
tesis o degradación llevadas a cabo en los seres vivos y ex­
tractos de materia viviente. Estas digieren la comida, sin~ 
tizan tejido y hacen posibles las reacciones que proporcio­
nan la energía necesaria para el movimiento, el pens1:111iento­
Y la conservación de la temperatura del cuerp1J. 

Las enzimas induStriales pueden definirse como prepara­
ciones manufacturadas para utilizarse directamente cano cat,a 
lizadores en la p:n:,ducci6n de alguna mercancía. 

I.1 POEN:LATUFIA. ( 1) 

A las enzimas de importsicia industrial se les conoce -
oor su nombre com.:in qua act¡uieria:n:,n a partir de la raíz del 
runbre da la fuents de obtención agregangole la tenninaci6n­
-ina- por ejemplo; papaína (papaya), pancreatina (pancreas). 
la nominaci6n pueda basarse tambidn en el nombre del substr,a 
to sobre el cual act.:ia agreganctose la terminaci6n -asa- como 
por ejemplo; celulasa, lactase y glucosa oxidase, que actúan 
respectivanente sobre la celulosa, la lactosa y la oxidaci6n 
de la glucosa. 

En 1956, el tercer congreso de la Unión Internacional -
de Bioquómica (u.u.e.) acordó establecer un sistema de clasi 
ficación en el que las enzimas quedan::,n divididas en 6 cla­
ses. El nombre que se de a la enzima se deriva de los nom- _ 
bres del substrato, el pn::,ducto y el tipo de reacción. 

1,- Oxidorreductasas,. ( 1) 

Son aquellas que participan en las oxidaciones biológi­
cas como la respiración y procesos de fennentación. 



4 

2.- Tramsferasas. 

Son las que catalizan la transferencia de grupos a,n un 
solo carb6n (metilos, carbo><Hos, etc.) residuos aldehídicos 
y cetónicos .. 

3.- Hidrnlasas. 

Este grupo ircluye las esterases, fosfatasas, glicosid~ 
ses, peptidasas y otras. 

4.- Liases. 

Quitan grupas unid:ls a sus substratos (sin hidnílisis)­
Y pueden agregar grupas o d:lbles ligad.Iras. Entre estas se -
enci.entran las deScarboxilasas, ald:llasas, dehidratasas, etc. 

5.- Isomerasas. 

Son enzimas que actúan sobre los is6meros ópticos. Exi§. 
ten recemasas, epimerasas, sis-trens isomerasas, etc. 

6.- Ligasu. 

Son aquellas que catalizan la uni.Sn de cbs mcllk:ulas 
(se les conoce a>RD sintetasas). 

La cleSignaci6n de la U.I.B. no establece di~erencia en­
tft! enzimas provenientes de diversas fuentes que catalizan -
la misma reacci6n. 

I.2 CAAACTEAISTICAS DE LAS ENZIMAS. (1) 

A diferencia de otras entidades químicas las enzimas se 
caracterizan principalmente por su aspecto funcional. Una ea 
zima se identifica por lo que hace y no por su composiLi6n -
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qu!mica. La habilidad catalítica y la especificidad son las­
propiedades principales de una enzima y su naturaleza prote! 
ca explica que sean fácilmente afectada por los cambios de -
tanparatura, el pH, la fuerza i6nica y variables similares.-: 

La moldcula de cualquier enzima consiste de una cadena­
de amino4cim,s COl'l)Cidos, tiene una configureición geoll!Atrica 
particular y fonna puntos que son catal!ticanente activos. -
Puede haber uno o más de estos centros en una molécula de la 
enzima.· 

I.3 ACCION CATALITICA. ( 1) 

La mayoría de las reacciones en 1~s sistemas biológicos 
se desarmllarian sumamente despacio Bl"I ausencia de la enzi­
ma específica. 

Este sucede hasta en las reacciones más comunes como la 
fcmaci6n de kido carb6nico a partir de bi6xim da caltloro­
Y agua, reacci6n muy importante en la funci6n respiratoria. 

La velocidad ci:lrenta la fase de la reacci6n depende de­
la cantidad de la enzima presente, en tanto que la cantidad­
de substrato se encuentre en exceso y todas las variables 
del sistema pennanezcan constantes. En estas condiciones la­
velocidad de la reacción al.fflenta linealmene con la cantidad­
de enzima, esto es, en persencia de una cantidad doble de E!!J. 
zima, la misma cantidad de substrato requiere de la mitad -
del tianpo de reacción. 

Si la concentraci6n de la enzima se mantiene constante­
en el sistema, el tianpo de la reacción se ve influenciad:>­
por otros factores inclu)l8ndo las concentraciones del subs­
trato y del producto, la presencia de activadores o inhibi-
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dores, la tanperatura y el pH. 

I.4 ESFECIFICIOAO. (1) 

La mayoría de las enzimas son altamente específicas y -

cátalizan solo una reacci6n o actúan sobre el isómero de un­
compuesto en particular. Otras son menos especificas y pue­
den catalizar diversas reacciones comúnnente relacionadas. 

Por otro lado, la misma reacción puede ser catalizada -
por un buen n(lnero de enzimas, diferentes en sus caracterls­
ticas específicas y producidas por diferentes tipos de célu­
las. Ciertas c.Slulas destacan en la proci.lcción de una o po­
cas enzimas específicas. Las c6lulas de glándulas animales y 

membranas de mucosas, las de algunos teji r::bs vegetales, sem,! 
llas, frutas, hojas y microorganismos específicos bio-sinte~ 
tizan una o algunas enzimas en gran abundancia. 

Estas son las cAlules utilizactas en la producción ind!Jli 
trial de las enzimas, agrupadas conforme al grado de especi­
ficidad. 

a).- Enzimas absolutas. 
b,.~ Enzimas estereoespecificas. 
c).- Enzimas de hidrolización general. 
d).- Enzimas que atacan ciertos puntos de una molécula. 

I. 5 CCIFOSICION Y NATURALEZA QUIMICA. ( 1) 

Todas la enzimas son proteínas, metaloproteínicas o prg, 
tefnas conjugadas. La parte no preoteíca se llama grupo pro~ 
~tico o··coenzima; la otra parte es la apoenzima y 3 la com­
binación de ambos de denomina holoenzima, 
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I,6 CII\ETICA, (2) 

Pos tu ledoS: 

a).- Una moli§cula clB enzima y una rnoHicula de substrato se­
canbinan pare fonner un complejo o compuesto (en algunes oc~ 
sienes se pueden combinar m6s ele una mol6cula clB substrato -
con una clB enzima). 

b).- El a,mplej:J se rompe reversiblanenta, dando una mol6cu­
la de pmcllcto y la enzima original. 

aJ.- La cantidad de la enzima permanece constante. 

d),- La cantidad de substrato ligado a la enzima es muy pe­
qi.eña canparada con la cantidad de substrato total presente­
en la mezcla. 

En la mayor!a de las reacciones enzimáticas la valoci­
dad de reacci6n es proporcional a la concentraci6n de la en­
zima, al- menos durante las primeras etapas de la reacci6n. 

La formaci6n dal a,mplejo enzima-substrato se puede re.: 
presentar por la ecuaci6n (1) y el 1t1mpimiento del compuesto 
en la enzima libre y el pmcllcto final par la ecuaci6n f2J. 

E+ S ~ ES ----------- ( 1) 

ES -. E +P 

E,_ Concentraci6n de la enzima. 

S,_ Concentraci6n clBl substrato. 

P.- Concentraci6n clBl productD. 
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ES.- Concentraci6n dal canplejo Enzima-Substrato. 

Establecia,ct, las condiciones de equilibrio se obtiene: 

K : (E - ES) ~S - ES) -- (3) 
(ES 

K.- Constante de equilibrio 

La ecuaci6n (3) puede simplificarse cuando la concentre 
cic5n dal substrato as muy granda comparada con la concentra­
ci6n del canplejc, (Es). 

Ecuaci6n resultan te: 

K: (E - ES) {S) 
(ES) 

__ (4) 

Se considera a la ecuaci6n (2) co111> el paso detenninan­
te de la ntaceic5n. 

La ecuaci6n da velocidad para el paso deteminante que­
darfa: 

V= (k) (ES) 

K. - Contante de velocidad. 

v.- Velocidad de raacci6n. 

-------- (s) 

Despejado (ES) de (4) y substitu)l8ndo en (5) queda la-­
expresi6n-: 

v : (1c) (E) {$) ___________ (5) 

k+S 

Cuando la concentraci6n del substrato es grande se tie-
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K: St116 

la ecuación (s) se reduce a: 

donde Vm 

v : (k ) (E) : Vm 

Velocidlld •1ma. 

9 

Substituyendo en la ecuación (6) el t6nnino (Vm) se obtiene: 

v = (vml Csl 
K+S 

(7) 

En las primaras etapas de la raacci6n se puede consida­
rar que la concantreci6n dal substrato es constante si este­
se ancuantre en exceso y par lo tanto la velocidad da la ~ -. 
reacci6n es pn,porcional-a la concentraci6n dB la enzima. En 
estas condiciones la reacción siCJAe una cin6tica da orden Cil 
ro y al disminuir la cantidad de substrato la cintltica se -
vuelve da primer orden, c:omport:ernientD que pasean la ma)IOr!a 
da las raacciones anzim,ticas. 

Exprasaclo a, f6Jffla di ferancial la ea.iaci6n ( 7) : 

Substituyendo. 

.ra = Cvml Csl 
dt K+S 

S: S - (ES) 
o 

(e) 

donde S.- Concentraci6n inical da la enzima unida al subs­o 
trato.' 

Integrando la ecuación ( 8) se obtiene: 

1n --Eh-·__.__.- = Cvm) (tl 
S - (ES) K 

'1 

(ES) 
K 

(9) 
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En el caso particular en que (S) es igual a (K), la ve­
locidad de la reacción ( v) es igual a la mitad de la veloci­
dad m4xima (Vm) y la constante puede detenninarse evaluenct,­
la concentración del substrato (S) a la mitad de la veloci­
dad m4xima, esta constante se conoce como constante de Mi- _ 
chaelis (Km) y es igual a K mientras se mantengan las condi­
ciones antes mencionadas. 

A le1 eaAaci6n (9) se le conoce como la ecuaci6n de Mi_,_ 
chaelis Menten al substituir (K) por (Km). Esta ecuaci6n Pl'2 
santa desviaciones de un o.os;, pans valores de E/S '"' 0,01. 

En la figura # 1 se muestran las c:leSviaciones del mode­
lo ci"'tico, con diferentes valores de E/S, en la hidr6lisis 
del acetil, 1-fenil, alanin-áter por la quimotripsina. 

En el estudio y diseño de reactores donde se llevan a -
cabo reacciones entra varios substratos, o blen, están pre­
sentes sistemas con varias enzimas que catalizan reacciones­
en serie o en paralelo, resulta dificil estimar los mecanis­
mos cin6ticos que se llevan a cabo. En el caso de utilizar -
la tknica de 1nzimas inmobilizadas, los efectos debict,s a -
la difusi6n contn,lan la cinética de la reacción. 

1. 7 FLENTES DE LAS ENZIMAS, (s) 

Cualquier organismo vivo es en teoría una fuente poten­
cial para obtener enzimas. 

La selección de una fuente barata que contenga suficiea 
te concentración de la enzima de donde puede separarse y pu­
rificarse con una pérdida mínima de su actividad es el pri-­
mer paso importante en su producción. Comúnmente las fuentes 
bacterianas han resultact, ser las más versátiles y de amplia 
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aplicación aunque una buena cantidad de enzimas comerciales­
se obtienen e perti r de teji ct,s vegetales y animales. 

Hasta ahora le única manera de obtener e les enzimas es 
a travás de micrcorganismos, plantas y animales. Existe le -
alternativa futura ele llegar e sintetizarlas químicE111ente. 

1.8 CBTE~ION Y PURIFICACION. (6) 

En muchas aplicaciones industriales se utilizan mezclas 
crudas de enzimas o extractos celulares simples. Ya que el -
objetivo principal del empleo de procesos enzimáticos radica 
en el uso de enz:imas especificas que catalizan solo las ree5. 
cienes deseadas son necesarias preparaciones relativamente ...... 
puras. 

Por consiguiente as de especial importancia el empleo -
de tknicas que penniten la separaci6n y purificación de las 
enzimas en gran escala, con poca o ninguna ~rdida de su ac­
tividad. 

Los m6toctis más anpleados en las etapas iniciales de s! 
pareci6n son: ultrafiltración, extracción, centrifugaci6n, -
precipitación fraccionada y dialisis. Para lograr le purifi­
cación de la enzima los pmcedirid.entos subsecuentes pueden -
ser: técnicas de cromatografía, filtreci6n con gel, intercB!!!, 
bio iónico y electroforésis. 

El grado de dificultad en el proceso de separación es-­
triba principalmente en el tipo de fuente y en le enzima q1.1e 

se desee aislar. 
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1, 9 PFEPARPCION DE ENZIMAS PAAA LSO INDUSTRIAL. (3) 

La menufectura de p:n:,ductos a,merciales de enzimas es -
esencialmente la misma, independientanente del origen de és­
tas (vegetal, animal y microbiall:>). 

El grado de pureza y el uso que se le de al produc. to d!! 
tenninan las etapas del proceso de obtenci6n. 

Las procedimientos b4sicanente consisten de: 

a).- Obtener una solución acuosa, par extracci6n, del mate­
rial que·contiene a la enzima. Al!J,lnaS productos c!\ldos san­
estructuras celulares en fo:nna seca o U:quida. Ocasionalmen­
te es necesario un tratamiento da activaci6n. 

b). - Eliminar los residuos celulares de la solución par me­
dio da C8'1trifugaci6n, filtraci6n a ambos. 

c),- Precipitar la enzima y secarla can aire o al vacío. 

A excapci6n del sacado casi todas las operaciones se 
llevan a cabo a bajas t:ems:,eraturas (0-10aC), para disminuir­
la daSnaturalización da la enzima. 

Se pueden obtener diferentes variedades del producto, -
desde mezclas c:n.adaS hasta enzimas puras, sacándolas en va­
rios puntos del proceso . 
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II 

PflJPIEDADES DE LAS ENZDIAS DE Ill'ORTAN:IA EN LA IN>LSTRIA -

IUIIENTARIA 
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II.1 PMILASA (4) 

Estas enzimas actú11r1 sobn, al almid6n, glicég1n:1 y Poli, 
sac6ridos derivados da astes, hidn:,lizanc:to las enlaces OC-1, 
4 glucosfdicos. 

5a conocen tras clases de amilasas: oc-amilasas, ~ 
lasss y glucosidasas. 

~as cae-amilasas ( OC -1,~lucan~-glucanohid:n,lasa), -
se encuentran en plantas, mucosas d8 mmnffen:,s y micn:,orga­
nismos. 

Al~nas d8 las propiedades de las • -amUasas son: 

Peso 1110lecular.- &>,OCIO 

Coenzima.- U-.a nmHcula d8 Calcio por urB da enzima. 

pH.- 4.5-?.0 

Tanperatura d8 actividad.- 40-SOoC. 

Las OC...ilasas (endol!lmilasas) n,mpen los enlaces en el 
interior de la nmlbla dal substrato en forma aza:n,sa. 

Peaccién: 

Almid6n 9(:::flllilOS'J mal tesa + mal totriosa + de>< tr!, 
nas 

Las 0(-amilasas se ven afectadas en su actividad por -
agentes quelatantes del Ca++ y metales pesados como; Hg++,_ 
Cu++, Fe++. 

- Las j-amilasas ( °'-1,4-glucan, maltohidrolasa), llamada­
tanbidn amilasa sacaro~nica, se encuentra en algunos veget1¡l 
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les co111> en la mal ta del trigo, cebada, los cE111otes y el frj_ 
jol de soya. 

Se han cristalizado cutro,&-amilasas, algunas propieda­
des son: 

Peso molecular.- 152,000 (j-amilasas del camote) 

pH de actividad óptima,- 5.D-6.D 

Tanperatura ele actividad,- ,.&-amilasa del camote¡ ED,65oC. 

Las .,J-ami.lasas hidrolizsn al almicl6n y el glic6geno ~ 
ri vendo unidades de mal tosa del ex tremo no reduc ter de la ~ 
l.dcula (exoemilasas). Causando una inversi6n en la configu~ 
ci6n en la pos ici6n del carbón anomérico de la glucosa de oc 

ª" . 
Reacción: 

Almicl6n PrM1Jeae > maltosa+ dextrinas 

Los grupos sulfihidrilo son esenciales para la activi-. 
dad de la ,-amilasa y los agentes que actúen sobre este g:n¿ 
po inhiben la acci6n catalítica • 

...Glucoemilasa (ec-1,4-glucan-glucohidrolasa) ¡ esta enz!, 
ma es diferente de la« y, ami lasas porque el producto fi­
nal de la enzimólisis es la glucosa. Pueden obtenerse de va­
rias especies fungales del grupo Aspergillus y Rhizopus. 

Algunas propiedades de la glucoE111ilasa son: 

Peso 111>lecular.- 68,000 (levadura). 

pH de actividad.- 4,0-5,0, 

Tenperatura de actividad.- 50-60oC, 
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II,2 IIWEATASAS (4) 

La hidrólisis da la sacarosa se cataliza por dos tl.pcs­
da enzimas oc-D..glucosidaSas y ~-D-fructofurar-.5sidaaas, A -
esta última se le han dado los nombres da; invertina, sacar!. 
sa y el mis co,oon invertasa. 

Algunas da sus propiedades son: 

Peso molecular.- Intracelular 135,CXXJ; extracelular 270,000 

pH da actividad,- 3,5-S,5 

Tanperatura de actividad,- ffi_?QoC, 

Reacción: 

invertasa () () Sacarosa + H2o . . t D + glucosa·+ D - fnctosa 

Los iones de metales pesados particula:nnente de Ag + - _ 
inactivan reversibil.anenta a la enzima. Tanbi~n los iones de­
Zn++ surten el mismo afecto formando un dímero 

II,3 LACTASAS (4) 

Estas enzimas se encuentran en plantas como: almendras, 
ciJraznos, chabacanos. Tambi~ en microorganismos como: el ~ 
pergillus oryzae, Aspergillus foeticiJs y Saccharnmyces frag! 
lis, 

Algunas propiedades de las lactases son: 

Peso molecular.- (Escherichia coli) 850,000 

pH da actividad.- 7.0 (lactase bacteriana) 
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Raeicci6n: 

Leictosa 
lactase 

> Glucosa+ Galactosa 

La presencia de iones de metales pesados no parece afeJ& 
tar ni favorecer lei eictividad de la enzima. Compuestos oomo­
el nitrofenil tiogeilact6sict,, galactonolactona inhiben fuer­
tanente a la enzima. 

II ,4 CEULA9'S ( 4) 

Las celulaseis ( Jt-1,4-glucan 4-glucanohidrolasas) se -
han cleisificado da tres maneras: 

a).- Las que n:,mpen la celulosa cristalina que alglM'IOs auto­
res denominan cano factor C f 

b) .- ~-glucanasas y son de dos tipos exo.¡t-1,4 y J-1-4_glu­
conaseis; a este factor se le dan::imina C , 

)( 

c).- Las Ja-glucosidaSas, que muestran afinidad hacia las -
perciones moleculanas m,s pequeñas del substrato. 

Al!J'naS de sus propiedades físicas son: 

Peso molecular.- (Tricodenna viride) c1 - 48,000 

e ---- as, ooo )( 

.,.-glucosidasa --- 32,000 

pH de actividad,- 5,2-5,B 

Temperatura de actividad,- 42-47oC, 
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Raaccidn: 

Celulosa--c_,_ Celulosa 
:raactiva 

ex , Celubiosa jl..gli.co; Glucosa 

sidaSa 

Las celulasas se inhiben fuertanente por los metales P.! 
seidoS C01110 el Cu-t+ y el Hg++. 

ll .5 PECTINASAS (4) 

Estas enzimas se encuentran en plantas (tomate, frutas, 
Zlffllljoria, ate.) y to•s (Sacchamnyces f:ragilis). 

Algunas de sus propiedl!ldlS son: 

Paso molecular.- (tanate) 24,000 

pH de actividad.- Poligalacturonasas de plantas - 4.5-2.5 

lletil esterases de plantas - 3.3-3.5 

Liases fungelas ------ 9.0-S.3 

Taipanstura da actividad.- Liases de bacterias - 35..A5oC 

Metil esterase microbiana - SOoC 

El n,rnpimientc da los enlaces gli.cos!dicos por las poli. 
metilgalacturonasas y poligalacturonasas p:mcede con la adi­
ci6n de agua. Las liases rompen los enlaces por transelimin.a 
ci6n de hidr6geno en la posici6n del carbón cuatro y cinco, 

Algunos cationes como el ca++, Mg++ Y EL NaCl activan a 
estas enzimas. 
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II,6 PAPAINA (4) 

la papaina, quimopapaina y lisozima son las principales 
proteasas encontradas en el latax del fn.,to y Arbol del PªP!t 
yo, 

Al~nas da sus propiedadaS son: 

Peso molecular.- Papaína---- 21,000 

Quimopapa!na - 36,000 

lisozima --- 25,000 

pH da actividad,- i,0 

Temperatura de actividad,- 70oC, 

La papa!na es una de las prptaasas que paseen un grupa­
sulfihidrilo el cual intervi91e direct-nta en la accidn de 
la caWisis, 

La papá!na posee una ~lia especificidad, puede hidro­
lizar pequeños pdptidoS al igual que pMtaínas, 

La acción da iones pasados o agentes oxidantes inacti­
van a la enzima, 

II,7 BFOIELINA (4) 

La prasencia da una fuerte enzima proteolítica en el j!;! 

go fresco de la piña ha sict, reconocida deSde hace mucho - -
tiempo. La enzima se encuentra en el fn.,to y en el tallo de­
la planta. 

Al!1JnaS de las pMpiedades de la brome lina son: 



Paso molecular.- Branalina del tallo - 33,200 

" " dal fruta -- 18,000 

pH de actividad.- 6.0-8.0 

Ta"'38ratura de act:lvidad.- 6QoC 
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La 1"8accidn de hidrólisis catalizada por la bn,melina -
S81118ja al de la papa!na, al igual que en la especifici·datt -. 
hacia los substnstas. 

Reacción: 

A'-Ni~ branalin\ 

R 

A • Glicina, Lisina, Arginina, Leucina, Tirosina 

Sientb 111a pmteeaa con g~r:,os sulfihidrilo, la acción­
da iones de metales pasatbs y agentes oxidantes inhiben su -
actividad. 

III.8 ~ (4) 

La enzima se obtiene a partir dal latex lechoso del hi­
gado verde. 

Las propiedades de la ficina son: 

Peso molecular.- 25,000 

pH de actividad,- 3.5-9.0 

Tanperatura de actividad.- 62.0°C 

La forma da le acción hidrolltica da la ficina es sane­
jante e la de la papafna y brnmelina, Es una prcteasa con -
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gn,po sulfihidrilo, 

II ,9 TAIPSINA (4) 

La tripsina es una endopeptidasa, Posiblanente es la -
p:mteasa que m6s se ha astudi.adc, Se forma en el tracto in­
testinal por un precursosr inactivo denaminado tripsin6geno, 
aKcretado por el panc:ntas. 

Alr,.,nas de sus propiedadeS son: 

Peso molecular. - 23,000 

pH da actividad.- 7.0-9.0 

T~eratura de actividad,- J?aC 

La enzima posee una atrecha espa:ificidac:I sobre cier­
tos enlaces p..,tict,s, b'8icamente las que unen los aminollci­
d:JS lisina y arginina. 

Consecuentemente la hidn5lisis de una pn:,teína da CDIIID­

resul tad:J la formaci6n da fra1J119ntos p6ptidos relativamente­
grandes, con terminales carbodlicas de lisina y arginina, 

Aeacci6n: (5) 

--Gli- Glu -Arg+Gli-Feni-Tir -­

punto de 
ruptura 

Esta enzima no se inhibe por los reactivos al grupo su! 
fihidrilo comures, ni por oxidantes suaves, Se inactiva este 
quiométricernenle por el diisoprcpilfosfofluorhidrato. Tam- -
~iién con protelnas naturales como el inhibidor del frijol de 
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soya, el inhibidor da trigo y al inhibici:Jr del frijol de li-
ma. 

II .10 QUIIIOTRIPSINA (4) 

El jugo pancra6tico del ganam bovino contiene dos for­
mas distl.ntas de qui1110tripsine las qua se han danominam A y 
B. 

Sus pn,piedadeS san: 

Pesa molecular.- 25,300 

pH de actividad.- ?.0-9.0 

Tanperaá.lra da actividad.- 3?oC 

la qui1110tripsina act:Oa prafarentanente en los enlaces -
cuya parte carbox!lica se deriva de emino6cims que contie­
nen una cadana lateral an,m,tica a,ma la fenil elanina y ti­
rosina, o une cadena lateral voluninosa de naturaleze hidro­
f6bica. 

Reacci6n: (5) 

- Ala-Leu-Tir-+-Leu-Val 
punto de 
ruptura 

Se inhibe selectivernente con el diisopropilfosfofluorh!, 
drato. 

II,11 PEPSINA (4) 

La pepsina es una proteasa ~el do-gó~,lrica, Se encuentra 



en la mucosa est.cmacal de los animales en forma inactiva a -
esta fema se le conoce aimo pepsinágeno. 

Algunas da sus p:n,piedadas son: 

Peso molecular.- 33,000 

pH da actividad.- 1.0-4.0 

Tanpe:ratura da actividad.- 37oC 

La acción da la pepsina es da mnplia especificidad, ac­
túa praferentemante sobre los enlaces ptk,tidDs cx,n cadenas -
laterales a1t11116ticas, tambi,n hil:ln>liza los enlaces del ,ci­
do glut:6nico, cistatna y sistina. 

Raacc16n: 

- Fen-\,-Val--Aspar- His+Leu-Val 

punto di 
n,ptura 

La polilisina se cambina ripidmnente can la enzima ac­
tuando con, inhibidDr canpetitivo. 

II,12 ~ (4) 

La ranina es 11111 pn,teasa 4cidD-g6strica, su utiliza-­
ci6n en la coagulación de la caseína de la leche para elabo­
rar el queso es de sobra conocida, 

La enzima ti.ene mucha similaridad con la pepsina y se­
encuentra presente en el cuarto estánago de los becerros. 

Las p n,p iedades de la renina son: 



Paso molecular.- 31,000 

pH da actividad,- 5.0-6.D 

Tanparatura de actividad.- 40oC 

25 

Se supone que la ranina a>nvierte a la caseína en p-ca­
seína la cual precipi ·: a en p111sencia de iones de calcio. 

El proceso puede separarse en dos etapas, en la primera 
la caseína se convierte en p-caseína mediante la enzim6lisis, 
En la s~nda etapa la p-case!na coagula por la acci6n del -
calor ., presencia da iones da calcio. 

II.13 UPA&AS (4) 

Muchos tajims da 6rganos y fluims da mem:lferos conti,! 
ren lipasas. La m'8 conocida da es tas enzimas es la lipasa -
pancre4tica. 

Al1J,1nas de las características de la lipasa pancralitica 
san: 

Peso molecular,- 48,000 

pH de actividad.- B.0-9.0 

Temperatura de actividad,- 3D-40oC, 

Reacci6n: 
1,2-diglic,rido~ glicerol 

Tri.glic,ridos/ 2-rnonoglicérido ~ + \, I + ácido 
1,2-diglic~rico 6cido graso graso 

+ 
ácido graso 
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La ma)Oría da los cletergantas aniónicos inhiben la ac­
ci6n da la Upase pancreAtica mientras qua los cati6nicos i!l 
c1911antan la hidr6lisis. 

II.14. 11.LJ:DSA OXIDASA (4) 

Esta es una de las m6s importantes oxidorrecl.lctesas de­
origan 111icn.,biano en la industria alimentaria. 

Al1J,1nas de sus propiedades son: 

Peso molecular.- 192,IXJO (Aapergillus nigar) 

pH da actividad.- 4.5-7.D 

Tanparatura da actividad.- 30-BloC. 

Una da las principales caractarlaticas de esta anzima -
es la estrecha eapecificidad que muestra sobn1 la O-glucosa. 

Reacción: 

Los iones da cobra inactivan a la enzima, tarnbit!n la -
arabinosa actúa competitivamanta C0111D inhibidor, 

II, 15 CATH.ASA (4) 

Esta enzima se obtiene de alguros tejictJs, de plantas -
com la hoja de espinaca y alguros micrnorganismos como el -
Aspergillus niger. 

Alguna~ de sus pn:,piedades sor,: 



pH de actividad.- 7,0 (catalasa del h!gacm) 

2,0-7. O (Aspargillus rd.ger) 

Tanparatura de actividad.- 25oC, 

II, 16 GLI.COSA ISIJEINA (4) 
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Muchos organi91110s han sic*> idanti ficacms C01110 fuentes -
da D-xilosa isomarasa ca1"1Jcida tambidn como O-glucosa isane­
resa. 

Sus pn,piadadas son: 

pH da actividad,- 6,5-8.5 

Tanparatura da actividad.- 40-SSoC. 

La glucosa iSOlll8rasa requiera da una cati6n divala,ta -
camo Mn, Ca, o Mg para ms,ifestar su actividad catalítica. 

La isomerizacicSn da la D-i1lucosa a O-fructuosa as una -
raacci6n reversible. 

Fleacci6n: 

D.J3lucosa gly::¡gsa t O f e . - ructosa 
isomarasa 

++ ++ ++ 
La enzima se inactiva con iones de Cu , Hg , y Zn 
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III. 1 GEtERAL.lOAOES EN LA PFIJDLCCION DE AMILASAS. (4) 

En la industria alimentaria, solo urtJs cuantos microor­
ganismos están considerados como irtJfensivos por las autori­
dadeS sanitarias (no manifestar patogenicidad), Por lo que -
las empresas fabricantes se han limitado a desarrollar vari.§. 
dadas y mutantes de los microorganlsnos autorizados, Se en­
cuentran patentacbs cientos de p:mcedimientos por medio ele -

los cuales un cultivo estudiado se llega a modificar de tal­
manere que logra p:mducir niveles ap:rovechables de la enzima 
buscada, 

III, 1.1 SELECCION DEL MICflXlfl3ANISMO (4) 

Algunos mic:roorganismos p:mductores de snilasas en for­
ma industrial pueden ser; el Bacillus subtilis, Aspergillus­
cryzae, Aspergillus niger, Klebsiella ae:rogenes, Streptany­
ces, 

Inicialnanta se parta de un cultivo crudo cbnde existe­
una flore abundante de microorganismos p:mclucto:n1s de snila­
sas. Da este cultivo se toman varias porciones y se p:rocede­
a desarmllarlos en diferentes medios (pH y temperawra), a­
bonando los ensa)IDS con nutrientes comunes como el almid6n, -
polisacáridos y sales minerales, Las cepas con ma)IDr :n1ndi­
miento se apartan y se les sujeta a ciclos rep:mductivos va­
riando en cada muestra la proporción y composición de los ni¿ 
trientes, pH y temperatura. El medio de cultivo en esta fase 
de selección se orienta hacia la identificación de los orga­
nismos útiles, El proceso selectivo se continúa, basado en -
el crí terio de rendimiento y estabilidad del cul tiv"', 

Ur,a vez obtenida suficiente infonnación sobre la homog~ 
neidad del inóculo seleccionado y lo ideo 1:1proximada de la -
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combinación de los nutrientes, temperatura y pH. Se procede­
ª obtener la cepa que servirá de pie de cultivo de donde se­
extraerá la semilla para la fermentación industrial. 

Los procedimientos de selección suelen ser enormes in­
ve~iones de trabajo y tiempo. 

El pi6 de cultivo debe oonservarse y reproducirse en -
condiciones especiales evitando la contaninación y le degen~ 
raci6n del microorgenis11D. 

Las tácnicas de selección de organismos mutantes resul­
tan más laboriosas. 

Comúnnente los primeros micelios mutantes producen bue­
nos resultacbs y se ha observado en los experimentos realiz!! 
cbs que en la cuarta o quinta etapa de reproducción solo un­
pequeño porcentaje de los tamises muestran capacidad sobre­
productora de la enz:ima, por lo que la tutir:111 de selección­
resul ta abrumadora. Sin embargo en microorganismos fungales­
productores de glucoamilasas mezcladas a:,n transglucosidasas 
los mutantes derivados mostraron pmci.lcir solo glucoanilasa­
lo que resulta muy conveniente en la producci6n de glucosa. 

Las mutaciones se llevan e cebo con radiaciones de luz­
ultravioleta, rayos X, etc. 

Un micelio pmci.lctor de amilasas se desarrolle en me-_ 
dios que contengan cartiohidratos, fuentes de nitrógeno y tr~ 
ses de sales minerales. 

III.1,2 MEDIO DE CULTIVO (4) 

Seleccionar el medio de cultivo (sumergicb o de super-
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ficie) y formular sus condiciores fisicoqu!micas, es el as­
pee to más importante en la producci6n • 

Los nutrientes que debe terer un medio de cultivo en la 
fabricaci6n de amilasas son: 

..Carbohidrátos (almid6n derivado del ma!z, papa, cebada, tri 
go, soya) • 

..Nitr~eno, que se propon:iona con sales de amonio, pmte!­
nas, licor de cocimiento de ma!z, extractos de -
levaduras y residuos de micelios anteriores. 

-Sal.es de fosfon:,. 

-Agentes reguladores del pH como el carbonato de calcio, ac!! 
tat-s, citratos y gluconatos. 

Se ha compn:,bado que la presencia de ciertos compuestos 
en el medio de cultivo inducen la pn:>ducci6n de la enzima d!, 
seada. En cultivos de Aspergillus oryzae se indujo la pn:,d~ 
ci6n de isoamilasa. 

El medio de cultivo es un sistema complicado y debe mo­
dificarse a lo largo de la fermentaci6n altas concentracio­
nes de algunos az6cares (glucosa, mal tesa y otn:,s polisacár! 
dos) al inicio del cultivo, perjudican el crecimiento del m! 
celio y disminuyen el rendimiento de la enzima. 

En los cultivos sumergidos se recomienda suministrar pg 
co menos de la aereaci6n óptima en las primeras fases de la­
fermentación, 

La regulaci6n del pH en cualquier cultivo se hace con -
sales de ácidos orgánicos, el cx,ntrol de este factor es de-­
terminante para lograr un bu~n rendi~1gnto de la enzima. Ge­
nF?ralmente los ,1alores del pH oscilar gntre b.8-8.3. Aunque-
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no existe regla a esta situación, Sin embargo, ya este den­
tn:, del rango alcalino o ácido el pH deberá modificarse a lo 
largo de la fennentaci6n, 

III, 1.3 lIPO DE Cll. TIVO, ( 14) 

Los cultivos pueden ser de superficie o sumergidos, Los 
cultivos de superficie son s6lidos, semis6lidos o liquidos ,­
Se efectúan en charolas, platos o tambores n:,tatorios, 

La preparación del medio de cultivo incluya: 

a),- Esterilizaci6n del equipo y los componentes del medio -
con vapor y substancias químicas. 

b),- El acondiciom111iento ele la temperatura (25-35 oc) y de­
de la hl.nedl!ld se hace con aire filtrado, purificado y -
1'11.nidi ficac:to. 

Los cultivos s6lic:tos anplean materiales baratos como la 
cascarilla ele ma!z, salvac:10 o cebada c:tonde se deposita el -
in6culo fiel cultivo. Los períodos de fe:nnentacUin oscilan ea 
tre 30 y 150 horas, 

Los cultivos sumergidos son de los m.Ss empleados en la­
producción ind.Jstrial, Las candiciones favorables en que se­
lleva: a cabo la fennentaci6n de cerno resultado ma)'Dres ren­
dimientos de la enzima, 

El tipo de fermentador utilizado es un recipiente cerr! 
do con equipe accesorio de agitación, aereación y enfriamie!l 
to. Con le instrumeritación adecuada para controlar el pH y -

P.l régimen del intercambio de calor, 
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III, 1,4 EXTRACCION Y PURIFICACICJ.J ( 14) 

La soluci6n conteniendo a la enzima se filtra del medio 
de cultivo, prosiguiendo a precipitarla con substancias cano 
el sulfato de snonio, acetona, caseína o tierras diatcmaceas, 

El percipi tado obtenido se purifica clisolviendose de -
nuevo, la enzima en soluci6n se recupera mediante procesos -
de díalisis, ultrafiltraci6n o cromatografía. 

Esencialmente todos los procesos de obtenci6n de enzi­
mas semejan en sus procedimientos. La al temativa de la pro­
ducción microbiana desplaza lentamente a las enzimas extraí­
daS de 6ganos de animales o vegetales. Las extracciones di­
fieren de los cultivos microbianos, en los inicios del p:roc~ 
so donde se requiere de equipo de maceración y ruptura de P!! 
:redes celulares (ultrssonido, medios químicos) la etapa de -
separación y purificaci6n, salvo ligeras variantes, es la 
misma. 

Las fennentaciones microbianas varían en su procedimien 
to dependiendo del tipo de cultivo o del tipo de enzima (ex: 
trecelular, intracelular), Aunque el cultivo de superficie -
es ampliélnente utilizado (en especial, en la obtención de 

amilasas), Los rendimientos logrados en los cultivos sumerg!, 
dos y la facilidad de controlar a microorganis11Ds conteminaa 
tes ha favorecido la preferencia por aste proceso, 

En el diagrsna 2 se muestran las etapas del proceso de­
obtención, a partí r de un cultivo sumergido, (?) 

Las esporn~. o hacterias del cultivo seleccionado pro vi_!! 
nen lle ur in61:1lo (cepas l1ofilisodos o ~;uspendidas en gel)­
el cunl '.<: ruil re previamante en cond:icione~-. idént.ica!; él 1,1'.;-

rJol t.nn-,,.,,, dn :,rm i 11 F.l ( l ) , 
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III, 1.4 EXTRACCICIN Y PURIFICACICIN ( 14) 

La soluci6n conteniendo a la enzima se filtra del medio 
de cultivo, prosiguiendo a precipitarla con substancias cano 
el sulfato de E111onio, acetona, caseína o tierras diatDmaceas, 

El percipi tado obtsnido se purifica disolvienct:,se de -

ni.evo, la enzima en soluci6n se recupera mediants procesos -
de d!alisis, ultrafiltraci6n o c:n:,matDgraf!a, 

Esencialments todos los procesos de obtenci6n de enzi­
mas semejan en sus procedimientos. La al. ternativa de la pro­
d.Jcci6n micrcbiana desplaza lentamente a las enzimas extraí­
das de 6ganos de animales o vegetales. Las extracciones di­
fieren de los cultivos microbianos, en los inicios del p:n:,c_g 
so donde se requiera de equipo de maceración y ruptura de P!!. 
Mdes celulares (ultr1SSonido, medios químicos) la etapa de -
separaci6n y puri ficaci6n, salvo ligeras variantes, es la 
misma. 

Las fennentaciones mic:n:,bianas varían en su prccedimien 
to dependiendo del tipo de a.iltivo o del tipo de enzima (ex: 
tracelular, intracelular). Aunqua el cultivo de superficie -
es amplianente utilizado (en especial, en la obtsnci6n de 

amilasas), Los rendimientos logrados en los cultivos sumergi 
dos y la facilidad de controlar a microorganis11Ds contaminaa 
tes ha favorecido la preferencia por este proceso. 

En el diagr1:111a 2 se muestran las etapas del proceso de­
obtención, a partir de un cultive sumergido, ( 7) 

Los esporils o bacterias del cultivo seleccionad'.> pro vi!:!, 
nen lle u~ in6i:1lo (cepas liofilisados o suspendidas en gel}­
el cunl ',<: nul re previ F.Jmonte en condicJone~. idénticas o l•J!;­
dcl l.nrr,,.,,, rlB !,nnil};J (I), 
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Le cantidad de semilla iroculeda el fennentedor (III) -
influye en el correcto desarrollo de le fermentaci6n, los 
cultivos sumergidos requieren de inóculos más pequeños en -
comparación con los cultivos sólicbs. 

La fennentaci6n se efectúa manteniendo siempre los ni~ 
les requeridos de nutrientes, temperatura y pH, y al con- _ 
cluirse se procede a separar el micelio y las particulas en­
suspensi6n pcr centri fugaci6n (IV). La solución se bombea a-
111 terque de precipi tacidn (V) donde se recupera la enzima -
sometiendola a una segunda centrifugaci6n (VI). En el tanque 
mezclacbr se prepara a la soluci6n enzimática para someterla 
a los procesos de purificaci6n (VII), (VIII), (IX) (X). 

Pueden obtenerse diferentes preparaciones enzimáticas a 
lo laigo del proces:, obteniendo fonnas crudas, puras, conce!l 
tradas o dilu!daS. 

En al!J,lnas aplicaciones no se requiere de produc tes el! 
boracbs, y resulta econ6mico el anpleo de preparaciones cru­
das de la enzima. 

l'OEIIL:LA TI.JIA DEL DIAGRAMA DE FLUJO. 

I.- Tanque de semilla, 

II.- Tanque de substrato. 

III.- Fermentador. 

IV.- Primera centrifuga. 

v._ Tanque de precipitaci6n. 

VII.- Tanque mezclador, 

VIII. - Eouipo de purificación ( dialiwción, ult:refiltraci6n­
o cmmatograf!e). 



IX.- Secador. 

x._ Mezclador. 

a).- Entrada de aire purificado. 

b).- Salida de aira. 

c).- Cultivo selaccionacb. 

d) .- ~a de enfriamento (entrada) 

e).- Sel.ida del ague d8 1r1friarniaito. 

f). - Agantes precipi tantas. 

g).- Agua. 

35 



• 

D 

f 

E-.ip .. d• un proc••o d• obt•nclon d• •nzlm•s 
• p•rtlr d• un cultivo 1um•r9ido 

F,~; 



III.2 GEf.EAALIDADES EN LA PIIJOLCCmN OE PfllTEASAS. (4) 

III,2.1 CRITERIOS OE SELECCION 
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En virbJd de la baja especificidad de las enzimas pro-­
teol!ticas, es casi imposible seleccionar organismos que prg, 
duzcan solo la proteasa deSeada, incorporando ciertos com- _ 
puestos protefoos en el medio de cultivo. 

Sin embe1go pueden seguirse alSJJnoS criterios en la se­
lecci6n de un 01ganismo pmductor. Por ejanplo¡ la pmteasa­
ácida, comúnmente producida por l"wJngos, posee un pH 6ptimo -
de actividad y estabilidad bajo. Ajustando el medio de cult!, 
vo a un pH de 3,0-4,0, las oporbJnidadeS de desarrollar solo 
el organismo pmdJctor de la p:mteasa 4cida, se ven favoreci, 
dos, Lo misnn puede hacerse en la producci6n de p:mteasa al­
calina. 

El pmcedimiento de selecci6n puede comenzarse en cul t!, 
vos de platos, conteniendo proteínas insolubles con poblacig, 
nes de microorganismos naturales o con mutantes de alSJJna C!! 
pa en particular. 

De acuerdo a Keay y asee. (1972) la selección de baci­
los pn:,ductores de proteasa alcalina, se hace con cultivos -
desarrollados en medios diferentes, utilizando como nutrien­
tes mezclas de triptosa-soya-caseínagar, caseínagar sales ntj_ 
nerales a diversas temperaturas (25-SOaC). 

Las rutinas de selección semejan a las mencionadas en -
la producción de amilasas, Se elige una cepa estandarizada -
de la cual se conoce¡ su comportamiento, ingredientes del m~ 
dio de cul ti .;n, el pH y la temperatura adecuadas, La cepa s!! 
leccionada '.e procede a reproducirla en condiciones donde se 
conserven ',.;·, cualidade~. de producción y estabilidad. 
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TABLA 3,1 (4) 

FENJIMIENTOS MAXIMOS EN UNIDADES INTEANACmNALES DE PRJTEASA 

MICROOF6ANt9'0 Temp, Proteasa Tiempo 
(oc) (U/ml) (hr) 

Bacillus megateriun A lCC 14581 30 4,150 50 

Bacillus cereus ATCC 14579 30 1,280 48 

Bacillus cereus !FO 3215 26 44? 69 

Bacillus cereus I\CTC 945 30 3,580 32 

Bacillus PDl)ffly,ca ATCC 842 30 4,530 26 

Pseudanonas aerup nosa IFO 3080 3? 4,450 48 

Pseudcmonas aen.,ginasa ATCC ??00 3í 1,320 22 

Basillus subt:Uis t:P 491 3? 1, 110 aa.5 

Se:rratia marcescens I\CIB 10351 26 1,570 27,5 

Aemmonas protealytica ATCC 15338 25 19,970 12 

Aspergillus aryzae ATCC 11493 25 1,190 48,5 

Aspergillus flavus ATCC 11498 26 1,540 ?2 
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Exista une gran cantidlld de microorganismos pn,ductores 
de varias clases da p:n,teasas y muchas espacias y variedades 
de estos han sido patentados, 

Aunque los organismos que se utilizan en le pn,ducción­
industrisl, en espacial los que rinden grandes voli'.inenes, 
son pocos, 

P:n,bablanaite el factcr m6s importante en la salecci6n­
da un mic:n,organiano, una \AIZ que ha sido aprobado como in::,­
fensivo por las autoridactas sanitarias, es el rendimiento de 
la enzima que en un manento 1119da p:n,porcionar, 

La tabla 3, 1 indica los randimientcs Bimos en unida­
des internacionales de protaasa, obtenidas en cultivos agi~ 
doS de vatios mic:n,organismos, 

III, 2, 2 ~ECCION DE La:i MJTAIENTES Y DEL MEDIO OE CULTIVO: 
4 

En la producci6n conarcial de p:n,teasas se utilizan nu­
trientes constituidos principaliiente por material proteico, 

A continuBci6n se mencio:ial. diferentes materiales cru­
dos que sirven ele nutrientes en las fennentaciones industri~ 
les. 



Proteínas vegetales: 

Cocido de sanilla de algod6n 

Cocimiento da cacahuate 

Cocimiento da frijol da soya 

Maíz 

Gluten da maíz 

Licor de cocimiento de maíz 

Salvad:> de tri!J, 

Salvado da arroz 

Pn,teínas animales 

Ca.saina 

bn, 

Lactoalt,únina 

Albúnina da sangre 

Hidrolizado de cama 

Cocimiento da pescado 

40 

Contenido protéico 
aproximado (") 

50 

fO 

50 

10 

50 

25 

15 

15 

Contenido prot6ico 
apmximado (~) 

90 

35 

80 

ªº 
50-80 

70~0 



Proteínas microbianas: 

Extracto de levadura 

Desechos solubles da claStilad:>s 

Levaci.ira de forraje 

Levadura de petr6lao 
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Conta,ict, protéico 
aproximad:> (CJ(,) 

50 

30-40 

50-BJ 

50-BJ 

Si el cultivo as sólido, al ingrediente principal del -
medio siempre serA salvad:> de trigo o ele arroz. La fomula­
cién exacta del medio ele cultivo lograda despuds de larga e~ 
perimentación (casi sie"'ue de pn.ieba ermr) por al fabl'icao, 
te as guardada celosamente. 

La alecci6n de ciertos tipos ele materia prima para el -
cultivo se harA en función de los costos y del rendlmiento -
de la enzima. Las i~urezas del cultivo, en ocasiones no p~ 
sentan problanas a excepci6n da los cultivos utilizact,s en -
la industria fannacdutica. El evitar los tratanientos da pu­
ri ficaci6n a los materiales crudos que sirven de componentes 
del medio da cultivo es una cuesti6n econálitica a a>nsiderar. 

III.2.3 METODOS DE CULTIVO (4) 

Por razones económicas las proteasas usadas en grandes­
cantidades deberán producirse mediante cultivos sumergidos, 

Las cepas fungales proci.icen mejores rendimientos en cu,! 
':i vr:,s ele superficie de nedio s6lid:>. Este m~todo aún se em-­
~:ea en la pequeña industria, 

La reni~a microbiana se acostumbra producirla en culti­
,-s ele si.perficie (Arima 1967) en 1973 Aunstrop aislo una e~ 
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pa seleccionada de Mucor mihei, logranct> propagarlo en fer­
mentaciones sumergidas para producir ranina microbiana. La -
experiencia mostrará El"l cada caso indivili.lal el m6todo de 
cultivo y la coq:,osición del medio, en la preparación de la­
semilla de inóculo para el proceso inliJstrial. 

Los cultivos de bacilos niquie:ren di¡! una temperatura de 
J?aC, El tiempo de desarrollo de un inóculo liofilizad:> al -
nivel de semilla es de uno a ct>s d!as. El pié de cultévo se­
deberá iniciar con una cantidad de aproximadamente 10 c6lu­
las por mililitro. Oejanct> transcurrir 10 gereraciones en el 
fermentador de semilla, esto se lleva a cabo en lapsos de 
10-15 horas, Despuás se hace pasar el contenido del tanque -
de sanilla al fennentador principal, rep:resentanct> el 3-1a,L 
del vol1.111en final, el cultivo se cxmtinúa por 48-96 ';'Sras, -
esta etapa la concentraci6n celular será de 1a9 e 1l 1 cel. / 
ml. 

El rigiml§n de eereaci6n en la me)IDrÍe de les fennenta­
ciones es del orden de un volunen de aini por vol1.111en de ma­
sa por minuto. 

El control del pH no es necesario si se utilizan gran­
des cantidades de materia protéica en el medio, De hecho, 
los coq:,onen tes del medio pueden escogerse de manera que el­
cambio deseado del pH se lleve a cabo por la acción metaból!. 
ca del microorganismo, en sus diferentss etapas de propaga-­
ci6n, una vez que se conozca el curso de cierto valor de pH­
necesario para lograr la máxima producci6n de la enzima. 

Las fermentaciones con hongos filiformes se hacen a tB.!!, 
peraturas de JOaC o menos. El tiempo requerido dependerá de­
la clase de enzima que se desee obtener y en la mayoría de -

los casos es mayor que en los cultivos de bacterias. En lo -
,:iue respecta a la temperatura 6ptima, esta debe estar en fua 
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ción del ma)IDr rendimiento de la enzima y no en el crecimie!l 
t.., del micelio. 

III.2.4 PUR[FICPCIDN (4) 

Los extractos enziméticos de cultivos sólidos contienen 
menos impurezas químicas (Aunstrup, 19?3). Estas soluciones­
pueden llevarse a un alto grado de concent:raci6n y requieren 
de volúmenes pequeños de solventes o sales para efectuar la­
precipitación, facilitando purificaciones subse~entes. 

En las preparaciones de proteasas, el grado de purific!! 
ci6n depende del uso al que astan destinadas. Por ejanplo, -
en la producci6n de ranina microbiana a partir del lilacor pu­
sillus se obtiene tambidn una lipasa junto con la enzima CO!! 
gulante, en los primeros extractos. La eliminaci6n de la li­
pasa es necesaria, para evitar el enranciE111iento del queso y 

puede hacerse mediante calentamiento controlado o ajustand:J­
el pH en la región ácida. 

Las proteasas no específicas en las reninas, pueden ad­
sorberse en aluminosilicatos a un pH de 4.0-6. Algunas bentg 
nitas al igual que la pennutita y atapalgitas sirven a este­
propósito, tambidn se logran efectos semejantes con sílica -
coloidal, carbonita, kaolina y sílica gel. 

La purificaci6n de la enzima coagulante producida por -
el Baillus subtilis el cual prodUce tambi~n en grandes canti 
dades pep~idasa alcalina (Labatt, Co. LTD, 1966) se realizó­
en un interceinbiador cati6nico de carboximetllcelulosa con -
iones de :a y Zn, el filtrado del cultiv.., se ajustó a un pH­
re 4,9 ¡ ::: unu conductivicad de 1800. Al pasar la solución -
o tro~r. ~el intercambiador la peptidasa alcalina, componen­
te!"; neut:ro::. y componentes cargados negativamente quedan en -



ción del ma)'tlr rendimiento de la enzima y no en el crecimie!l 
t,, del micelio, 

III.2,4 PURIFICM::mN (4) 

Los extractos enzimAticos de cultivos sólidos contienen 
menos impurezas químicas (Aunstrup, 19?3), Estas soluciones­
pueden llevarse a un alto grado de concentraci6n y requieren 
de volúnenes pequerc,s de solventes o sales para efectuar la­
precipitación, facilitan'*> purificaciones subsec~entes. 

En las preparaciones de pn:,teasas, el grado de purifico!! 
ci6n depende del uso al que astan destinadas, Por ejemplo, -
en la proclJcci6n de ranina microbiana a partir del lilicor pu­
sillus se obtiene tambidn una lipasa junto con la enzima CO,!! 

gulante, en los primeros extractos. La eliminaci6n de la li­
pasa es necesaria, para evitar el enranciamiento del queso y 

puede hacerse mediante calentamiento controlado o ajustand:>­
el pH en la región ácida, 

Las proteasas no específicas en las reninas, pueden ad­
sorberse en aluminosilicatos a un pH de 4,0-6, Al~nas bentg 
nitas al igual que la permutita y atapalgitas sirven a este­
prnpósito, tambidn se logran efectos semejantes con s!lica -
coloidal, carbonita, kaolina y sílice gel, 

La purificación de la enzima coagulante producida por -
el BailluS subtilis el cual produce tambidn en grandes canti 
dades pep~idasa alcalina (Labatt, Co, LTD, 1966) se realizó­
en un in:ercambiador cati6nico de carboximet:i.lcelulosa con -
iones de :a y Zn, el filtrado del cultiv~ se ajustó a un pH­
de 4,9 ¡ ~ un.:1 conductivicad de 1800. Al pasar la solución -
o trovás ~el intercambiador la peptidasa alcalina, componen­
tcm neut.ros y componentes cargados negativamente quedan en -



la solu:::i6n dejando a la ranina adSorbida, la cual se recup,! 
ra por elu:::i6n con 111a solu:::ión de NaCl al 0,07 M a un pH ele 

5.8 obteniendose una soluci6n enzimática que mostr6 activi­
dad coll!JJlantB sobre la leche, 

El diagrema (fig, 3) mt.estra en forma general los proc!! 
sos qt.e se efectúan en la fabricaci6n ind.lstrial dB las enzi, 
mas. (s) 

MIEN1ATIJRA DEL DIAGFWIA CE FLWO. 

1,- Gl&idulas animales o tejidos vegetales. 

2,- ExudadoS vegetales, 

3.- Cultivo da superficie, 

4,- Cultivo da tambor rotatorio, 

5.- Cultivo SIJll&rgido, 

6.- Mezclador, 

?,- Secador. 

8,- Pn,ductos crudos secos, 

9.- Tanque de agua. 

'll, - Ex tractor, 

11,- Filtro rotatorio al vacio. 

12,- Filtro prensa. 

13.- Concentrador al vacio, 

14, - Pefrigeran te. 

15.- Osmosis inversa, 

1(,. - Produc los Hqui dos diluí ct>s, 



17.- Proa.ictos líquidos corcentredos. 

18. - Tolva de agi taci6r.. 

19.- Secador por aspersidn. 

20.- Centrifuga. 

21.- Secador da charolas. 

22. - llolil'I> da martillos o da bolas. 

23.- P:raductas estandarizados sacos. 

11).- Asµ!. 

b).- Acatana, alcohol, (N-14 )2SD4 . 

e).- Sales astabilizadal'u e ingradiantas inartas. 

d).- Ingradi1r1tas inertes. 
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III. 3 OES::RIPCION DE ME TODOS CE Pfll)I.JCClDN O PURIFICN;ION, 

PREPARACION DE CX PMILASA: III. 3. 1 ( 7) 

Este rnátodo describe la manera de preparar OC-anilasa, -
a partir de una cepa del gmiero bacillus sp. 38-2 o sus mu­
tantes. El microorganismo fu6 seleccionact> eri Japc5n. 

El proceso de la producción presenta las siguientes ca­
racterísticas: 

- Adición de carbonato al medio de cultivo. 

- La fuente de cartiono puede ser almid6n soluble o sanejan-
tes. 

- Extracto de levadura, peptona o licor de cocimiento de - _ 
maiz, coma fuentes de nitn5geno 

- Carbonato de potasio, cart:ionato de sodio o bicarbonato de­
sodio. 

- pH; 10.5. 

El cultivo se mantiene en agitacii5n y a 30-37oC dejando 
la femientaci6n por un per!oct> de 24-64 horas. 

El pH inicial se debe ajustar entra 7.0-11 con las sa­
les de carbonato. 

En caso de que el medio de cultivo contuviera azúcares­
el pH 6pti11D se encontraría entre 8,0-11. 

La separación se lleva a cabo en frie neutralizando la­
soluci6n y precipi tanda con etanol para secarse pcsteriormeu 
te. La arnilasa obtenida mostró actividad Óptima a pH de 4.5, 
7.0 y 9.0. 
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Ejemplo: 

Camposici6n del medio: 

Almid6n soluble --- 20 gr 
K

2
HP04 ____ , ____ 1 gr 

Extracto de levadura --- 5 gr 
Peptona __ ,____ 10 gr 

MgS04 .?H2D ------- 0.2 gr 

La composición se disuelve en 900 ml de agua y se este­
riliza a 115aC durante 15 minutos. 

Una solución de NefD3 en 100 ml de agua esterilizada -
por 15 minutos a 115°C se mezcla con la soluci6n del medio -
de cultivo. Se tare una porci6n de 250 ml clB la mezcla PrBP!, 
rada y se inocula con el Bacillus sp. 38. 2, preincubado en -
el mismo medio durante toda una n::,che. El pH se ajusta alre­
dBdor de 10 y se mantiene la solución en agi taciiSn. La fer­
mentación se conduce durante 48 horas a 37aC. Posteriormente 
se remueven los residuos micelares y se añaden 3 volClnenes -
de acetona precipi tanda a la enzima, el precipitado se lava­
con acetona cuidadosamente y se seca. De esta manera se ob~ 
vieron 11 gr de un pal vo cafi§. 

El prowcto asi obtenido tiene un pH 6pti111J de 9. O y -

una actividad específica de 200,000 u/gr. 

PURtFICACION DE ,B-PMILASA III.3.2 (e) 

La J3-'3milasa se encuentra en la cebada, malta, camote­
/ frijol de soya así como en bacilos y se ottiene por extra~ 
ción con ,,·;v, o soil.uciones amorti!;J,.ladas. La soluci6n de ex­
!:r1Jcc i6n r.:.cr,t.inne imp, . .rezas de materia orgánica disuelta co-
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mo sacérictos y pépticlos de proteínas descompuestas. Los tra­
t1:111ientos de purificación suelen llevarse a cabo entre 20 y-
30oC evitando la inactivación de la enzima y la putrefacción 
del medio, pen:, disminuye la eficiencia en la concentración­
Y en la purificación. Este problema se resolvió, agregando -
al medio acuoso unión metálico divalente o trivalente que -
permite esterilizar la solu:i6n conteniendo a la )-anilasa­
a 40-55oC y la putrefacción se evita ajustando el pH adecua­
damente. 

Para lograr un pn:iliicto de alta pureza, se eliminan los 
materiales de poca solubilidad en condiciones donde la enzi­
ma permanesca estable. Las impurezas más comunes son proteí­
nas con puntos isoeldctricos a un pH de 4. 0-6. O y pueden el!_ 
minarse mediante procedimientos cx,nvencionales cono la pntc!_ 
pitaci6n con ácidos, deionisación a bajos niveles de satura­
ción y agregando tierras alkalinas. Se agrega tambil!n un COI!!. 
puésto metálico que pueda liberar un ion trivalente o diva­
lente en medio acuoso, Algunas de estas sales son hidróxido­
de calcio, magnesio, bario o aluminio. 

Estas sales metálicas se mezclan con ácidos cono el hi­
droclorhidrico, fosfórico, láctico, cítrico y tartárico. El­
canpi.esto metálico debera estar en proporción no menor de 
O.,;, en peso en la solu:ión de ,-«nilasa. 

El ph de la solución resultante se ajusta a un valor de 
5.0-7.0, Dentro de este rango, los valores bajos son más re­
comendables para prevenir la putrefacción. 

La solución final de Ja-amilasa es bastante estable a -
temperaturas de 40-SOoC durante un tiempo relativamente lar­
go sin pérdida de la actividad. 

El tr1Jt11mientn m6s ,J8ntajoso ero 1,1 rurifi.cación es el -

de la separación por membrana, Este ei;, un rrocedi.miento '·º!! 
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vencional ele separación ele partículas de bajo peso m::,lecular 
ele las de al to peso m::,lecular, en medié acuoso, utilizancb -
la permeabilidad selectiva ele una membrana ele manera de au-­
mentar la corcentraci6n ele los compuestos ele alto peso mole­
cular y elevar el nivel de pureza. 

La presencia del ion met4lico trivalente o divalente a~ 
menta la eficiencia en la permeabilidad y favorece la deiont 
zación. 

La temperatura que tolere esta sistema enzimático sume~ 
ta el rigimen ele penneaci6n, logrando concentraci6n y pureza 
en una solución esterilizada de -~lasa. Precipitando una 
fracción da la enzima con la sal apmpiada conD el sulfato -
de Bl!Dnio, clorum da sodio y secando el pracipitado se ob­
tiene un producto de al ta pureza. 

Ejemplo: 

La J-amilasa se extrajo da cE1110tes, exprimiendoles el­
jugo, al cual se le separe del almict:in, obteniendose una so­
lución impura, d:Jnde se encuentre la enzima. 

Se pn,cede a ajustar el pH a 5.2 con ácid:J clorhídrico, 
removiendo las pmteínas coa1J.,1ladas y las impurezas, de esta 
manera se obtuvien,n 100 lts. de una solución de J-amilasa­
con 300 unidades/ml, a la que se le ajustó el pH a 5.5 y se­
le agregó una mezcla de 200 gr de cloruro de aluninio disue! 
to en 200 gr de agua. 

La mezcla resultante con un pH de 6.8 fue concentrada a 
50oC mediante ultrafiltración hasta redJcir el volunen a 10-
lt'.>. 

LFJ riel i vidod de la enzima en la :,olución concentrada -
fue de 2í0ü u/mi. 
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Ejemplo: 

FrJol de soya maceract,, es tratact, con acetato en solu­
ci6n buffer a un pH de 5.4. El filtrado, consistente de 80 -
l ts de una soluci6n de p-amilisa con una actividad de 160 -
u/ml. Se le agregaron 200 gr de hidr6xido de calcio y la me!, 
cla se ajusto a un pH de 6.6. La mezcla final se concentr6 -
a 5QoC por ósmosis inversa utilizando una membrana AS-19? -

hasta reducir el volumen a e lts. El tiempo requerido para -
la concentraci6n fue de 5 horas y la actividad de la Ja-am!, 
lasa fue de 1, 4a::I u/ml. 

PFEPARACION DE GLLDJMIILASA III.3.3 (e) 

lb:ms microorganismos procllcen glucoamilasa, como al9:!. 
nas capas furgales del grupo Aspergillus. Por ejanplo: el A§. 
pergillus ni ger, Aspergi llus swsnori, tambiéi cepas de la e~ 
pecie Ftlizopus y Endcmices. 

La concentraci6n de transglucosidasas y de GC-amilasas­
en las preparaciones de glucosnilasa es importante porque 
las transgluc:osidasas catalizan la fo:nnación de pol!meros de 
dextrosa ne fe:nnentables a partir de la mal tosa, provocando­
una disminuci6n en el rendimiento de la glucosa. La OC-amil~ 
sa en pequeñas cantidades produce sacáridos de bajo peso mo­
lecular como la mal tosa que es fácilmente transfo:nnada a gly_ 
cosa por la enzima. 

En las prácticas comerciales, se recomienda producir -
a la glucoamilasa en etapas y existen bastantes razones pera 
desarrollar a los microorganismos productores de glucoamila­
se de esta manera. Los pasos a seguir dependen de las cond:­
ciones necesarias para el desarrollo del microorganismo, los 
,-.;trientes apropiados, pH, :relacioner. osm6ticas, régimen de­
aereaci6n, temperatura y la manutenci6n de la pureza del cul 
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tív1J a lo largo de la fennentación. Para obtener rendimien­
tx,s máximos de la encima, las condiciones de la fermentación 
en el estado final deberan cambiarse de cierta manera, que -
no necesariamente seran las condiciones donde se obtengan el 
desarrollo óptimo del microorganismo en las etapas de su C?!t 
cimiento. 

La pureza del medio de cultivo es una condición impor­
tante, especialmente si la fermentación se realiza en condi­
ciones aen5bicas. 

Una vez concluída la fennentación, se ranuevB'l las par­
tículas celulares por filtraci6n o centrifugación, La prepa­
ración de glucoamilasa puede usarse directamente en la saca­
rificación del almidón, o bien, concentrarse. 

Este proceso se basa en el descubrimien1rl de que el anq 
niaco {gas) o el hidróxido de amonio puada proveerse al me,__ 
dio de fennentaci6n durante la producción de la enzima. El -
descubrimiento mostro las siguientes ventajas importantes: -
eliminó del medio de cultivo la utilización de los siguien­
tes compuestos: NaOH, las sales de B1110nio y parte del licor­
de cocimiento de maíz. Dando cano resultado una solución de­

glucoemilasa a:,n menos sólidos solubles y consecuentanente -
al emplear esta preparación enzimática en la conversión del­
almidón a dextrosa, la contribución al contenido de ceniza -
del hidrolizado disminuye considerablemente, por lo qi.e el -
tianpo de vida de los dispositivos de resina de intercambio­
iónico para eliminar estas impurezas se prolonga. 

Este procedimiento presenta algunas ventajas més; como­
la recuperación sencilla de la enzima del nutriente y con 
rendimiertos del 7r:f/o arriba de los prnceos convencionales, -
t1:111bi.én 19 ac t.i vi dad C:e la transglucosi dasa disminuye consi­
derable,.,er +;e, 
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rendimíertos del ?rf/o arriba de los proceos convencionales, -
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Ejemplo: 

En este ejemple se ilustra la uti.lizaci6n del amcniacc­
(gas) en la prnducci6n de gluccamilasa y se canparan les 11:1-
sul tadcs ccn los obtenidos por les m6tcdos utilizados común­
mente dende se emplea Nao-t c01110 agente neutralizante. 

Un fennentador agitado ccn bafles de 2000 galones, con­
fuente de ai11:1 esterilizado se ca:rg6 ccn 111 medio preesteri­
lizact, conteniendo les siguientes ing11:1dientes: 

----- 800 1b Almid6n ele maíz 

(N-14)2t-fl04 --- 15 1b 

Licor de cocimiento ele maíz - 25 galones 

y agua suficiente hasta lograr un VDll.fflBn de 1cm galones. 

Un in6culo de Aspergillus aw11nori 11111... 3112 se agrega -
al medio de cultivo en el fennentador. La tanperatura se mB!! 
tuvn a 100oF y el rdgimen de aereaci6n a O. 5 vol. de aire -
pcr vcl. del medio por minute, dejando transcurrir un lapso­
de 24 horas. 

De la solcui6n fe!'IIIBntaclB se tomo una pcrción para ino­
cular un medio de cultive en un fennentador de 6000 galones­
con dispesitivcs ele agitación y aereación esterilizada. 

La carga preesterilizada depositada en el fennentador -
consistio de: CJ') 

Almicl6n de ma!z -------- 15 

Licor de cocimiento de ma!z --- 2 

u ... 4 ) lpº 4 --------------- 1 

D~rante lo fermentación la temperatura se mantuvo a - -
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950F y el rdgimen de aereaci6n se mantuvo a 0.8 vol. de aire 
por volumen del medio por minuto. 

El tiempc de fezmentaci6n fuA de 63 horas y el pH se -
mantuvo dent:n:, del rango 3,8-4.2 agregando una solución de -
NaOh al JCJJ', De esta manera se llevan,n a cabo cuat:n:, fermEl!J. 
taciones y los resultados obtenidos se mi.estran en la tabla-
3.2. 

Otra serie da fermentaciones fue:n:,n llevadas a cabo - _ 
exactanente de la misma manera qua las anteriores eliminando 
el (Ni4 )2'*'04 y al pH del medio fue mantenido dantn, del rB!!, 
go de 5.510.2, mediante el suplananto de N-13 (gas). 

Da esta manara sa llevl!ll'Dn a cabo 3 fania,taciones, y -
los :rasultecbs se muestran en la tabla 3.2. 
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FESU. TAOOS DE FERMENTACIO~S 
TABLA 3.2 

Constituyentes del medio pH Agente actividad 
neut~ de la en-
lizante zima 

Almidón de maíz 1SJ' 
Licor de a,cimiento de maíz ~ 3.B-4.2. NaOh 162 

(N-t4)21-f1D4 "" 

Almidón da maiz 1SJ' 
Licor da cocimiento da maiz ~ 3.B-4.2 NaD-1 152 

(N-14 >2""º4 '"' 

Almidón de maiz ~ 

Licor da a,cilld.anta da maíz '3 3.B-4.2 NaOH 148 

(N-14 >2""º4 $ 

Almidón da maiz 1~ 

Licor de cocimiento de maíz ~ 3.B-4.2 NaOi 163 

(N-t4)21-f1D4 ~ 

Almid6n de maiz 1~ 

Licor de cocimiento de maiz ~ 5,5;!:D,2 N-i3 (gas) 270 

Almid6n de maíz 1S,Í, 

Licor de cocimiento de maiz 'l'/o 5,5;!:D,2 NH3 (gas) 232 

Almi dén de maíz 1S,Í, 

Licor de cocimiento de maíz 'l'/o 5,5;!:U.2 NH3 (gas) 278 



56 

PflDUCCION DE LACTABA FUI\GPL TEFl.tCFILICA III.3.4 (9) 

Le lactasa extraída de fuentes naturales pueden utili­
zarse en la hidr6lisis de la lactosa a glucosa y galactosa, -
que son fdcilmente asimilables por el organismo hLM11ano. Una­
de les fuentes m4s conocidas de lactasa es la levadura Klu­
yveranices fragilis, otras fuentes pueden ser diferentes le­
vaduras, bacterias y hongos. Aunque la enzima preparada a -
partir de estos microorganismos exhibe poca actividad o la -
pie:rtfe f6cilmente a temperaturas de 50-6CloC. 

Otn:, problema cernan, es ~e el organismo fuente no se­
desarmlla con la rapideZ necesaria, ciando COllkl resultado -
rendimientos pobres de la enzima. 

A continuaci6n se describe un mdtodo de pn:,ducci6n de -
lactosa a partir de hongos tennof!licos, a un ri tJno comer- _ 
cial aceptable y con propiedades de estabilidad tánnica. Es­
ta enzima puede atilizarse en pn:,ductcs lácteos con pH bajo­
como en el suero de mantequilla, )109urt y la cnima agria do!l 
de la lactase se convierte a glucosa y galactosa derivando -
un producto m4s dulce sin aurrentar el contenido de caleñas. 

!lb todas las especies, ni todos los gAnen:,s de hongos -
tennofilicos son capaces de producir lactase de alta activi­
dad tennoestable. Dentro de las especies dadas, puede haber­
variaciones de una cepa a otra, en lo que respecta al rendi­
miento, desarrollo del microorganismo o la estabilidad t€!rm:!_ 
ca. Pero es posible modificar las variedades que no llenen -
los requisitos de productividad o termoestebilided, inducie~ 
do el microorganismo con una apropiada selecci6n o menipula­
ci6n del medio de cultivo. 

Los organismos con características termofílices que no­
prosperen en medios donde le lactosa es le única fuente de -
carbono, se pueden inducir a desarrollar la habilidad de co~ 
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sumir solo lactosa, desarrollandolos en un medio que conten­
ga lactosa y cualquier otra fi.ente de carbón asimilable cano 
la glucosa. Transfiriendo al microorgani!!fflo de un medio a -
otro, disminuyendo grad.lalrnente la proporción de glucosa y -

aumentan:lo la cantidad de lactosa hasta que el organismo pu!! 
da desarrollarse en medios donde la lactosa sea la única · -
fi.ente de carbono. 

Una vez que se ha completado el desarrollo del micelio·; 
este es cosechado. No es necesario utilizar medios dristicos 
de separación, pi.eden usarse técnicas convencionales como: -
filtraci6n, cantrifugaci6n, precipitaci6n con &:ido poliacrf 
lico, cmmatografía de colunna utilizando carboximetilceluli¡ 
sa, cromatografía con gel utilizando pn,d.lctos Sephadex corq 
cides, al separar y purificar la fracci6n de lactosa o coq 
nantes del micelio, no es necesario obtener un producto puro. 

La lactase pmd.lcida tiene un alto grado de actividad y 
le 19tiene a tanperaturas de EIJaC o mi§s. Estas propiedades -
la habilitan para utilizarse en procesos industriales efi- _ 
cientes. Las ventajas obtenidas son las siguientes: 

a).- A elevadas temperaturas, la hidr6lisis procede a mayor­
velocidad. 

b). - Se inhibe el desarrollo de las bacterias que descompo­
nen al producto. 

c).- El pH dJnde manifiesta máxima actividad la enzima se ea 
cuentra en el rango de 4.0-5.0, que en la producción -
del suero de mantequilla, yogurt y crena agria resulte­
el más adecuado. 
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PflX>LCCION DE ca.u.ASA III.3.5 (e) 

El principal· componente de toco el reino vegetal es la­
celulosa, es el polímero más abundante del planeta. Tambi~n­
es el material más abundante en los desperdicios. Por ejem­
plo: en la agricultura se tiene paja, hojas, cañas, vainas,­
cáscaras, bayas, etc.; desperdicios de madera en la forma de 
aserrín, pedacer!a, corteza, etc. en los desechos urbaros ca 
mo papel. 

La j-glucosa es el constituyente unitario de la celule, 
sa, fo:nnando un pol!tnero no soluble, pueden asimilarlo una -
gran cantidad de organismos y es la fuente principal de ene.3: 
gia en plantas y animales. 

La utilizaci6n de la celulosa como ft.ente de glucosa o­
en otros pn,ductos utilizables, resulta incosteable pues el­
pol!men, es extranadmente resistente a la degradación. Alg!! 
ros micn:,organismos tienen la habilidad de hidrolizar enzim! 
ticamente a la celulosa, los rumiantes la convierten en pro­
teínas. 

La enzima obtenide en este proceso amvirti6 celulosa -
hidratada en glucosa. El organismo utilizado como fuente, 
fue una variedad mutante de Trichoderma viride GM 9123. Esta 
cepa mutante dobla la actividad de la enzima en la primera -
descendencia. El organismo se cultiva en un medio mineral 
conteniendo el 1" de celulosa cristalina o en cultivo sumer­
gido. Le fennenteci6n se desarrolle durante 10 6 14 dies e -
28-29°C. Le solucion del cultivo se filtre, removiendo los -
sólidos residuales. El filtrado contiene de 0.5-0.? miligra­
mos de proteína/ml. El pH del filtrado se ajusta a 4.8-5.0 -
con una soluci6n amortiguada de citrato, y merthiolato al 
0.005')Í, para impedir el desarrollo de génnenes. El filtrado -
del cultivo puede usarse directamente como preparaci6n cru-­
da. 
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La actividad de la celulasa en solución puede expre~er­
se o medirse por el método de la hidrólisis de carboximetil­
celulosa (unidades Cx/ml.) o por el procedimiento de ensayos 
con Papel Filtro (actividad PF). La actividad de los filtra­
dos frescos se encuentra dentro del rango de 2.0-4.0 en acti 
vi dad PF, considerando que los primeros descendientes del or, 
ganusmo mutante doblan la actividad. 

Si es necesaria una solución de al te actividad para 
efectuar hidrólisis mds !'!pidas, se concentra la solución 
par medio de las dcnicas convencionales de ultrefiltración­
o membranas que puedan retener mol6culas del orden de 20,000 
a 30, OOOL Una reducción del ea,{. del volunen incrementa de 
tres a cuatro veces la actividad de la enzima. 

OBTEN;ION [E PECilN TAANSELIMINASA (PTE) III.3.6 (e) 

Es bien conocida la acción de las substancies pkticas­
en la estabilidad de los sistemas coloidales en los jugos de 
frute. 

Comúnmente son necesarias dos clases de enzimas con ac­
tividades completamente difere'ltes, las esterases y las gli­
cosidasas, para degradar complet1:111ente a la pectina preserte 
en el jugo de la fruta 

El primer tratamiento con pectin esterase (PE) despre~­
de al ester metilo en la molécula de.pectina produciendo 1~i 
do p~ctico. Subsecuenternente el tratamiento ca~ poligalactu­
ronasa (PG) rompe los enlaces 0(-1,4-galacturanicos del éci­
á:J p~ctico. 

La pectinosa utilizada en le clarificación del jugo o -



en la proporción correcta. Por ejemplo, la esteri ficación de 

la pectina, varía en función de las especies frutales o en -
el método de la conservación de la fruta. 

Por lo tanto es necesario incrementar la actividad de -
la (PE) cuando se aplica a una fruta con alto gracb de este­
ri ficación En el caso de exceder la actividad de la (PE) 
más de lo necesario, resultaré que 111a gran cantidad de áci­
do péctico queda sin reaccionar y tiende a coagular fácilmea 
te en la presencia de un ácicb a un ion metálico como el Ca­
o Mg. Por esta razón cuando la (PE) y la (PG) se 911Jlean en­
un tratamiento de jugos, la determinación de la proporción -
de (PE) y (PG) de acuerdo a las condiciones de la f:n.,ta es -
de importante consideración. 

La Pectín Transeliminasa (PlE) es completamente difere!!, 
te en su acción y función de las enzimas anteriores (FE Y 

FG). Actúa sobre la pectina en forma independiente y satis­
factoria facili tanda el tratamiento al jugc, logranctJ un - _ 
buen rendimiento y la clarificación del producto. Esto se d~ 
be a que la (PlE) reacciona con los enil.aces QG-1,4-galacturón.!, 
ces degradando eficientemente a la pectina. l\brmalmente la -
(PlE) muestra actividad catalítica en un rango de pH de 3.0-
e:o y la ma)'Oría de las veces el pH óptimo oscila de 3.5-6.0. 
La temperatura de,actividad es de 30-?0°C y el rango óptimo -
ce 45-ffioC. 

El tratamiento al jugo de fruta con es~a enzima consis­
te en agregar {PTE) al méterial que va a tratarse; ya se~ un 
producto macerado o el jugo de la fruta preseda Sj es nece­
sario, puede cgregarse una preparación cruda de la enzime en 
los diferentes pasos del proceso; macerado, prensado y fi~­
trado, manteniendo en pH de 3.0-6. O y la temperatura de ¿;-:¡ __ 
,_ooc, 
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go se filtra o centrifuga removientb los materiales sólidos, 
hasta lograr un pmduc to clam. 

Algunos microorganismos empleados en la producción in­
dustrial de (PTE) pertenecen al grupo Aspergillus como; As­
pergillus orizae 1773, Aspergillus sojas 48-AlCCC202325, As­
pergillus sojae 22, Aspergillus sai toi 1540 y Aspergillus -
inui. 

Eje""lo: 

Un producto (Koji) obtenido dal cultivo s6litb de Aspar, 
gillus sojaa 48 ATCC 20235 desarrollac:t, en sal.vado por dos o 
tres d!as fue extraído con un volunen de agua cinca veces m!, 
yor que al del cultivo, el extracto fue centrifugado danc:t, -
una suspensión transparenta da la enzima. El precipitado que 
se fonno al agregar sulfato de amonio a la suspensión enzim_4 
tica, en la cantidad necesaria hasta obtener un 4a,í, de satu­
ración, se colecta y se proceda a fonnar otro precipitado -
agregando sulfato da snonio hasta un ?f!/o de saturación, sep!. 
rendo la enzima por centri fugacitSn. 

El pracipi tado a,""leto se disuelve en pequeñas porcio­
nes de agua destilada y la soluci6ñ obtenida se hace pasar -
por una columna (2 x 140 cm) de Sephadex G-25 para remover -
el sulfato de amonio, la enzima se recupero por elución y -
fue liofilizada hasta lograr un polvo en~imático. 

Se continuó la purificación disolviendo el polvo liofi­
lizatt:J de la enzima, en una solución buffer de acetato 0.1 M 
ajustada a un pH 5.0. 

Desp~s de repetidas operaciones, se colectan las frac­
ciones de la enzima y se concentran obteniendose un gel que­
se filtra en una columna empacada de Sephadex G-100. De esta 
manera, ultracentrifugamante y electroforéticamente, se ob-
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tuvo uns preparación de pactín transeliminasa purificada y -

homogenea absolutsnente libre de cualq.Jier otra enzima. 

Un 11 tro de jugo de manzana (variedad: Jonathan) fLB 
tratado con (PTE) obtenida de la forma antes mencionada, el­
jugo se tratn durante 60 minutos y a una temperatura de 40aC, 
La acción de la enzima fue detenida por calentaniento. 

El productc se enfrio y centrifu!JJ a 3000 r,:,rn durante 5 
minutos el jugo resultante, axtranad!lmente claro, poseía una 
transmisión a la luz de 97.00 a 660 mp, 

P~PARACION DE PPl'AINA CRISTPLINA III.3.7. (9) 

Smith y coasociacbs dasarrolla:n:,n un ml!tocb de cristal!, 
zacion de papaína a partir del al tex de papaya comen:ial y -
tambifn obtuvie:n:,n un derivado da mercurio cristalino. 

Estos investigacbres utlizaron 0(-benzil~-arginin-ani­
da para estudiar la cin6tica da la enzima. 

El latax debe pulverizarse hasta obtener un polvo· fino, 
logrando de asta manera una extracción satisfactoria. 

Las etapas del proceso son las siguiente: 

I.- Se agrega 1 lt de NaCH 0.04 M y 100 gr, de tierras diete, 
maceas a 1~g. de latax húmedo (180 gr. base seca) y se -
mezcla durante 1 hora; el pH se ajusta a 6.5-7.0 (utili­
zando bromotimol como indicador, virando del verde al 
azul). Oespu~s de filtrar, el líquido residual se expri~ 
me, comtinando las fracciones del líquido. 

II,- La sollLi6n filtrada se, ajusta a un pH de 9 con NaCN 2 
M (25 ~:.) y se centrifuga, Al liquido resultante se le 
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agrega sulfato de amonio s6lic:ti hasta una saturación de 
0.4 (250 gr./lt.), se enfria y se filtra el precipitad:> 
obtenic:ti ( 73 gr, ) . 

III.- El precipitado se disuelve en 600 ml. de NaCl 0.02 M -
(resultando un pH de 8.0-8.5), se filtra para ranover­
impurezas que hallan quedado de la etapa anterior, y -
se le agregan 60 gr. ele NaCl. La suspensión se enfría­
Y centrifuga, enseguida se agrega una solución de NaCN 
0.02 M. hasta lograr 400 ml. (ajustando el pH a 6.5 -
con HCl O. 1 M. ) . 

IV.- La suspensión se deja reposar durante 30 minutos a tan­
peratura ambiente y se enfria a 5aC durante 18 horas. -
El precipitado fonnado se separa por centri fugaci6n. ... 
Los cristales obtenidos se disuelven en 300 ml. ele NaCN 
0.02 m. neutralizac:ti a temperatura embiente; despu6s se 
agregan poco a poco 10 ml. ele una solución saturada de­
NaCl, Pueden hacerse racristalizaciones repitiendo el -
trat:amiento a la supensión. 

Pueden efectuarse al¡Jmas modificaciones: 

La ex tracción de la enzima es llevada a cabo de mejor -
manera a un pH de 5. 5, en vez de 6. 7 en el latex fresco. El­
NaCN se reemplaza por ciste!na para activar a la enzima. En­
la etapa III los 600 ml. de cistéina 0.02 M. que reanplazan­
la solución de NaCN, se mantiene a un pH ele 7. 0-7. 5. 

Los resultados en las diferentes etapas se muestran en­
la tabla 3.3. 

PIEPAAACION DE FICINA III,3.8 (9) 

Con latex del árbol de la higuera, fue cristalizada fi­
cina, clarificandJlo y ajustando el pH a un valor de 5,0, 
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manteniend:J la soluc16n por varias semanas a 5°C. Fonnandose 
cristales hexagonales. La recristalización se logra radisol­
viendo a la enzima en 1-Cl O .02 M; filtrando y reajustando al 
pH a 5.0. La enzima recristalizada fue incolora y libre de -
cenizas. 

PIE'ARACION DE BFDEUNA III. 3. 9 [9) 

Esta anzd.ma, presenta en las hojas y tallos, as! como -
en la fruta da la planta de piña. La brcmelina puede precipi 
terse del jugo fntsa, dB la fruta con; (NH4 )2S04 a una saturi 
ci6n de O. 6; ccin acet:Dna o alcohol. 

El rendimient:D es de 2 a 3 gr.lt/. de enzima impura, 
con el 25 al 1~ de la actividad del polvo comercial eta la­
papaína. 

TAEI.A 3.3 

CANTIDAD DE PAPAINA EXTRAIDA EN LAS ETAPAS 0B. PFU:ESJ 

Unidades de actividad 

Etapa 

I 

II 

III 

Volumen 
ml. 

420 

310 

mg. de prnteina 
por ml. 

17 

15. 5 

16.5 

22.5 

Total3 
X 10 

200 

39 

9.7 

4.5 

Las unidades de actividad estan dadas en unidades coag~ 
lentes de la leche y una unidad coagulante es, le cantidad -
de papaína que coagula 5 ml. de leche en 1 minuto a J0°C. 



PREPARACION OE OC..QUIMOTRIPSIMJ3El'(J III.3. 10 (9) 

Se trataron 10 a 15 pancreas de bovino, removict,s irme­
diatamente después de sacrificadas las nises, y sumergidos -
en seguida en H 504 0.25 N a OoC. Una vez que se nitira la -
grasa y el tejia, conectivo, las glmídulas se desmenuzan. -
Tres litros de pancreas desmenuzact,s se suspenden en 6 lts. -
de H2SJ4 0.25 Na 50C y se mantiene el sistema a esta tempe­
ratura por 18 ó 24 horas. 

La suspensión se cola en capas de mallas; el tejict, se­
suspende nuevamente en 3 lts. de H2S04 0.25 N frie e innedi~ 
tamente se cola de nuevo. Los extractos se combinan y el re­
siduo celular se desecha. 

Por cada 11 tro de ax tracto se agregan 242 gr. de sulfa­
to de amonio sólictJ hasta obtener una saturaciál de 0.4. La­
mezcla se filtra en frie, se desecha el precipitad:> y el lí­
qui.d:J se satura con sulfate de amónio a un valor de 0.6 - _ 
(205 gr.lt. ). 

El precipitado formad:> se deja n1posar a 5oC y se fil._ 
tra a la mi.sma tmperatura en papel filtro suave. Obteniend:J 
un producto húmedo dR aproximadamente 100 gr; el filtrado se 
conserva para preparar posteriormente ribonucleasa. 

Cada 100 gr. de precipitado se disuelven en 300 ml. de­
agua y 200 ml. de solución saturada de sulfat,,, de anonio (20 
a 25oC). El precipitado se fonna al agregar 5 gr. de celi ta­
Y se desecha. Por cada litro de filtrado, se agregan lenta­
mente 205 gr. de sulfato de amonio sólido; el precipitado 
formado es de aproximadamente 90 gr. el filtrado se desecha 

Cristaliz:;:ci6n de OC q.Jimotripsinógeno: 

Cada 100 gr. de producto obtenido de la última precipi-
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PFEPAAACION DE oc..QUIMOTAIPSINDEMJ III.3. 10 (9) 

Se trataron 10 a 15 pancreas de bovino, removidos irrne­
diatamente desp~s de sacrificadas las n,ses, y surrergidos -
en seguida en H 504 0.25 N a 0°C. Una ·vez que se retira la -
grasa y el tejit conectivo, las glmídulas se desmenuzan. -
Tres litros de pancreas desmenuzados se suspenden en 6 lts.­
de H2m4 0.25 Na 5oC y se mantiene el sistema a esta tempe­
ratura por 18 ó 24 horas. 

La suspensidn se cola en capas da mallas; el tejido se­
suspende nuevamente en 3 lts. de H2So4 0.25 N frio e innedi!_ 
tamente se cola de nuevo. Los extractos se combinan y el re­
siduo celular se desecha. 

Por cada l1 tn, de extracto se agregan 242 gr. da sulfa­
to de amonio sólido hasta obtener una saturación de 0.4. La­
mezcla se filtra en frie, se desecha el precipitad:> y el U.­
qui do se sa'b.lra con sulfato da amónio a un valor de 0,6 - _ 
(205 gr.lt. ). 

El precipitado formad:> se deja J'9posar a 5oC y se fil­
tra a la misma tarparatura en papel filtro suave. Obteniendo 
un producto húmedo dR aproximadElnente 100 gr¡ al filtrado se 
conserva para preparar posteriormente ribonuclaasa. 

Cada 100 gr. de precipitado se disuelven en 300 ml. de­
agua y 200 ml. de solución saturada de sulfat,, de anonio (20 
a 25°C). El precipitado se fonna al agregar 5 gr. de celita­
Y se desecha. Por cada litro de filtrado, se agregan lenta-­
mente 205 gr. de sulfato de amonio sólido; el precipitado 
formado es de aproximadamente 90 gr. el filtrado se desecha 

Cristalización de OC q.1imotripsin6geno: 

Cada 100 gr. de producto obtenido de la última precipi-
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tación se disuelven en 150 ml. de agua tratada con 50 ml. de 

solución saturada de sulfatn de amonio y el pH se ajusta a -
5. O goteando NaCJ-1 5 N. (cerca de 2 ml. por 100 gr. de precipi 
tach). La solución se deja reposar dos dfas a 20-25oC. -

De esta manera se fo:rma gradualmente una gran cantidad­
de cristales de quimotripsinógeno, que se filtran, obtenien­
dose 25 gr. de producto. 

CRISTALIZACION OE TRIPSIMEEM> III. 3. 11 ( 9) 

Pancreas de bobinas son tratact,s exactamente de la mis­
ma fonna cleScrita anteriormente en la cristalización del qu!_ 
motripsin6geno. El licor madre y los lavados obtenidos en la 
cristalización del quimotripsin6geno, se ajustan a un pH de-
3.D (color rosa, con naranjado de metilo o.o,;,) con 1 ml. 
(aproximadamente) de H2SJ4 5 N por cada 100 ml. de filtrado. 

En seguida se agrega sulfato de amonio (30.4 gr./100 -
ml.), el precipitado formado se colecta en papel filtro duro, 
y el filtrado se desecha. Cada 10 gr. del precipitado se di­
suelven en 30 ml. de agua y se trata con 20 ml. de solución­
de sulfato de amonio saturado y 2 gr. de Filtro..Cel. La mez­
cla se filtra utilizando al vacío, en papel filtro suave y -
el precipitado se lava con sulfato de amonio a 0.4 de satur~ 
ción y se desecha. Se mide el volumen del filtrado, y se - -
agrega un volumen igual de una solución de sulfato de anonio 
saturada. La mezcla se filtra utilizando el vacío. Después -
se vierte una solución de sulfato de magnesio en H2l:D4 0.2 N 
sobre el precipitado formando una capa de 5 rrm. y se deje -
que permanezca en el filtro por uro o dos minutos. Se conti­
núa la filtración hasta que la solución de levado es removi­
da. 

A este precipitad~ se le conoce como triosin6geno crudo, 



y puede purificarse o activarse a tripsina. 

FENINA BPCTERIANA III.3.12 (a) 

En la pn:,ducci6n del queso es necesario coagular la le­
che para separar la caseína del suero. Usualmente se utiliza 
una enzima que se obtiene del estómago del becerm. Pera po­
der obtener un buen nindimiento de queso y un proceso adecu! 
et, de maduración, es de gran importancia qLS la actividad 
proteoHtica de la ninina sea baja, de manera que la menor -
cantidad de caseína se disuelva durante la pn:,ducci6n y el -
añejamiento del queso. 

La renina del estánego del becerro satisface estos re­
querimientos. Sin anbargo esta visto, que en un futuro pr6x!, 
me el abasto de cuajo de becerro será practicamente imposi­
ble. Por lo que se han efectuado varios intentos de ena:m- _ 
trar enzimas coa1J.,1lantes de la leche que posean las caracte­
rísticas de baja actividad proteolítice. 

Una larga seria de micn:,organis11Ds producen pn:,teeses -
que tienen efectos coagulantes sobni le leche, pero le mayo­
ria de estos tembián poseen un efecto proteolítico considel'! 
ble, de tal manera que la preparación del queso se vuelve d§. 
masiect:J lenta, forménct:Jse otros péptidos, producto de le d~ 
canposición de la caseína durante el añejerniento del queso.­
Esto sucede con enzimas obtenidas del Bacillus subtilis y~ 

pergillus suitoi. 

Para este fin se descubrio una nueva enzima que se ob­
tiene del Mucor miehei Cooney y Emerson CBS 370.65 producida 
en cultivo sumergict:J. 

A continuaci6n se describe el proceso llevado a cabo en 
una planta piloto : 
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En un t.anque de inoculaci6n se preparo el siguiente me­
dio de cultivo: 

AlmidÓn de pape 

Harina de so ye 

Harina de cebade 

Pmilese bacteriana fG/0 5000 S<.8 

CaC03 

H20 

2.0 Kg. 

1 5 Kg. 

5.0 Kg. 

5.0 gr. 

500 gr. 

40 lts. 

La mezcla se cal.,to wranta 30 minutos a ?OoC, después, 
se hirvio a 120oC d.lrante 90 mi!'lAtos, in)'9ctand:J directamen­
te vapor, al enfriarse la soluci6n el volumen fue de 50 lts. 
aproximadamente. 

Se prosigui6 a enfriar al medio da cultivo hast.a 34oC,­
quedando listo para inocularse. 

El in6culo se prepan, en un matr&z Farhbach conteniendo 
espc,ras en agar con la siguiente compc,sición: 

Extracto de lavadura 

K2t,fl()4 

MgS>4.?H20 

Almid6n soluble 

Agar 

Agua 

4.0 gr. 

1.0 gr. 

0.5 gr. 

15 gr. 

20 gr. 

1 lt. 

Este madi:: fue inoculado con la variedad del Mucor mie­
hi Cooney y Emerson CBS 370.65 incubado a 40°C para la espo~ 
rulací6n. 



Una vez inoculacb el medie de cultive en el tanque de -
sanilla se fijaron las ccndicicnes de agitación a 240 rpn y­
el rigimen de aeraaci6n a 60 lts. por minuto. La fennenta- -
ci6n se continuo por 48 l"cras hasta obtener un buen creci- _ 
miento de la población celular. 

El ccntenicb del tanque de sanilla se transfirió al fer 
mentador principal ccn un medie de cultiv~ consistente de: 

Almid6n de papa 

Harina de soya 

Cebada molida 

Pcnilasa bacteriana ND/0 5000 9<8 

CaC:03 

B.O Kg. 

6.0 Kg. 

20.0 Kg. 

25.0 gr. 

2.0 Kg. 

Estos co~orantes se hirvieron y asterilizamrí .de la -
misma manera qua la mezcla antaricr, obtenienc:b un vcl...,.,, -
da 200 lts. 

Una vez incculac:b al ~ic se fijo la agitaci6n a 400 -
rpm y la aaraaci6n a O. 2 mt /min. , se agregó acai te de soya­
Y un agente antiaspumanta, al pH se mantuvo constante duran­
te la fa1111entaci6n a 6.5. 

DespU45s de 129 horas el contenido de la enzima coagulaa, 
te en el cult'' ·Jr, líquido fue de 2,500 unidades Kunitz de Ae­
nina por li tn,. 

LIPOLISlS CONTFIJLADA III.3. 13 (9) 

La lipólisis espontánea o no controlada ha plagado a la 
industria alimentaria por muchos años, produciendo sabores -
i~deseables o fuerte rencidés en los productos. Aecientemen-
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te se ha logract> efectuar este tipo de racción en fonna co!l 
tn:,lada, proporcionando productos alimentcios de buena cali­
dad. 

Por lo tanto, es una práctica común en la industria de­
lacteos, el tratar las grasas de la leche con enzimas lipol! 
tices para producir ciertos sabores deseados. 

La enzima lipolitica actúa sobre los triglicéridos p:n:,­
duciendo ácict>s grasos libres, los cuales pueden convertirse 
en otros compuestos. La cantidad y el tipo de ácict> graso 
pn:,ducict> depende de la clase y cantidad de grasa en el pro­
ducto alimenticio, así cono del tipo de enzima que se use y­
el tiempo que se lleve el tratamiento enzimático. 

En virtud de esto se derivo un sistana enzimático sabo­
rizante, definido en tdnninos de la actividad de la esterase 
(AE) en razón a la actividad lipolitica (AL) o sea (AE)/(AL), 
La actividad de la esterase es aquella que ejerce la enzima­
sobre las grasas solubles en agua, propimnente las grasas 
con cadenas de cuatro a diez carbones y la actividad de la -
lipasa, es la acci6n de la enzima sobre las grasas no solu­
bles, o sea aquellas con cadenas de 12 carbones en adelante, 
particulannente de 12 a 22, 

Se ha encontrado que al sistema lipolitico producido 
1X1r ciertas especies del gánero Mucor y particularmente dal­
Mucor miehei que tiene la propiedad de expresar más activi -
dad de esterase que actividad lipolitica mostrando relacio­
nes (AE)/(AL) ma~res de uro. 

La actividad de le esterase se prueba con tributirina y 

la de la lipesa se mide con aceite de oliva. 

El sistema enzimático se recupera separándolo del medio 
de fennentaci6n de la siguiente manera, El material micelar-
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se filtre a un pH ácido (4.0-5.0) y la torta filtrada se so­
mete a extracción cambia(ldo el pH a la región alcalina de 
10-12. El ex tracto se acidula has ta L•n valer de pH de 7. O 
procediendo a concentrarlo por ultrafiltración o evaporación, 
y puede secarse por aspersión. La preparación del sistana su 
zimático de esta manera impide que enzimas coagulantes que-­
den en dicho sistema. 

La enzima lipolitica recuperada puede utilizarse como -
saborizante agregandose a la leche, aceite de manteeJ,1illa, -
grasa de la leche, chocolate con leche, aceite de margarina­
º cualquier triglicérido que se encuentre en los alimentos,­
produciendo sabores de leche o de mantequilla. Pueden tem- _ 
bién acelerarse o intensificarse los sabo19s naturales de 8§. 

tos productos. En triglicéridos vegetales como; aceite de aj_ 
god6n, SO)l8, maíz, cacahuate, girasol, palma, coco. En los -
quesos imparte sabores de; queso pcmano, pizza, mozzarella, -
cheddllr, suizo, blue cheese, pamiesano, etc. 

Ejanplo: 

Se transfirio una variedad de Mucor michel NFIL 13042 -
cultivado en agar inclinad:,, en condiciones asépticas, a un­
matriz. Erlenmeyer de un litro conteniendo 200 ml. de los si 
guientes compcnentes: .JL -

Harina de soya (esterilizada) 1.5 

Suero seco 3. O 

Almidón de maíz degradado enziméticamente 12. O 

Agua 83.5 

El matráz inoculado se incuba en agitación a 3?oC dura!!, 
te 114 horas con un pH inicial de 6,0. El sistema enzimático 
se rec1.4>era de la siguiente menera. El caldo de fermentación 
se ajusta a un pH de 5.0 y se filtra. Enseguida se efectúa -
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una extracción al filtrado con una solución diluida de NaOH­
a un pH de 10-11, el extract,-, se acidula hasta un pH de 7.0. 
La solución extraída se filtra y evapora hasta obtener una -
actividad de esterase (AE) de 25.8 y una relación de (AE)/­
(AL) de 2.6. La solución puede concentrarse aun más, evapo­
rando y secando, hasta obtener un sólido seco con une rela­
ción de (AE)J(AL) de 3.5. 

La primera preparación (AE/AL = 2. 6) se utilizó para eta 
sar:r-,llar un sabor en el queso de la siguiente manera: 

Muestres de une libra de queso cheddar de 2 a 4 S81111!nas, 
con un sabor suave, el queso fue molido en un aparato d:Jmis­
tico y se le adicione, la enzima hasta obtener une mezcla ho­
mogenea, con un contenido de 440 mg. de enzima/ 1b. de queso. 
Se tomaron varias porciones de la mezcla y se colocaron en -
recipientes esterilizados del tipo petri, los cueles se man­
tuvieron en condiciones anaeróbicas para ev:L ter el desarro­
llo de mohos durantes 4 dias a 20oC. Otras muestras se incu­
baron por 11 dias a 2QoC. 

Despu6s del tratsniento se compraba que el queso poseía 
un perfil de sabor similar al producido comercialmente. 

PIIJDl.CCIOIII OE GL.LCOSA OXIDAS.l' III. 3 ( 14) 

La glucosa oxidase es una enzima altamente específica y 
pl.A:!de pensarse que sus aplicaciones son bastante estrechas.­
Sin embargo, son de hecho n1AT1erosas, variadas y en al guros -
casos increíbles. 

Esta enzima puede obtenerse de los siguientes microorg~ 
nismos: Aspergillus niger, PenicillilATI amagaskinense y Peni­
cillium vitale. 
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La enzima del Aspergillus niger se considera del tipo -
intracelular como corresponde a una oxidorreductusa involu­
crada en el mecanismo productor de er,ergia en dicho organis­
mo. 

La producción de la glucosa oxidase a partir del Asper­
gillus niger se lleva a cabn en cultivo sumergido. 

Una vez concluida la fermentación el micelio se mnpe y­
la enzima se disuelve separendola de las paradas celulares, -
los resiciJos e impurezas sen removidos por· filtración o cen­
trifugación. 

Concluidas las primeras etapas de purificación, la enzi, 
me se p:racipi ta de la solución agregando solventes miscibles 
en el agua como la acetona o el etanol. El precipitado se S,! 

para por filtración o centri fugaci6n y se preceda a sacar el 
pn::,ductc, del cual puede efectuarse 111a extracción con solu­
ciones 1111ortiguades para obtener preparaciones liquidas o 
bien expender al pn::,ducto en fonna sólida. Ambas preparacio­
nes se tratan con estabilizadoras y conservadores, aunque la 
preparación en solución as mucho m~ estable. 

EjBlll)lo: 

Se prepara un inóculc er, el laboratorio con un minero -
aproximad:, de 4 x 108 esperes de Aspergillus ni.ger por cada-
100 ml. de medio de cultivo y se mantiene en ircubación du­
rante 24 horas a 28oC, Antes de llevar a cabo la fermenta-_ 
ción principal se hacen dos ampliaciones del cul ti v- mante­
niendo la relación de 10 ml. de inóculo por cada 100 ml. del 
medio a donde se transfiere. 

El medio de cultivo esta constituido por los siguientes 
cc:mponentes: 
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La enzima del Aspergillus niger se considera del tipo -
intracelular como corresponde a una oxidorreductusa involu­
crada en el mecanismo prncluctor de er,erg!a en dicho organis­
mo. 

La proc:t.,ccidn de la glucosa oxidase a partir del Asper­
gillus niger se llave a cabn en cultivo sumergido. 

Una vez conclu!da la fermentación el micelio se n:,npe y­

la enzima se disuelva separandola de las paradas celulares, -
los resie11os e impurezas son removidos por·filtración o cen­
trifugación. 

Conclu!das las primeras etapas de purificación, la enzi_ 
mase precipita de la solución agregando solventes miscibles 
en el agua como la acetona o el etanol. El precipitado se SJ! 
para por filtración o centrifugación y se procede a secar el 
pn,ducta, del cual puede efa:tuarse 1.11a extracci6n con solu­
ciones e111ortiguadaS para obtener preparaciones liquidas o 
bien expender al pn,ducto en forma sólida. Ambas preparacio­
nes se tratan con astabilizact,res y conservadores, aunque la 
p:niparación en solución as mucho m'5 estable. 

Ejanplo: 

Se prepara un inóculo eri el laboratorio con un núnen, -
aproximado de 4 x 108 esporas de Aspergillus ni.ger por cada-
100 ml. de medio de cultivo y se mantiene en incubación du­
rante 24 horas a 2BaC, Antes de llevar a cabo la fermenta-_ 
ción principal se hacen dos ampliaciones del cul ti v~ mante­
niendo la relación de 10 ml. de inóculo por cada 100 ml. del 
medio a donde se transfien1. 

El medio de cultivo esta constituido por los siguientes 
canponentes: 



Sacarosa 

Nitrato de calcio 

Acido cítrico 

Fosfato na,nopotásico 

Cloruro da potasio 

Sulfato da magnesio 

Clon,ro f6rrico 

Licor da cocimiento da ma:!z 

Agua 
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5.0 

0.2 

0.75 

0.025 

0.025 

0.025 

0.001 

2.0 

91.0 

El tanque y al medio da cultivo se esterilizan con va­
por a 15 psig. 11.irenta 30 minutos y se proceda a efectuar la 
primera sianbra del organisna,, la agi taci6n se mantiene al r,1 
dador da 300 1p11 y al r6gimen da aereación es de un vol1.111Sn­
da aire par minuto, la temperatura se mantiene a 2BoC dejan­
do transcurrir la fennantaci6n durante 16 horas. 

Conclu:!da esta etapa, el caldo de fannentaci6n se pasa­
a un segundo tan!Jle con un medio de cultivo igual al ante- -
rior y esterilizact,s en la misma fonna, dejando deSar:n::illar­
al micelio durante 16 t-oras. 

La tercera etapa se realiza de la misma manera, y se -
concluye la fermentación en las siguientes 16 horas. 

Finalmente, se ajusta el pH a 5.6 con sosa caústica y -

se agregan CaC12 y tierras diatomaceas como agentes autolitl 
ces aumentando la temperatura para acelerar el proceso. El -
ornducto se lava y se filtra separando los residuos micele­
res, la solución extraiga se precipita con (f\H4 )2S04 . El pre_ 
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dueto se centrifuga y se seca. 

PFIJOLCCION DE XILOSA ISO.tERASA (GLt.mSA ISOMERASA) III.3, 15 
(a) 

En este proceso se utiliza un organismo mutante, el - _ 
cual no requiera de xilosa para inducir la pn:iducción de la­
enzima. 

Elalxlración de la cepa mutante: 

Una selección de St:reptomices olivachromogenes AlCC 
21114 se tanó como cultivo llll!ldre para generar la cepa mutan­
te, este microorganismo es una buena fuente de xilosa isome­
rasa. 

El microorganismo fue expuesto, en estacb de aspara, a­
una d:Ssis de luz ultravioleta, suficiente para matar al 9~ 
de los organismos expuestos. Las esporas sobrevivientes fue­
ron trasladados a platos, y en cada colonia se compraba la -
actividad enzimAtica. 

Ya que el medio ct:Jnde se desarrollan:in las colonias mi­
celares carecía de xilosa para inlilcir la fonnación de isomf! 
rasa, solo se escogieron aquellas que mostraron pn:ililcir a -
la enzima. Estas colonias fueron aisladas y probadas exaust~ 
vamente, compn::,bancb que la cepa mutante seleccionada de he­
cho pn:iduce cantidades aceptables de xilosa isomerasa sin la 
necesidad de usar xilosa en el medio de cultivo como inlilc­
tor. 

Los pasos involucrados en este procedimientn fueron los 
siguientes: 

I.- Se desarrollo el microorganismo Streptomices olivochromg 
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genes en almid6n "Difco" y agar, agregando el agar, 
hasta un 2.~ esperando la esporulación del cultivo. -

II,. Las esporas fueron cosechadas y suspendidas en 20 ml.­
dB una solución al O,~ de surfactante "Tween 80" agJ!. 
gando un agente dispersante "Marasperse C" al O. 1". 

III. - La suspensi6n fue soni ficada por dos descargas de 15 -
segundos cada una pa1111 1t1mper las cadslas y terrones -
de esporas. 

IV, - La suspensi6n da esporas se expuso, en un plato poco -
profundo, a 1111diaciones de luz ultravioleta, matando -
en la exposición al 97/o de las espo1111s. 

V,- La suspensi6n resultente se dili.t)'O (procurando obtener 
100 colonias por cada plato) y se traslado a J"BCipien­
tes del tipo Patri, conteniendo el siguiente madi.o: 

i. 
S6lidos da melaza da maíz 15 (ED) 1.0 

Extrect,, de levadura "Difco" o.os 
Bactn peptona "Difcxi" o.os 
Saeto triptona "Di fa," o.os 
Agar 1.5 

El pH se ajusta con NaOH a 7.5. 

VI,- Se desarrollatt1n de 40 a 80 colonias por plato y fue­
ron aisladas subsecuentemente pare comprobar su abili­
ded en producir a la enzima en un medio ausente de xi­
losa o cualquier material que la supla. 
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Caracterización de la enzima: 

Se detennino la constante de Michaelis (Km) de la reac­
ción enzim6tica sobnt dextrosa y xilosa. Estr> fue hecho oon­
el propósi tD de conocer la afinidad de la enzima por estos -
substratos. 

TadaS las isanarasas exerninadl!s que convierten directa­
mente a la dextrosa an lavulasa son xilasas isanerasas. La -
detenninaci6n fue hecha utilizando un extracto s6nica del 
cultiva y se encontro que al actuar sabre la xilasa la cons­
tante (Km) fue menor que a:m la dextrosa. Este establece que 
la xilasa es el substrato natural de la isanarasa, y que la­
enzima era una verdadera xilosa isanarasa. 

La capacidad de las xilasas isamerasas (las mutantes) -
de aceptar a la dut:rasa cano substrato se debe a las simili, 
tudas estructurales en la xilasa y la dextrosa. Ya qua los -
mutantes pn,ct,can lavisD111Brasa en la presencia de xilasa o -
en su ausencia, la enzima as constitutiva y no necesariamen­
te inll.lcida salo por la presencia de la xilosa en el medio -
da cultiva. 

Ej~lo de isanarizaci6n anzim6tica: 

Para d8nostrar la efectividad de la isomerasa p:n:,ducida 
por las cepas mutantes en convertir la dextrosa a levulosa, -
se hicie:n:,n varias conversiones. La preparación enzimática -
utilizada, consistía de células enteras congeladas de la ce­
pa mutante del S. alivochromagenes CPC 3 o CPC 4. Las conver 
si~nes fueron realizadas sobre un hidrolizado del almidón 
del maíz 95 (ED) utilizando varias concentraciones de la en­
zima, la t911peratura de la reacción se fijo a ?OoC y el pH a 
6. 25. Se agregó al hid:n:,lizado, sales de sulfato de amonio y 

substrato seco a un nivel de 0.01 M. y 600 mg./ml. respecti­
vamente. 
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Durante la isomerización, el hidmlizacb se mantuvo ba­
jo una atm6sfera de nitrógeno y en agitaci~n, el pH se con­
troló por ti ti.Ilación. 

Los rasul tactos fueran : 

Tiempo de conversión en horas 

16-18 40-44 6'L66 88-90 

Dosi ficaci6n Conversi6n del hidmlizaoo 95 (ED) 
u/gr. a ketosa. (,r.) 

o.e 17.7 30.2 35.2 3e, 1 

1.0 21.9 35.6 40.4 43.0 

1.2 24.7 37.5 41.3 42.0 

1.4 26.0 40.1 43.4 

1.6 28. 1 41.0 43.2 

2.0 33.4 43.2 45.2 

En la tabla 3.4 se muestran los :resultacms del mismo pn:,ceso 
conducic*> a 650C y a III pH liger81118nte nés alto. 
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TAS.A 3.4 

FESIL TACOS ca. MISIi> PRCl:ESJ COIIDLCICXJ A ESoC 

Tiempo de conversión en toras 

22 43 EB 88 

pH t\:,sificaci6n Conversión di hidmlizado a ketosa 
(u./gr.) '") 

6.25 0.7 16.5 24.1 30.0 36.9 

6.25 1,0 20.3 30.0 36.6 42.1 

6.50 0.7 16,9 25,9 31.9 36.3 

6.50 1.0 Z3.4 33.3 38.8 42.6 

6.75 0,7 18.9 28.2 33.6 37,2 

6.75 ,.o 22. 1 30. 1 36.0 39.5 



IV 

VARl:AB.ES EN LA P~ON DE ENZIIIA6 IIICFIJBIAIWi, 
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IV 

VARlAELES EN LA PflXU:CIDN DE ENZIIIAS IIICRJB[AM\S, 
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IV, 1 

En la proct.,cci6n de enzimas pue~en considerarse las si­
guientes variables: 

I. - Selacci6n del microorganismo. 

II.- Desarrolle del micro0rganiS1110, 

III. - Induc tcn,s. 

IV. - Pureza y rendimiento de la enzima. 

V. - Actividad, 

VI,- Control de la actividad. 

VII,- Estabilidad, 

I,- Sal.ecci6n dal micmp¡ppnismc. (IV. 1.1) ( 11) 

La selección del microorganismo es al primer pase impcJ: 
tanta an el desaJ'l"Dllc da un pmductc y para hacerle se de­
ben considerar les factores da seguridad y lccal.izaci6n de -
la enzima. 

Hasta ahora solo 3 organismos se consideran ccmplatamea 
te inofansi1AJS 00nb fuentes de enzimas para usarse en alimea 
tos, Estos organismos sen: Aspargillus niger, Aspergillus 
cryzae y Bacillus subtilis (reglamento sanitario de E.u.), -
Las enzimas de otros organismos deben satisfacer los requis!., 
tes impuestos por las autoridades sanitarias. Por ejemplo, -
les carbohidresas produidas por el Ahizopus oryza-e o las en­
zimas coagulantes del Mucor miehi, mucor pusillus, 8acillus­
cereus y Endothia parasítica. 

Nonnalments, establecer la seguridad de un organisro y­
legrar le eprnbaci6n de les autoridades saniteriee significa 
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un considerable desanbolso económico en investigación. El 
costo depende del organismo de donde se derive la enzima y -

le forma en que se vaya a utilizar. Los organismos nuevos 
presentan mayores problemas en este aspect-,. Son preferibles 
aquellos que se manejan fácilmente; muestran estabilidad en­
sus características de rendimiento de la enzima, esporula- -
ción y en los requerimentos pera. su cultivo. 

Los organismos nuevos, deben seleccionarse no solo evi­
tando los riesgos de patogenicidad, sin:, también la variabi­
lidad de la cepa. Siend:I un organismo vive, el cultivo puede 
cambiar con el tiempo. Se debe estar segun, que el organismo 
que va a usarse años despuás no sera diferente del organismo 
(básicanente) que fue estudiado y aprobad:,, 

Las enzimas se producen bajo condiciones estrictanente­
controladas y generalmente los productos finales deben estar 
libres del organismo que los proclljeron. Esto no es .el caso­
cuando el cultivo entero se usa directamente como la prepar!! 
ción enzimática, o cuando la c6lula intacta conteniendo a la 
enzima se utiliza como sistana innobilizact,, 

Tanbidn se consideran los materiales emplear:t:,s en la 
concentración y purificación, de manera que los resict.,os que 
se encuentren en el producto final no afecten al alimento, _ 
En al!J.Jnos casos el activador puede ser un factor a conside­
rar. Por ejemplo, le glucosa isomeresa requiere de metales -
pesados para activarse, y estos son utilizad:ls solo en un P!! 
so intermedio del p:n:,ceso para removerse completamente antes 
de que la enzima reaccione con un p:n:,ducto que sera artículo 
de consumo. 

La localización de la enzima es tambidn un factor des~ 
lección a considerar. Las enzimas intracelulares tienen la -
ventaja que se concentran en el tejido celular y pueden sep~ 
rarse fácilmente del caldo de fermentación, Pero estando en-



las paredes celulares, algunas veces la ruptura de las célu­
las libera otras substancias que es dificil separar. Aunque­
muchas enzimas jamás son excretadas por las células vivas, -
relativanente muy pocas enzimas comerciales son producidas -
de esta manera (por ejemplo, la invertasa de la levadura). 

Las enzimas secretadas, por otro lado, deben concentre,t 
se de soluciones muy diluidas del filtrado del cul tiw, pro­
ceso que puede ser costoso. En general, su pureza es apreci~ 
blementa mejor que la de las enzimas presentes en extractos­
celulares, la mayor!a de los productos comerciales son de ~ 
te tipr:,. 

II. - Desarrollo del micrporganismo. (IV. 1. 2) ( 4, 
Industrialmente puede decirse que las enzimas se produ­

cen de dos maneras: 

a).- Cultivo de superficie. 

b). - Cultivo sumergido. 

a). - Los métodos de superficie consisten en el desarrnllo 
del micrnozvanismo en salvado húmedo acidulado (ya sea trigo 
o arroz). El salvado es en si, un buen nutriente en la pro­
ducción de 1111ilasas, pero puede abonarse con otros nutrien­
tes y sales para mejorar el rendimiento. Puede también hace,t 
se pasar aire sobre la superficie del cultivo. 

Este proceso se conoce también como el método koji cuan 
do se utiliza arroz como substrato, son empleados los térmi­
nos de: cultivo senisólido o de platos. flbrmalmente los le­
eros del cultivo son de una a dos pulgadas de espesor para -
facilitar el intercambio de calor. Los japoneses han realiz~ 
do investigaciones sobre lechos de volumen considerable (Te-
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rui y T akano , 1960) . 

Otra modificaci6n al proceso de salvado húmedo, es man­
tener al sistema en movimiento mediante tambores rotatorios­
facilitando la aereación, hormgeneización y control del pro­
ceso. Este m6todo fue probado extensivE111ente en el laborato­
rio en el períoct, de 1930-1940 (Underkofler y asee. 1939), y 

aún se utiliza en la actualidad. 

b).- En el cultivo sumergido se desarrolla el microorganismo 
en medio li'.quido dentro ele recipientes profundos, equipados­
con medios de aereación y agi taci6n. En la actualidad es el­
m6todo más empleact, en la producción de enzimas, porque es -
más fácil de controlar que los métodos del salvado húmedo, -
adanás el medio de cultivo puede variarse fácilmente. Gene­
ralmente el proceso se lleva a cabo en fonna "batch", pero -
puede rmdificarse a un p:n::iceso contini.o. 

III.- Inductores. (IV. 1.3) (4) 

Muchos organis11DS son estimulados de manera de aumentar 
la síntesis ele detenninada enzima, agregando un inductor al­
medio ele cultivo. Originalmente se conside:n::i que el mejor iJl 
duct,:,r era el substrato ele la enzima o una modificación de -

este. 

Recientemente se ha dB11Dstrado que p:n::iductos (o produc­
tos modificados) de la conversión enzimática también pueden­
inducir la formación de la enzima. En algunos casos los ést~ 
res de estos productos producen nejores resultados, por eje!!!. 
plo, los ésteres de disacáridos inductores, son más potentes 
~ue los disac4ridos mismos. Posiblemente porque los ésteres­
no afectan el catabolismo del organismo. 



85 

IV,- Pureza y nmdimiento ele la enzima. (IV. 1,4) (4) 

La enzima debe estar libre de otras enzimas que mani- _ 
fiesten actividad objetable, y en el caso dack:I los contami­
nan~s deberán cooperar en la reacción o reacciones a las 
que se destine el pn>ducto. Por ejemplo, las preparaciones -
de glucoamilasa contienen CIC y j -amilasa que en los procesos 
de sacarificación de almict6n favorecen la conversi6n del - _ 
substrato a glucosa. 

En lo que respecta al rendimiento, se considera como 
bueno si un 1CJJ' de la proteína total, del fil trad:l del cul ~ 
vo o da el extracto celular, corresponde a la enzima buscada. 

V,- Actividad, (IV. 1.5) (4) 

La actividad de la enzima se determina tomand:l en cuen­
ta los cambios que se efectúan cuando actúa sobre alg{rl p:n:,­
li.lcto. 

Por ejanplo, las proteasas frecuentanente basan su ex._ 
presión de actividad en t:6nninos de unidades coagulantes de­
la leche, pare uso en la prevención del enturbamiento de la­
cerveza (chillproofing) o en unidades de digestión de la he­
moglobina cuando se utilizan como aditivos digestivos. 

Frecuentemente, enzimas que estan considerados cano una 
sola entidad, contienen varias isoenzimas que de alguna man2, 
ra tienen pn>piedadas diferentes. 

La pn>porción en que se encuentren estas isoenzimas 
afectan en fonna distinta cada sistema ctJnde actúan. Por 
ejemplo, la papaína que se aplica en el ablandamiento de la­
carne, la prueba de la turbidez a la cerveza y como aditivo­
digestivo. 
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IV,- Pureza y rendimiento ele la enzima. (IV. 1,4) (4) 

La enzima debe estar libre de otras enzimas que mani- _ 
fiesten actividad objetable, y en el caso dado los contarni­
nan~s deberán cooperar en la reacción o reacciones a las -
que se destine el pn,ducto. Por ejemplo, las preparaciones -
de glucoamilasa contienen oc y j -amilasa qua en los procesos 
da sacarificación de almid6n favorecen la a:>nvarsi6n del - _ 
substrato a glucosa. 

En lo que respecta al rendimiento, se considara COIII) 

bueno si un 1a,(i da la proteína total, del fil tracb del cul t!. 
vo o da el extracto celular, a:>rresponde a la enzima buscada. 

V,- Actividad. (IV. 1.5) (4) 

La actividad de la enzima se datennina tomancb en cuen­
ta los cambios que se efectúan cuando actúa sobra alg{rl pn:,­
clictc. 

Por ajanplo, las proteasas fracuantanante basan su ex._ 
presi6n da actividad en tál'fflinos da unidades coagulantes de­
la lecha, para uso en la prevención del enturbamiento de la­
cerveza (chillproofing) o en unidades de digestión da le he­
moglobina cuando se utilizan como aditivos digestivos. 

Frecuentemente, enzimas que astan considerados cano una 
sola entidad, contienen varias isoenzimas que de alguna man~ 
ra tienen prnp iedadas di fer entes. 

La prnporción en que se encuentren estas isoenzimas 
afectan en forma distinta cada sistema donde actúan. Por 
ejemplo, la papaína que se aplica en el ablandamiento de la­
carne, la prueba de la turbidez a la cerveza y como aditivo­
digestivo. 
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r.omúnnente las enzimas canerciales, son mezclas en las­
cuales solo la actividad de la enzima principal se ha carac­
terizact, y estandarizact,. 

VI.- Control de la actividad. (IV. 1.6) (3) 

El control da la actividad en algunas ff!ecciones es de­
importancia (como en le coeguleci6n de la leche) y necesario 
detener el efecto de la enzima una vez que he cumplido con -
el efecto deseado. Una enzima comercial debe ser controlable 
desde el inicio de su acción como hasta el final. En algunos 
casos el substrato realiza este mecanismo, pues una vez ago­
tado la reacción s·e detiene. 

VII, - Estabilidad. (IV. 1. 7) ( 11) 

Le prepanici6n de la enzima comercial debe hacerse en -
un solo lugar, y anpecarse de manera que pueda enviarse al -
usuario, adamAs de poder almacenarse por 111 período nizona­
ble de tianpo sin un cambio significativo de la actividad, 

Con este propósito se agrega a la prepareci6n comercial 
estabilizadores y conservadores, que en el ceso de utilizar­
se en la industria alimentaria deberán ser inofensivos. 

Les enzimas derivadas de animales y plantes han sict, S!!!, 

pleedes en cantidades relativamente grandes por varias déca­
das. Muchas de estas fuentes probablemente continúen emplea!l 
dese por mueres años, porque algunas de estas enzimas tieren 
cualidades específicas para cierto propósito, o son un sub­
proclJc to barato de otro proceso. 

En la medida en que el costo de las fuentes animales o­
vegetales aumente, la búsqueda de un reenplazo microbiano se 
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acelerara. 

Algunas aplicaciones C0111erciales, especialmente las que 
utilizan prcli.lctos de origen mic:n:,biano representan p:n:,cesos 
nuevos, r4pict,s y cont:n:,lact,s reelizanct, conversiones que -
originalmente eran llevadaS a cal7! lenta o eJT6ticsnenta por 
micn:,organismos contaninando un p:n:,li.lcto nab..lral. 

Exista un buen núnero de aplicaciones industriales en -
que la célula viva continOa sienct, la fuente da la enzima m! 
crobiana; la m'5 conocida da astas es la proclAcción de alco­
hol por medio de levadura. 

Los pnni.1ctos micn,bianos no son la contraparte exacta­
da las enzimas de otras fuentes y es usualmente posible; se­
la:cionanm al organism y el proceso de dasarmllo, obtener 
una o varias enzimas que reemplacen a otra dentrc de ciertas 
condiciones. 
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V .1 AFUr.ACIOl'ES DE PMILASAS. (5) 

las emilasas tienen una gran variedad de aplicaciones -
en la industria alimentaria: 

Manufactura clB jarabes. 

Manufactura clB dextrosa. 

Pani ficeici6n. 

Pn:iución de alcohol. 

Inct.,stria cervecera. 

Modi ficeción de almi ct,nes. 

Confitaría. 

IN>USTRIA OE JARABES. V, 1, ~ (5) (4) 

La hidr6lisis del al.mid6n pa:re obtener azCcaras se ha -
practicado clBSda principios clel siglo, asto se lleva a cabo­
utilizando kid:> clorhídrico. Esta proceso presenta proble­
mas si la reaccic5n se lleva m4s alld da ciertos límites de~ 
rioranct,se al sabor y el color del jarabe. 

Debido a la especificidad de la catálisis enzimdtica y­
las bajas tanparaturas da operaci6n, se avi tan las reaccio­
nes no deseadas. Adan4s de anplear una baja concentración de 
la enzima (o enzimas) evi tanct, (o facilitando) le elimina- -
ci6n de esta (o astes) del sistema reaccionente. Ventajas -
que no presenta otro tipo de proceso. 

El desarrollo reciente de sistemas inrnobilizedos de en­
zimas donde estas se encuentran adsorbidas o químicamente -
unidas e substancias insolubles en el medio de n1acción, in-
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cranenten las ventajas de su utilización. 

Estos sistemas de irmobilizad:Js logran efectos bastante 
eficientes y hacen pasible el volver a utilizarlos. En algu­
nos casos los procesos con sistemas irmobilizad:Js pi..eden 112, 
verse a cabo en forma continua. 

El grado de hidr6lisis del almid6n se expresa conúrmen­
te en Hnninos del equivalente de dextrosa (ED'), qi.e se defl 
ne como las unidades de masa de glucosa pura requeridos pare 
rewcir una cantidad estandarizada de soluci6n del reactivo­
de Fheling en el mismo grad:J que es afectada por una substaa, 
cia seca de 100 unidades de masa de la substancia hidroliza­
da. 

En la figura 4 se muestra el comportamiento de e111ilasas 
fungales sobre hidrolizad:Js del almici5n de maíz p:reparad:Js -
mediante cat6lisis ácida. 

El aspe to más importante de los jarabes producidos en­
zim6ticamente con alto contenid:J en glucosa..fflaltosa es que -
prácticamente solo manifiestan los sabores de los azúcares. -
En cambio los jarabes hechos mediante la catálisis ácide no­
pueden excederse en un~ de dBxtrosa..fflaltosa sin desarro-­
llar un deterioro en el sabor. De tal manera que a través 
del proceso enzimático, los jarabes obtenidos de hidroliza-­
d:Js del almiaSn se utilizan en la p:mducción de frutas enva­
sadas, bebidas, condimentos y pastelería. 

Las curvas representadas en la figura 4 describen las -
siguientes reacciones: (4) 

-Peacci6n llev~da a cabo por catálisis ácida (curva a-b) . 

...Cc,nposiciones obtenidas por la acción de amilasa fungal so-
bre hidrolizactis catalizados con ácido hasta 50 D,E. (curva 
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c-d). 

-Acci6n de la ,$-amilasa sobra hidrolizados con ácido hasta-
20 O.E, (curva e.f). 

-la curva g-h muestra la acci6n de la O(-at1ilasa sobre el -
substrato licuam y la curva h-i la acci6n adicional debida 
a anilasa fungal o mezclas de jamilasa y glucoamilasa. 

En el pa!s se encuentran las siguientes industrias pro-
ductoras da jarabes: (12) 

Ind.lstria Alimentaria del Sun,este, S,A, 

Pájaro F\:,jo, S,A, 

Anbesco de IM>d.co, S~A~ 

Carba Jet Mex, S,A, 

Complementos Alimenticios, S.A. 

Jarabe Perla 

Cancentrams Peninsulares, S.A. 

Laboratorios Krauss, S.A. 

Laboratorios Mixim, S.A. 

HD.ISTRIA DE LA PANIFICACmN. V. 1.2 (4) 

En la elaboración del pan se utilizan ,c-amilasas y 

'.anilasas. La harina obtenida del trigo contiene cantidades 
altas de j-amilasa pero muy poca •-amilasa. 

Durante la molienda del trign una pon:ión de los gránu­
los del almidón se dañan (aproximadamente del 6.7-10.9)(, del­
almidón total) afectando la fermentaci6n de la masa al elabg 
rar el pan. 
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c-d). 

-Acción de la ~ilesa sobre hidrnlizaclos con ácido hasta-
20 O.E. (curva e.f). 

-La curva g-h muestra la acción de la oc-anilasa sobre el -
substrato licuam y la curva h-i la scci6n adicional debida 
a emilasa fungal o mezclas de jamilasa y glucoamilasa. 

En al país se encuentran las siguientes industrias pro-
ductoras de jarabes: ( 12) 

Incl.lstria Alimentaria del Suroeste, S.A. 

P6jaro 'bjo, S.A. 

Anbesco da llhico, S~A~ 

Carba Jet llax, S.A. 

Complementos Alimenticios, S.A. 

Jarabe Perla 

Ca,centrams Peninsulares, S.A. 

Laboratorios Krauss, S.A. 

Laboratorios Mixim, S.A. 

Il'-0.ISTRIA DE LA PANIFICACmN. V. 1.2 (4) 

En la elaboración del pan se utilizan ,C-amilasas y 

,.anilasas. La harina obtenida del trigo contiene cantidades 
altas de j-emilasa pero muy poca •-amilasa, 

Durante la molienda del trign una pon:ión de los gránu­
los del almidón se dañan (aproximadamente del 6,7-10.9)(. del­
almidón total) afectando la fennentaci6n de la masa al elabg 
rar el pan, 
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La ,8-flllilasa natural en la harina no afecta al almict6n 
dañacb ni tanpoco al almidón normal, pero la •-ami lasa s!, -
produciendo dextrinas que posteriormente hidroliza la >-em!. 
lasa para derivar maltosa la cual sirve de substrato a la l!! 
vadura. 

Los mátodos modernos de elaboración del pan requienin -
de una fermentación rápida y uniforme. La levadura necesita­
de azúcanis fermentables para establecer su metabolismo, el­
cual produce; co2 , alcohol y otros pn,ductos. Usualmente se­
agrega sacarosa o dextrosa, pero esto no significa que se lg, 
gre una fermentación adecuada para obtener un producto de C! 
lidad. 

El adicionar oc-emilasas a la harina no solo favorece:­
una fermentación uniforme y continua si no que adan6s, prodJ! 
ce azúcares adicionales al pan ya elaboracb. Estos azúcares­
mejoran el sabor, color y las cualidades del tostado del pan 

Las posibilidades de pn,ducir, enzimáticsnente, niveles 
de azúcares más alla de los n1queridos para la fennentación­
de la masa debe someterse a consideración. En los caso de -
que no se agreguen azúcares, los nisultados del suplemento -
enzimático son satisfactorios. Se han hecho procesos cbnda -
se aplican conjuntamente Q(-amilasa y glucoamilasa obtenien­
dose un incranento en el volumen de la hogaza del pan, agre­
gando poca o ninguna azúcar a la masa. 

Es 1mportante mencionar que las fuentes de las amilasas 
influyen en el proceso, ya que estas difieren en su comport! 
miento en función de la temperatura. 

La figura 5 muestra la manera en que tnis amilasas da -

diferentes fuentes se ven afectadas por la temperatura. (5) 

La preferencia por cualquier amílasa (fungal, de ce- _ 
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real, o bacteriana) depende de las condiciones en que se de­
see llevar a cabo el pn,ceso, o bien en las caracter!sticas­
que se le quiera dar al pn,ducto. 

El suplemento enzimático en la harina se practica tante­
en el molino harinero COIID en el 11Dmento de elaborar el pan. 

En los 11Dlinos se agregan apn,ximadarnBnte de 10 a 15 -
unidadeS de •-amilasa por cada 100 gr. de harina, en la pa­
nificadona se agrega otro tanto dependiendo de la fónnula -
que el panadaro esta aplicando. 

A continuaci6n se mencionarán algunas empresas que pn,-
ducen harina de trigo: ( 12) 

Cia. Harinaroa de la LBf#Jna, S.A. 

Cia. Harinen,a Ria Florid:>, S.A. 

El Duero, S.A. 

El Ebro, S.A. 

El Nervi6n, S,A, 

Eq,resas Longoria, S.A. 

Harinera de Texcoco , S.A. 

Harinera de Veracn.,z, S.A. 

Harinera Euskaro, S ,A, 

Harinera Michoacana, S,A, 

Ind.lstrial Harinera San Bart~lo, S.A. 

Negociación Harinera de Saltillo, S.A. 

Productos de Harina de Monterrey, S.A. 

Molino de Tri!J) de Guadalajara, S.A. 
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Industrial Harinera la As1.11ci6n, S.A. 

V. 1.3 
SICARIFICPCION DE MACEAADOS EN LA IMlUSTRIA CERIECERA Y DE -
OESTILACmN. 

La utilización de la malta para la fermentación alcohó­
lica de granos es antiquísima. La mal ta se produce mediante­
la germinación controlada da gramineas n:,nnalmente de cebada. 
Q.iranta el proceso se fonna OC~ilasa y se inc:r9menta el 
contenido de ,-emilasa. (5) 

La mal ta contiene adan6s carbohidratos, pro tainas y sa­
borizantes (J,IB sirven de nutrientes a la levadura, o bien cg, 
mo co~orentas del producto, como en el caso de la cerveza. 

Las Elllilasas p:r9sentas en la mal ta son solubles en agua 
y puedan extraerse para obtener productos concentrados. 

En la producción de la cerveza se anplea la mal ta junto 
con alguna mezcla de almidones derivados del arn::,z o maíz, -
esta mezcla se dilu)l8 en agua y se lleva a ebullición hasta­
lograr la gelatinizaci6n y licuefacción del almidén, después 
se enfría y se le agrega otra porción de malta. Se deja repg 
sar y se hierve para inactivar a las enzimas y esterilizar -
la mezcla, se filtran los sólidos, se agrega la levadura y -

se deja fermentar Las operaciones finales incluyen filtra-­
ci6n y la adición de proteasas pare después envasarse. 

En la destilación pueden usarse patatas, maíz, centeno­
o trigo como fuentes de almid6n. El material se ~uele y se -
mezcla con aguo, se calienta bajo presión gelatinizando al -
almidón y est.eri lizandolo. Al enfriarse se agreg9 la mal ta -
o las enzimus encargadas de llevar a cabn la sacrificación -
que al CO"l)letarse se procede a fermentar la mezcla inocula~ 
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et, levaci.lra de un cultivo puro. Una vez completada la fenneQ. 
taci6n se procede a destilar el alcohol para uso industrial­
º como bebida, de esta manera se obtiene whisky, vodl<a y gi­
nebra. 

Debido a su alta estabilidad t,nnica, las amilasas bac­
terianas, han encontrado aceptación en este tipo de procesos 
y se anplean ampliamente; preparaciones de 811ilasas fungales 
y glucomilasa. 

Se han efectuado investigaciones sobre la posibilidad -
de sustl. tuir microbianamente a la malta en sus funciones de­
sacari ficacit5n tanto en la fabricación ca cerveza c01110 en la 
destilaci6n de alcohol. 

El uso de las enzimas fungales ha contribuicl:> a reducir 
los costos netos del alcohol proci.lcicl:>, en parte por reci.lcir 
los requerimientos da la mal ta. 

Estableciencl:> una ~araé:ión cal pn:,caso realizado con 
malta y el llevado a cabo con enzimas bacterianas y se ha en 
contract, que al utilizar pn:,ci.lctos mic:n:,bianos se obtl.ene un 
rendimiento ma)IDr da alcohol por fanega de grano empleact,. 

En el país se encuentran las siguientes compañías cerv,! 
ceras: 

Cervecería Cuauhtemoc, S.A. 

Cervecerla Moctezuma, S.A. 

Cervecería Modele, S.A. 
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MA~FACTURA DE DEXTRCSA CRISTILINA. V .1.4 (4) 

La elaboración de la dextrosa se lleva a cabo mediante­
la cristalizaci6n de los hidmlizact,s del almiclén. La mayor­
parte da la dextrosa comercial es un 111Jnohidrato de la gC-0 
_glucosa. Este can¡,uesto es me,.,s dulce qua la sacan,sa o la 
fructosa pen, es el único azúcar puro, comercializact,, con -
p:n:,piedadeS cl.ilcificantes. 

La dext:n:,sa es un carbohidrato necesario para la nutri­
ción humana; de fácil obtención, alta calidad, fe:nnentable,­
sabor dulce, alta estabilidad y de un costo relativarna,te b~ 
jo. Estas cualidades han difundict, su utilización como ing~ 
diente:en los alimentos. 

La reacción comercial comúnmente involucra una prehidró 
lisis del al.midl5n (generalmente procedente del maíz) con i§c:¡ 
et, o mediante una catlilisis con Ql.arnilasas hasta lograr 15 ó 
20 (ED) seguido da una sacarificación con glucoarnilasa hasta 
obtener un 90-9g¡{, en contenict, da dextrosa. El licor sacari­
ficact, se filtra, refina, concentra y se procede a cristali­
zarlo. 

La dextrosa cristalina posee 1Jn 99.g¡{, de pureza (base -
seca) se recupera por centri fugaci6n y se seca hasta un 9. r,/o 
de humedad. El licor madre recuperact, se refina, concentra y 
se somete a una segunda cristalización; el licor residual se 
utiliza como materia prima para fennenteción industrial o en 
la elaboración del color de caramelo, 

Las ventajas del sistema enzimático sobre la catálisis­
ácida son las siguientes: 

a).- Se obtienen mayores rendimientos de dextrosa. El conte­
nido de dc>'trosa en el licor es del sgi/. apro>'imadamente sin­
importar la CBntidad de dextrosa del mater1ol alimentad:J en-
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la primera cristalizaci6n. El rendimiento te6rico en dextro­
sa cristalina puede expresarse de la siguiente manera: 

Rendimiento = lb - Df 
Op - Df 

Do. - ~ en dextrosa contenl. da en el licor sacarificado ( base­
sec:a). 

Os:,.-~ SI dextrosa contenida en el producto cristalino (base 
saca). 

Df.- ~ SI dextrosa contenida en la cristalizaci6n final. 

Por ejanplo, un rendimiento de 99. 9J(, de dextrosa obteni 
da de un licor sacarificado conteniendo 99JÍ, de de>< trosa, y : 

el licor de la primera cristalización 59JÍ, obteniendose un 
rendimiento de ~- El rendimiento total sería de ~ mien­
tras que el proceso catalizado can dci c:t, proporciono el ?r:1/o. 

b).- Mejor calidad del producto cristalino, porque las solu­
ciones son mds puras y los cristales obtenidos son unl. fonnes 
en tamaño y fonna, favoreciendo la centrifugación. 

c). - El al to contenido en dextrosa del licor sacri fl.cado par 
mi te cristalizarla mds rápido. De manera que se logra obte­
ner mds dextrosa por unidad de peso de material introducido­
en los cristalizadores ademds de reducir tianpo en el manejo 
del material. 

d).- La hidrólisis enzimática puede llevarse arriba de un 
3r:1/o en el contenido de dextrosa (base· seca) de manera que se 
necesita evaporar menos agua obteniendose r~ida y eamómic2 
mente un concentrado listo para cristalizarse. 

Los aspectos tecnológicos que son importantes en lograr 
una eficiente sacarificación enzimática, son los siguientes: 
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a).- La preparación de la glucoamilasa debe:ns tener una alta 
actividad cataU:tica, y no dabera estar contaminada con - -
transglucosidaSas. 

b). - La dispersi6n molecular del substrato es necesaria para 
facilitar la acci6n da la glucoamilasa. 

c). - La concentración del substrato tiene g:nsn influencia en 
el curso de la reacci6n. El rendimiento da glucosa que puede 
obtenerse con una cantidad dada de glucoamilasa decrece con­
fonne aunen ta la concentración del substrato. 

Este efecto puede contrarrestarse hasta cierto punto ª!:!. 
mentani:t, la cantidad da glucoamilasa, pan, axi te la posibil! 
dad de obtener reacciones de otra índole. 

Esta situac16n fija un limite en el grado de conversión 
para una concentraci6n dada da substrato. 

Con los avances tecnológicos logrados en la inrnobiliza­
ción de las enzimas este problema ha sido resuel. to. La glucg 
amilasa inmobilizada puede utilizarse en un reactor de flujo 
continuo logrando efluentes con alto contenii:t, en dextrosa.­
En estas condiciones le enzima pierde acti vided lentamente -
ofreciendo las posibilidades de un proceso continuo y efi- -
ciente. 

Cc,npañías productores de dextrosa en el país: (12) 

Aranguren y Cía. S.A. 

Fervig, S,A, 

J,T, Baker, S.A. de C.V. 

Polibásicos, S,A. de C.V. 

Productos de Maíz, S, A. 
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MODIFICACION OB.. PUllDON EN COMESITEI.ES. V.1.5 (5) 

Las modificaciones a la estructura química de la melée~ 
la del almid6n abarcan un rangi.J bastante amplio; desde pro­
ductos con alto peso molecular hasta hidrolizaciones comple­
tas, dependiendo todo esto del uso que deSee darse al produ~ 
to. 

Los productos utilizadas en la industria alimentaria -
sirvan como cartlohidratos dulcificantes solubles en agua o -
bien impartiendo ciertas características físicas a los come~ 
tiblas. 

En los procesos· enzimliticos de este tipo se ~lean en­
zimas con al ta estabilidad dnnica capaces de actuar a tanP!, 
raturas elevadas. 

La ac.-anilasa derivada del Bacillus subtilis pi.eda em­
plearse entre 85-90oC y la oc-amilasa preparada del Bacillus 
lichard. fonnis se encuentra activa a temperaturas de 110-115-
oC, La infli.encia de la ~eratura en ambas enzimas se ap~ 
cia en la fiiJJra 6. 

Por nAdio de la tanperatura y el efecto da las enzimas­
tennoestables, el almid6n se gelatiniza y se adelgaza, some­
tiencbse después al efecto de mezclas de amilasas afectuanct, 
la hidrólisis derivando maltodextrinas, dextrosa y jarabes. 

En la industria se ha incrementado la variedad y el va­
lor de estos productos derivados del almidón a través del 
uso de las ~zimas. 

Canpañías que modifican el al.rr.idón para usos en comest!., 
bles: ( 12} 

Arenal, S.A. de C.V. 



F19. 1 

100 

71 .,. 

21 

40 ID IO 'º IO 10 100 



Aranguren y Cia., S.A. 

Cia. De Canercio Exterior, S.A. 

Glucosa y Fdculas de Mdxico, S.A. 

Gluten y Almidones Industriales, S.A. 

InduStrializact,ra de Maíz, S.A. 

National Starch & Chemical de IWxico 

Pn,ductos de Maíz, S.A. 

V. 2 AFUCPCIOtES DE IIWERTASAS. (5) 

Esta enzima se utiliza en los si~entes procesos: 

Elaboraci6n de mieles artificiales. 
.. " de azCcar invertido . 

Preventivo en la cristalizaci6n de jarabes. 

Repostería. 
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Las mieles incristalizables se anplean en multitud de -
pn,ductos; desde jarabes medicinales hasta nieves, reposte­
ría y en la elaboración de refrescos. 

El proceso consiste en la ,:,reparación de una solución -
concentrada de sacarosa que se hidroliza con la enzima, pro­
duciendo mieles más dulces debido a la presencia de la fruc­
tosa, 

Las propiedades físicas de las mieles se ven afectadas­
favorabdemente pues se aumenta el punto de ebullición y dis­
minuye el punto de cristalizaci6n. Los monosacári.dos obteni­
ct,s son más solubles que la sacarosa, permitienct, concentrar 
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los jarabes. 

Esta enzima ha recibido un gran impulso tecnológico en­
algunos países, desarrollandose técnicas nuevas en su produ~ 
cción y aplicación. El siguiente ejemplo ilustra una t~cnica 

· de fijación de invertasa en poliacrole1na, obteniendo un CO!!!, 

puesto que se dispersa en una solución acuosa con el subst~ 
to para realizar la conversión, 

TECNICA DE FIJPCION DE INVERTASA. v.2. 1 (a) 

Se ha desarrollado la t:6cnica de fijación de enzimas a­
un al delúdo sul fi tado o a un polÍme:n:, cetónico, formando un­
compuesto insoluble, Esto se efectúa mediante la fonnación -
de una red polimárica. Por ejemplo, la poliac:n:,leína o meta­
croleína, son polímeros insolubles en agua que contienen al­
gunos gn.ipos que reaccionan con varias enzimas¡ se hacen - _ 
reaccionar con un sulfito como el bisulfito de sodio, de ma­
nera de volverlos solubles en agua y más suceptibles a la 
reacción con la enzima. Sin embargo es necesario un trata- _ 
miento adicional para eslabonar las moláculas del polímero -
por medio de dieminas como la hexametilen-diamina logrando -
una consistencia gelatinosa de naturaleza hidrofílica facil!, 
tanda la reacción con la enzima, que de otra manera, el pol! 
mero-enzima es practicamente imposible de recuperar. 

El producto obtenido (complejo polímero-enzima) es sub§. 
tancialmente insoluble en agua y la actividad de la inverta­
sa se mantiene por algunos meses¡ en algunos casos, desp~S­
de 150 días solo pierde un 1a,I, de la actividad, 

La pl'13paración del complejo polímero-enzima SF"! hace de­
la siguiente manera: 

Cuarenta y cuatro partes de una solución de poliacrole! 
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na -bisul fito de sodio ( PM 80,000) se le mezclan poco a poco 
3 partes de agua con O.Se partes de 1,6 hexametilen-diamina. 

La mezcla se calienta ciJrante 40 minutos a 65oC y el 
producto amarillo de naturaleza hid:n:,fil!ca fonnacti, se lava 
con agua destilada hasta que queda neut:m. 

El producto húnedo obtenido, se suspende en 50 par- __ _ 
tes de agua y se hace reaccionar con D. 104 partes de invert!! 
sa (ctos veces recristalizada) que previamente fue di.suelte -
B'l 4 partes de agua. La mezcla n1accionante (pH 6. e) se agi­
ta lentamente por 18 horas a 1DoC; finalmente el polímero hl 
drofílico, con la enzima unida se lava hasta quedar libre de 
enzima que r-, reacciónó (aproximadamente el eCJ'l(, de la enzima 
cargada). 

lkla parte de la torta húneda (5', B'l peso, 7i!'/o de agua)­
convierte 100 ml. de una solución dB sacarosa al 'Cf/. a un pH 
de 4.8, en azúcar invertict:J el e11, de la sacarosa en 15 min!! 
tos a 42oC. 

Cinco meses despuds la acti viciad de la enzima era del -
~ de su valor original . 

Compañías cjue distribuyen Azúcar y Invertido: ( 12) 

Aranguren y Cía. S.A. 

Co"'3lementos Alimenticios, S.A. 

Viramontes, S.A. 

Mieles incristalizables: 

Cía. Azucarara de los Mochis, S.A. 



V .3 APUCPCION DE LACTASAS, (5) 

Las lactases se utilizan en los c;iguientes procesos: 

Dulcificación de la leche. 

Prevención de la cristalizaci6n en la nieve. 

Mejoramiento del suero. 
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La aplicación de la lactase en la industria lechera es­
uno de los más promisorios aspectos en el uso de la enzima.­
Hasta el presente solo ha sido utilizada en forma experimen­
tal o en procesos de menor escala. 

La lactosa por sus características de poca solubilidad­
($ en agua) y reducido poder edulcurante ( 16 canparedo a,n 
la sacarosa de 100) se hid:n:,liza a,n lactases obteniendo, "'! 
yor solubilidad y sabor dJlce. 

Existe una cantidad considerable de suero que se despe,r 
clicia; derivado de la producción de queso y que contiene ba~ 
tante lactosa. La mayor parte de estos productos se destinan 
al a,nsurno animal. 

PFIEE&I OE HIDACLISIS DE LACTOSA EN LA LECHE. V .3. 1 (3) 

Se desarrolló un proceso para efectuar hidrólisis de -
lactosa en la leche. El proceso consiste en recombinar frac­
ciones de filtrado, adicionando la enzima en determinadas 
fracciones En el proceso se utilizan dos filtros. 

El tamaño del porn de los filtros solo afecta la conve,r 
sión enzimática y la composición del líquido es la misma; al 
inicio de la operación, y al final de ella. 
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Este proceso puede utilizarse para efectuar conversio­
nes de substancias específicas en una solución o suspensión­
heterogenea con tal que la substancia pueda reaccionar con -
una enzima de tamaño molecular más grande que el de la subs­
tancia, y sirve particulannente cuando se desea remover de -
la solución un compuesto, que no sea el substrato, que pudi!!, 
se ser afectadl por la enzima o que la deactiva:ra. 

Se ha:encontrado que la remoción de las partículas mole­
culares grandes de la solución, antes de la conversión, in­
c:n!lllenta la actividad de la enzima. 

Si se desea, la enzima puede adherirse a un substrato -
soluble de manera de- incrementar su tamaño molecular y por -
consiguiente la velocidad a la que la solución puede filtra,t 
se La figura 7 muestra el equipo utilizado en la Mgulaci6n 
del contenido de lactosa en la leche descremada, utilizando-

-galactosidasa. 

El proceso es el ~iguiente: 

Se alimenta leche descremada en forma inte:nni tente a un 
tanque ( 10) a travás de la línea ( 14) y se alimenta en forma 
continua a lo largo de la línea (15) por medio de la bomba -
(16) al primer ultrafiltro (11). El primer filtrado consista 
de una solución de moléculas más pequeñas que las de la enz!, 
ma, y un concentrado de moléculas grandes. En la práctica se 
encontró conveniente operar si ultrafiltro en condiciones 
donde el go,{, de la leche desc~ada este en el filtrado y el 
1o,{, en el concentrado. 

El filtrado se pesa por la línea (17) el reactor enzim! 
tico (13) mientras el concentrado se pesa a través de la lí­
nea (18) a un mezclador (19) para recombinerlo con el filtr~ 
do tratado con le enzima. De manera de facilitar el arranque 
del proceso, la línea recirculante (21) y la bomba (22) se -
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encargan de recibir el concentrado lacteo a través del ul tr~ 
filtro (11). La .)-galactosidasa se agrega al filtrado y COQ. 

vierte a la lactosa en glucosa y galactosa, en tiempos de~ 
sidencia, en el reactor, relativamente cortos se obtuvieron­
conversiones del 9'1'/o. 

La leche tratada se lleva por la linea (24) de un inter 
cambiador (26) a un Sijgundo ultrafiltro (12). El intercambi; 
dor de calor se encarga de mantener la temperatura en el - _ 
reactor ( 13), a la correspondiente de máxima actividad de la 
enzima. 

El ultrafiltro (12) separa la leche tratada en un fil­
trado que contiene los constitu)'Bntes de la leche y un con­
centrado am la enzima. El filtrado se transporta por la lí­
nea (27) al mezclador (19) para recombinarla eón los caneen~ 
trad~s de la leche producidos en el primer ultrafiltro (11). 
El concentrado enzimático del segundo ultrafiltro ( 12) se re 
grasa al 19ac tor ( 13) a través de la linea ( 28) . -

El contenido de lactosa en la leche tratada fue del 19)(, 
respecto a la cantidad inicial. El porcentaje residual puede 
ajustarse variando la relación de separación obtenida en el­
primer filtro o ajustando el grado de la hidrólisis del fil­
trado en el reactor. 

La leche obtenida puede darse a personas incapacitadas­
para metabolizar a la lacb:lsa. También puede utilizarse en -
la fabricación de nieve; porque la lactosa tiende a precipi­
tar en los productos congelados, la leche tratada elimina e~ 
te problema adanás de que reduce la cantidad de azúcar que -
se agrega a estos productos por el mayor poder edulcurante -
de la glucosa y la galactnsa comparado con la lactosa. 
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OIPGAPMA LE FLWO (Fig. ?) 

10.- Tanque de alimentación. 

11. - Ultrafiltro. 

12,- Ultrafiltro. 

13.- Reactor enzimático. 

14.- Linea de alimentación. 

15. - Linea de alimentación al ul trafil tro. 

16. - Bomba 

1?. - Linea de alimentación al niactor. 

18. - Linea de alimentación al mezclador. 

19. - Mezclact,r. 

20.- Bomba. 

21.- Linea de recirculación. 

22. - Bomba de nicirculación. 

23.- Motor de agitación. 

24. - Linea de alimentación al intercambiact,r. 

25.- Bomba. 

26. - Intercanbiador de calor. 
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V .4 PPUC'.ACION DE CB.ULASAS. (3) 

Las cantidades abundantes en que se presente la materia 
prima (celulosa) muestran un pctencial bastante atractivo p~ 
rala producción de glucosa. 

Es todavía un enigma, la fonna en que los microorganis­
mos digieren rápidamente los materiales vegetales. Mientras­
que los extrectos de las enzimas obtenidas de los misnos mi­
croc,rganismos actúan muy despacio. 

A continuación se describe un procedimiento pare· hidro;. 
lizar una gran cantidad de material.es con celulosa, a gluco­
sa y otros subprociJcit:os. Facilitando la hidrólisis por medio 
de un tratamiento con etileno. 

1.- Se muele el material heSta 100 ó 150 ''mesh". 

2.- Si el material contiene suficiente lignina, se somete a­
un tratamiento previo con H2ED4 6 NaOH. De esta manera se 
fonnula una mezcla de hidrólisis que comprende; celulosa, C!, 

lulasa y agua. Esta mezcla puede probarse como nutriente en­
los cultivos para obtener celulasa. Debe procurarse una bue­
na dispersión del material celulósico en la mezcla, esta se­
trate con suficiente etileno pare facilitar la reacción esto 
puede hacerse antes de la hidrólisis y/o durante la reacción. 

De este manera se continúa la conversión en forma con­
vercional. Para mejores resultados la temperatura de la mez­
cla se mantiene entre 40 y SQoC, y con ayuda de un regulador 
adecuado el pH se mantiene cerca del nivel óptimo de la cel~ 
lasa errpleada, regulannente entre 4.0 y 5.5. 

Ejemplo: 

Se preparan dos suspensiones acuosds de materiales con-
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teniendo celulosa; moliendo para cada si..psensión, papel fil­
tro No. 114 Watman O. 5 gr., el papel molido se suspende en -
50 ml. ele agua destilada conteniendo NaCJ-1 suficiente para 
que la concentración sea ele 2 N, Las suspensiones se hierven 
por une 1-CJra y se enfría hasta SOaC agregando 5 ml. de una -
soluci6n reguladora de acetato O. 1 M. (pH 4. 5) y 5 mg. de C,! 

lulasa cruda obtenida del AhyZopus tipo III, Anbas mezclas -
se incuban a 5QoC en un recipiente agitado. 

Q:.irante la incubación, una ele las mezclas fue esparcida 
con etileno (gas) a una velocidad de 1 ce/minuto. Se toman,n 
muestras de cada mezcla en los tres primen,s días, y estas -
fueron fi 1 tradas, congeladas y analizadas en su contenido de 
glucosa. La mezcla tratada con etileno mostro niveles más al 
tos de glucosa en un r:1'/o que la mezcla convencional despui§s : 
de 24 horas. 

PFU::ESAOO EN Jl.605 CI TRICDS PARA PRESER/AA LA TURBIDEZ. 
V .4. 1 (3) 

Se ha encontrado que el tratamiento ti§nnico al jugo cí­
trico no solo es necesario para la destrucción de mi.cn,orga­
nismos sino tambii§n para la inactivaci6n de enzimas respons! 
bles de la clarificaci6n del jugo (pectinasas). 

La turbidez es causada por materiales que forman un - _ 
agregado coloidal que en los jugos cítricos imparten una ap! 
riencia turbia que se asocia con el jugo fresco. Si el agre­
gado coloidal sedimenta, el suero clan, que queda tiene mala 
apariencia y ha perdido el sabor. Se cree que la pectínesta­
rasa es la causante de los efectos que conducen a la sedimeu 
tación del coloide. Posiblemente la enzima que convierte a-­
las pectinas solubles del jugo, en ácidos pecticos los cua­
les precipiten como pectatos insolubles. Al precipitar estas 
sales arrastran las partículas finamente divididas del jugo-



113 

y los coprecipita. 

Debido al pH de los jugos el tratamiento de calentemie!!, 
to requerido es más intenso para lograr inactivar a la pect!, 
nestere.sa, irclusive mayor que el necesitado en la esterili­
zación. SL1RactJ a esto no existe manera rápida y práctica de­
medir el grado de estabilidad de la apariencia turbia produ­
cida. De manera que existe una tendencia a exceder los req~ 
rimientos mínimos de temperatura para evitar la clarifica- _ 
ci6n. El resultaoo del calor excesivo es la pérdida parcial­
º total del sabor natural y el desarmllo del sabor o cocioo. 

Para resolver este problema se llevo a cabo un procedi­
miento enzimático. En vez de inactivar a la pectínesterasa,­
se agregó poligalacturonasa que dest:ru}'fl las pectinas di11Et!, 
ladas por hidrólisis. Previniendo la formación de un pre.cip!, 
taoo de pecta to de calcio, rem::,vienctJ por hidrólisis, las 
pectinas dimetiladas antes que se canbinen con los iones de­
calcio. Por ejemplo, en tres experimentos realizaoos con ju­
go fresco agregando pectina comercial con alto contenido de­
poligalacturonasa en una proporción de 1/200 y almacenactJ · .:. 
por 24 hr. a BOoF, los niveles de pectinas solubles, pecta­
tos de calcio y protopectina se reci.ljeron a 36, 53, 7'3'/o res­
pee ti vemente. 

Ya que es difícil obtener preparaciones puras de polig~ 
lacturonasas, deben usarse preparaciones comerciales que son 
mezclas de enzimas p~cticas. Comúnmente contienen pectín es­
terase (PE), pcligalacturonasa (FG) y polimetilgalacturonasa 
(Pt.G). Se prefieren las preparaciones con mayores proporcio­
nes de actividad de PG y PE, 

Se encontr6 adsnás, que la acti 11idad de la PM3 afecte -
en forma adversa la furción de la pectinasa com::, estabiliza­
oor. 
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Examinando un buen nCrnero de pectinasas comerciales se­
encentro que las qLS tenían más actividad de PG en relación­
ª la actividad de PPtG fueron las més efectivas en estabili-... 
zar la turbidez del jugo. Algunos de estos prod.lctos surtie­
ron buenos efectos a concentraciones de una parte de enzima­
por 500 de jugo. 

Puede 111Jdificarse el tratamiento agregando una enzima -
proteolítica como: ficina, papaína.o bromelina además de la­
poligalacturonasa. El jugo tratado tiene 111a turbidez mayor­
que el del jugo recién extractado. 

Ejemplo. 

Jugo de naranja recién extraído fue tratado con pecti;...._ 
nol 41..P en la proporción de 1/5000. Se agrego también fici­
na en una proporción de 1/10,000. El sistema se almaceñó a -
40oF. 

Después de centrifugar por 10 minutos a 470 g. pare re­
mover la pulpa, el jugo fresco poseía una tranmisión a la 
luz de 51.9JÍ, medido en un colorímetro equipado con un filtro 
de 650 mp.. Después de 38 dias del almacenaje a 4QoF, una 
muestra de este jugo que no recibió el tratamiento tenía una 
transmisión a la luz de 92. e'/,, indicando casi una completa 
clarificación. El jugo tratado tenía una transmisión a la • 
luz de 54.e,. después de 38 días. 

Empresas fabricantes de jugo de manzana: (12) 

Derivados de Manazana, S.A. 

Dice Frutas del Centro, S.A. 

Fruzena, S.A. 

Jugos de Frutes Murdet, S.A. 



Concentract:,s de frutas: 

Alimentos de Veracniz, S.A. 

Ambesco de fMxico, S.A. de c.v. 
Citro-'Mxico, S.A. de C.V. 

H. Kohnstanrn de fMxico, S.A. de C.V. 

Industria Dice, S.A. 

Jugos ConcentradoS, S.A. 

Jugos Jugosos, S.A. 

V ,5 PIUCACION IE PPl'AINA. (3) 
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La papaína se utiliza principalmente en las industrias-
de: 

Elaboración de cerveza. 
11 11 ablandadores de carnes. 

La papaína es la enzima proteolítica más utilizada en -
la elaboración de la cerveza para efectuar la prueba de tur­
bidez. 

Antes de llevar a cabo el procedimiento enzimático de­
ben efectuarse ensa)IDS en la cerveza fresca, estas detennin_!! 
cienes requieren de períoct:,s de varias semanas, hasta cono­
cer las características de la actividad del producto enzimá­
tico. 

La retención de una parte de la actividad proteolítica­
es esencial para proveer a la cerveza almacenada del efecto­
proteoUtico hasta su censuro. 
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Stone y Saletan ( 1968) dete:nninaron la estabilidad con­
soluciones dilu!das de pepsina en agua y en cerveza embote­
llada, utilizando une muestra proteol!tica común en El!lbos eu 
sayos. (4) 

Los resul tact,s pueden resumirse de la siguiente manera: 
(4) 

1.- Al evaluar las caracter!sticas de estabilidad en solucie, 
nes enzimáticas dilu!das; es importante medir la capacidad -
relativa en la prueba de turbidez, así como la actividad prg 
teol!tica relativa. La actividad proteolítica en la prueba -
de turbictez m~stra mejor estabilidad en la cerveza almacen~ 
da "°'e la actividad correspondiente a las mediciones de la -
actividad p:n::,teol!tica. 

2,- La cerveza es mejor dilu>9nte que el a~a a concentracig, 
nes enzimáticas menores al 1($. Aunque a este concentraci6n­
la actividad se conserva igual en agua que en cerveza. 

3,- La estabilidad de soluciones acuosas altamente diluidas­
pueden mejorarse utilizanct, agentes reliJctores o simplemente 
agua carbonatada. 

4.- La estabilidad de las enzimas para la prueba de turbidez 
varia inversamente con la dilución. La máxima dilución no~ 
be exceder la proporción de 1: 100 y el tiempo de almacena- -
miento menor de 24 horas a temperaturas de 0-SoC. 

Estudios recientes hechos por Posada (1972) Seriban y -
Stiene (1972) llegaron a las mismas conclusiones 

Aa.ANOAMIENID CE CARNES, V .5.1 (5) 

Desde los tlel!JJOS prehispánicos nuestro antepasact,s tr~ 
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taban la cama con jugo y h:Jjas derivados del papa}'O para -
ablandarla. 

La fácil masticación, sin la pérdida de la textura de­
seada, ha sicb una característica buscada en la came cocina 
da. 

Los factores que influ)l9n en el ablandamiento de la ca,r 
ne son todavía ctesconocicbs. El mecanismo ele la acción enzi­
mática en este procedimiento es tambi6n clesconocicb, las in­
vestigaciones han danostracb que las enzimas ro"'3en las pro­
teínas del tejido conectivo, as! como las de las fibras mus­
culares dando como resultado carnee más blandaS. 

Inwstrias cerveceras en el pais. 

Cervecería Cuauhtanoc, S.A. 

Cervecería MoctezLIIIIJ, S.A. 

Cervecería Modelo, S.A. 

empresas fabricantes de ablandadores para carne: 

Me Connick Mex, S,A. 

V • 6 APLICACION ~ FENI 111\ • ( 3) 

Esta enzima se utiliza en la fabricaci6n de queso. 

A continuación se describe un procedimiento de elabora­
ci6n de queso cheddar utilizando un complejo enzimático mi­
crobiano como substituto de la renina. 

Los procesos típicos en la fabricación de queso cheddar 
involucran los siguientes pasos: 
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1. - Un lote da lecha antara se caliente a 86° 6 90°F. y se -
inocula con 111a o más especias da bacterias proclJctoras de -
4cido láctico como: Straptococcus lactis, Streptococcus cre­
moris, Streptococcus acidophilus, Streptococcus termophilus­
Y Lactobacillus acidophilus. 

Los oryenismos se desarrollan en la leche por 30 ó BJ -
minutos y al hacerlo producen un aumento en la aci des en un-
0.01 a o.o~. 

2. - Despuds da lograrse la acides, un agente coa!J,llante como 
el cuajo de becerro se mezcla con la leche y se deja reposar 
ciJrante 30 minutos a eeoF, obteniendose ura coa!J,llación gel! 
forme. 

J. - Cuando al cuajado adquiere cierto grado de firmeza se -
corta en cubos de 1/4 a 3/8 de pulgada 

4. - El cuajado y al suero se ho!N>genizan y se calientan has­
ta 1020 6 104oF. Esta periodo de cocción requiere da 30 min!! 
tos aproximadamente. 

5.- El cuajact, y el suero se continúan agitando por unos 40-
ó 50 minutos m4s, manteniendo la temperatura elevada. Duran­
te este períoct,¡ la tanperatura, el aumento de la acides y -

el agente coaguler,te se combinan para lograr obtener la tex­
tura, firmeza y secado de las partículas del cuajado. 

6 - Una vez c¡ue los cubos de cuajado han adquirict, el grado­
de firmeza y la acides es de 0.02 a O.OJ'l{., se deja niposar y 

se drena. 

7 - El intenalo total de reposo y drenado es de dos y media 
horas, posteriormente se prosigue con los procedimientos ca­
racterístiCQ5 para obtener el queso cheddar. 
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En este proceso se utiliza un complejo enzimático como­
sustituto de la ranina y consiste da una peptidasa neutra y­
otra ácida derivada del Bacillus subtilis. 

Cuando los quesos cheddar son hechos da acuerdo al pro­
ceso convencional utilizando el canplajo enzimático como ~ _ 
agente coagulante, se ancontro que al queso resultante tenia 
un contenido de humedad de 36.5 a 38. siJ'. Esta factor es im­
portante porque afecta la calidad del queso y debe mantener­
se alrededor de 3ff/o. Un nivel al to da hunadad tiende a pro~ 
cir un queso sin cuerpo, sin coloración y de mal sabor. 

El complejo da peptidasas actúa da la siguiente manera: 
la peptidasa neutra primeramente acciona la coa!J,llaci6n de -
la leche mientras qua la peptidasa ácida es responsable da -
la fimraze y secado del cuajado. Se realizaron estudios so­
bre los factores que afectan las actividades da les paptida­
ses y se encontró que poseían actividades máximas a di feran­
tes temperaturas. De tal manara que la peptidasa neutra rnos­
tro actividad máxima cerca de 115 oF ( 46oC) mientras que la -
peptidase ácida e 1290F (54oC). Tambil!in se encontl"O¡ que debi, 
do a las diferencias en les características de ecti\i:i.ded té!: 
mica un aunen to de 1030 a 110°F causaba la ec ti veción de le­
peptidesa ácida en un 3°" mientras qua le peptidasa neutra -
(enzima coagulante) ere activada menos del gi/.. 

El proceso requiera da un tratamiento el cuajado, pare­
reducir el nivel da humedad, antes de añeja~e y madurarse. 

Al elevar le temperatura, debe hacerse rápidélnente y 
mantenerse esi por poco tiempo, suficiente pera lograr le 
textura adecuada y dependiendo del organismo utilizado se 
puede enfriar a la temperatura de cocción. 

Los "'8jores resultados se r,an logrado a temperatun1s de 

110°F sostenidas por 3 minutos, El punto más importante "l CO!:!, 
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siderar, es qi.e la tanperatura máxima no debe exceder más ele 

la suficiente para alcanzar la finneza y apariencia del que­
so, parque esto minimiza la inactivación de las bacterias -
productoras del ácicb láctico. 

El incremento de temperatura se aplica durante los pri­
mems 15 minutos de la cocción, surque el tiempo de máxima -
temperatura puede variar, dependiendo del tamaño del equipa­
Y la cantidad de material procesad:>. 

Ejanplo. (Proceso llevad:> a cabo en planta piloto). 

Se pasteurizo leche entera con un contenido de 3. 4fo de­
grasa y se enfrio. En un tanque con chaqueta de vapor de 200 
lb. de capacidad, se depositan 1&1 lb. de leche y se ajusta­
a una tanperatura de eeoF. Se agnsga 1.9JÍ, (en peso) de un 
cultivo comercial de bacterias productoras de ácid:> láctico­
Y se deja madurar hasta qi.e a1.111ento la acideS en III O.O 1 6 -
0.02jÍi, esto se logra en aproximademente 30 minutos. Después­
se adiciona a la leche 15 ml. del complejo de peptidaSas. 

La actividad del complejo enzimático era tal que, 3 on­
zas fluidaS coagulan 1000 lb. de leche. El cuajad:, obtenido­
se corto en cubos y se agito lentamente evitando que se des­
moronara. 

La etapa de cocción se inicio 10 minutos después de co~ 
tar la torta del cuajad:), calentanoo hasta 103°F por un pe­
ríodo de 30 minutos, la temperatura se mantuvo por 25 minu­
tos más hasta que la aLides fué de 0.01 ó o.015'j{.. 

Una vez lograda la acides, se hizo pasar más vapor a 
tre1és de la c~aqueta al.lllentando la temperatura hasta 10B°F­
er. :, minuto~, y se mantuvo así por 5 minutos. Cuand:J el cuaj~ 
de estuvo firme y seco, la acides se increnento hasta 0.03~-
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de humedad del queso fi.e de 3S'/o. 
V.? APUCACI~ CE PAOTEASA MICAJBIANA. (3) 

Entre las diversas aplicaciones de las proteasas, tanto 
animales cano microbianas, se encuentra la hirolizeci6n de -
proteínas. A continuación se deScribe la preparación de una-
1:sbida dcida, a partir del frijol da soya desgrasado, la el!! 
boración se hace por medio de una hidrólisis enzimAtica de -
la proteína de aste vegetal, fonnancb p6ptidos o aminoácidos 
solubles. El proceso pi.ede controlarse en lo que zespecta a­
la cantidad de erninodcidos fonnados que causan un sabor des!! 
gradable. 

Se calienta o se cocina a vapor frijol de soya dasgras!! 
do, en presencia de agua o de alcoholes de bajo peso molecu­
lar, preparando de asta manera al frijol de soya para la ec­
ci6n enzimAtica, Siendo esencial que al productx, de la deS­
composición del frijol de soya denati.iralizado y clasgrasado,­
sea insaboro e incoloro. 

Como resultado da· varios esti.idios; da preparaciones en­
zimáticas y m6todos de descanposición, se encontro que para­
obtener un buen producto de hidrólisis es necesario que el -
frijol de soya este denaturado y desgrasado al reaccionar -
con una proteasa ácida producida por microorganismos o una -
preparación enzimática contenienct, le proteasa ácida como eu 
zima esencial. La reacción de hidr6lisis debe detenerse an­
tes de que la razón ele: fonnol~itrógeno en el filtrado de -

nitrógeno total 
la mezcla reaccionante alcance el '2f1'/o. En este caso, un pe-­
ríodo de reacci6n corto disminuye el rendimiento de páptidos, 
mientras que uno largo contrituye a una descomposición ma),Or. 
Por lo tanto es necesario ajustar el periodo de reacción. 

En el ca5o de emplear otra proteasa (alcalina o neutra) 
se obtiene un pmduc to con una relación F -N/Nt mayor del '2f1'/o. 
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La desnaturalizaci6n se lleva a cabo calentando la p rn­
teína del frijol de soya desgrasado en agua o en un solvente 
org4nico soluble en agua. El sabor oel frijol de soya des-_ 
pl.A§s del tratamiento, es diferente del material crudo per- _ 
diendo completamente el llamad:J "sabor verde". 

La proteasa 4cida utilizada debe poseer alta estabili­
dad ténnica; col!EI la proli.lcida por el Penicillium li.lponti 
ATl'CC 20186. Esta enzima muestra actividad dentn, de un ren­
go de pH de 1.5 a 6.5 y la actividad óptima se encuentra en'­
tre 2.0 a 3.0. El rango de temperatura es de 20° a 90aC. 

La tanperatura óptima varía de acuerdo al pH; por ejem­
plo, a un pH de 2,5 la temperatura óptima es de ED°C, a 3.5-
la tanperatura aumenta a 750C y a un pH de 4.5 la tanperatu­
ra 6ptima as de 750 a B00C. La tanperatura a la que actúa e~ 
ta enzima es la más alta de cualquier p!\Jteasa conocida. 

Ejanplo: 

300 kg de frijol de soya fueron mezclados con 2000 l ts. 
de agua, y el p:mcedimiento de denaturalizaci6n se realizó -
con vapor a 1CD0C clirante 20 minutos. La solución extre!da -
del c~cido fue tratada con una enzima de Aspergilli amarillo. 

Para confinnar la CO"llleta desnturalización; se agrega­
a una muestra de la solución extraída, una solución de ácido 
triclo:macético observando que l'1J halla precipitación. 

En seguida se agrega a la soluci6n, 30 kg de ácido CÍ-­

trico ajustando el pH a 3.8 y se adiciona 3 kg de la preper~ 
ci~n enzim4tica con una proteasa ácida obtenida del Asper~i­
llus inuii ATCC Nn. 14333, cultivado en salvado de trigo o -
arroz. 

La reacción enzimática se conduce a 50oC durante 6 h~--
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ras mant:enientt> el sistema en agitación. Concluída esta eta­
pa la mezcla se filtra, obteniendose una sol~ión p6ptica -
( 1900 l ts.) con un pH de 4. O y se trdta con 5 kg de caro;n -
activado para decolorarla. El procedimiento de secado se ha­
ce por aspersión obteniendose 200 kgs. de un polvo insaboro­
e inott>ro, con un contenido de ss;, de péptitt>s en tf:nninos -
de proteína La relación de F-N/Nt (fol'11Dl nitrógano/nitr6g!!, 
no total) fLS del 1BJ{, en base al nitrógeno total . Se mezcla­
ron 5 kgs del polvo obtenido con 5 kgs. de gluc,isa, 0.2 l<g­
de kido tartárico, 0.5 kg de bicarbonato de sodio y peque­
ñas cantidades de esencia de cola, caramelo y ciJlci ficantes­
arti ficiales. Preparando una bebida de cola contenientt> 2. fí'/o 
de p6ptidos en t:J§:nninos de proteína. 

Empresas que fabrican hidrolizados de proteínas (vegetales): 
(12) 

Dashidnatedora de Mtixico, S.A. 

Ennex, S.A. da C.V. 

Industrial Deshidratadora, S.A. 

Laboratorios Gri ffi th de 116>..ico, S ,A, 

Qulmica H6rcules, 5,A, de c.v. 

V.B PflUCACION DE LlPASAS. (B) 

Las lipasas se utilizan para impartir sabores caracte­
rísticos a ciertos alimentos como el queso roquefort, queso­
parmesano, también a la mantequilla y dulces derivadJs de la 
leche. 

En seguida se hara mención de un tratamiento de lipasas 
al queso cheddar. 
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En al proceso que se va a deScribir se utiliza una rrez­
cla de lipasa, proteasa y sal. La lipasa puede ser de origen 
ani111&l o microbiano, si es de origen microbiano puede obte­
nerse del moho Aspergillus oryzae, A. niger, Penicillium ro­
queforti, P. glaucum y Aiizopus oryzae. 

La proteasa neutra se deriva de las especies Aspergi­
llus, Mucor y ,_,izopus. 

Sa daposi ta leche pasteurizada en un tanque y se mezcla 
con activador láctico (O.~). la tanperatura se ajusta a - -
eeoF y se agrega colorante de queso ( 15 ml/1000 lb. de le-_ 
che), El activador se mantiene en contacto con la leche du­
rante 15 6 30 minutos, 

Coagulaci6n de la leche: 

Un extracto de cuajo diluído en agua (en la proporci6n­
da 1/40 partas de agua), se agrega a la leche (90 ml./100 1b. 
de leche) se agita y se dejan transcurrir 25 minutos dando -
tiempo a que se cuaje la leche, 

Cuando se ha logrado la finneza del cuajado se corta en 
cubos de 1/4 pulg. y se agita lentamente por 5 minutos, 

Cocinado: 

El cocimiento se hace gradualrrente alcanzando en 30 mi­
nutos 100°F manteniendo al mismo tiempo una agitación cons­
tante, Se dejan transcurrir 45 minutos agitando en fonna in­
tennitente, 

Conclu!do el cocimiento, se deja reposar y se drena el­
suero. 

Procedimiento de saborización: 
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El cuajado exprimido se 111posa por 15 minutos y se cor­
ta en cuadros espaciados por 1 pulg., los cubos se voltean -
19petidemente cede 15 minutos y el.último se apilan. 

El proceso de chedderizeci6n se continúe hasta que le -
ecides del suero drenad:, es de 0.5 e o,BJ', 

Los cubos de cuajado se muelen y se regresan al tanque, 
luego se ag:naga, en fonna homogenee, le mezcla enzim4tica y­
se agite por 30 minutos. La mezcle enzim4tica consiste de: -
2,3 lb. de NaCl/100 lb, de a.,ejado, lipasa de origen animal­
de 2 a 20 gr/100 kg. de cuajado y una p:n,teasa neutra 5 a 50 
gr./100 kg. de cuajada, 

Moldeado y comprimido: 

El queso se daposi ta en moldes mat:6licos y se mantiene­
prensado a 20 psig. 

Sacado y curado del queso : 

El queso se deposita en l~inas y se seca por 3 ó 4 - _ 
días a 60oF y una hunedad del 7~. Cada pieza de queso se q¿ 
ro por un mes a 100 O 25oC, Este período fue suficiente para 
producir un alto nivel da sabor. 

V .9 APL.ICACION DE OXIDOlffDI.CTASA5, (s) 

La glucosa oxidasa y le catalasa son las oxidorreclucta­
sas más importantes. Se utilizan principalmente en los si- -
guientes procesos: 

(Glucosa o,idesa) 

Elimineci6n de le glucosa del hueva en polvo. 



Eliminaci6n del oxígeno en la mayonesa. 

(Catalasa) 

AanDci6n da H2D2 . 

Conjuntamanta con la glucosa oxidase, 

Estarilizacidn da alimentos. 

Eliminación da la glucosa del albÚIIIBn dBl huevo: (4) 
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El primer uso importante qua se la dio a la glucosa ex!, 
daSa, fue en la prevención da la reacción da Maillard. 

La reacci6n dB Maillard ocurra entre un grupo aldBhido­
Y un grupo amino. Usualmente los grupos aldehídos que se en­
cuentran en los alimentos son da sac6ridos, como la glucosa; 
los grupos snino se encuentren en la prntaína. De tal manara 
qua si un material probUco mezclado con glucosa u otrn, azú­
car reductor se sujeta a condicionas donde se favoresca la -
raacci6n da Maillard, se detecta la daSaparici6n da la glucg, 
sa y grupos amino. Subsecuantamanta se aprecia un cambio an­
al sabor, olor y la aparición da una coloración caf6. 

La reacción da Maillard en los alimentos no sianpre es­
indaseable. El color y el sabor desarrollados en la corteza­
de productos horneados (pasteles, pan, etc.) se deben a esta 
reacci6n, así como tambián el color y sabor da los cereales­
tostados, papas fritas y la cubierta de las cartas rostiza­
das. 

Cuando ocurre en los sólidos del huevo, papa dashidrat~ 
da, la reacci6n es definitivamente indeseable. Se han inten­
tado varias maneras de retardar la reacción de Millard. La -
mayoría se basa en la modificación de las condiciones del 
sistema en fonna deSfavorable para la reacci6n, La manera 
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ideal de evitarlo, desde el punto de vista práctico y teóri­
co, es ranover o hacer que uno de los reactantes se inactiva. 
No es práctico ni deseable :remover la proteína, pero la con­
versión· del grupo aldehído se ha logrado a través de la pre­
paración enzimática glucosa oxidesa-catalasa. 

La acción enzimática convierte a la glucosa en ácido 
glucónico. Al tratar cantidades considerables de albúmen - -
(clara de huevo), o el huevo entero, el oxigeno necesario no 
se puede di fundir adecuadamente y suministrandolo causaría -
la fonnación de gran cantidad de espuma. Sin embargo es es -
necesario el suplemento de oxigeno en el sistema y la mejor­
manera de hacerlo fue la de agregar H2D2 en solución(~) -
en esta fonna la catalasa descompone suficiente peróxido en­
H2o y o2 pare. la reacción enzimática. 

Para lograr un prottJcto estable la concentración final­
de glucosa libni debe ser de O.~ (base seca). 

La reacción se lleva a cabo en presencia de un exceso -
de oxigeno, de manera que la reacción es de primer orden. En 
estas condiciones se requiere del mismo tiempo en reducir el 
contenido de glucosa del ;!'/o a 1.$ que de O.~ a 0.1;,. Esto­
s.;, el tianpo de reacción es inversemente proporcional e la­
concentración de la enzima. La alternativa de un período de­
procesado más prolongado es una cuestión económica a consi~ 
rar y depende de la capacidad del equipo y de la calidad que 
se le quiera impartir al producto. 

Scott ( 1953); Baldwin y asoc. ( 1953) desarrollaron un -
proceso de eliminación de glucosa el cual se lleva a cabQ a-
80-100oF y la adición de H2D se hizo para controlar la esp~ 
maci6n del sistema (Scott, 1~53), más tarde se descubrio aue 
la solubilidad del oxigeno al aumentar e rrenor tanperatura,­
canpensaba la disminución de la velocidad de reacción de le­
enzima, Prácticamente la velocidad era lo misma a 90° que a-
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50oF (Scott, 1964). Aunque todavía se 19alizan pnJCesos a -
800- 1CXJ0F, se prefiere el afee tuact, en frie. La a:,mparación­
de los dos mi§toct,s puede ap19ciarse en la figura 9. La el im!, 
nación de los sacáridos a temperaturas debajo del punto de -
fusión de la grasa proporciona ventajas a la conservaci6n de 
la emulsión. 

El albúmen del huevo fresco tiene un pH de 7. O y aumen:.. 
ta ri§pidamente al perder co2 y al momento de procesarlo el -
valor es de 9.0. Para ajustar el pH dentro del rango de actj_ 
vidad de la enzima, se agrega por cada 1000 lbs. de albúmen, 
1 lb. de ácictJ cítrico seco (en fonna de solución del 5-1a,{i) 
neutralizando' de nuevo la suspensi6n. En seguida se agregan-
600 ml. de H2o2 (J5CJ(i) y la preparación enzimática de glucosa 
oxidaSa- catalasa. Un pmceso de 12-16 horas requiere de :.. _ 
75,000 unidades de glucosa oxidase con la respectiva canti­
dad de catalasa del sistana se mantiene a 550F porque facil!, 
te la separación de la cascare. 

La espuma tenderá a aumentar rápidamente al actuar la -
preparación enzimática. El grado de espumaci6n debe mantene,t 
se de manera que facilita la flotación de impurezas (yema, -
bacterias o grasa). El per6kictJ de hidrógeno se adiciona coa 
tinuamente hasta la conclusión de la 19acción. Tan pronto cg 
mo la es1:11.111a comienza a disminuir o deja de acumularse se -
adiciona el peróxido(~) en una proporción de 5 ml./ min./ 
1000 1bs. de albúnen. 

Después de 2.5 hrs. aproximadamente, aumenta de nuevo -
la espuma y la proporción del peróxido se divide a la mitad­
(2.5 ml./min./1000 lb. De igual manera en las pr6ximas 2.5 -
hrs, se repite el mismo procedimiento y la proporción se re­
duce a 1.25 ml./min./1000 lb. hasta que concluya la reacción, 

El tiempo de reacción esta er. función de la regularidad 
con que se agrega el peróxido y er, cierto grado también de -
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la temperatura cuanct, es menor de 55oF. La reacción se consi 
dera concluíds cuanct, el nivel de glucosa es de O. 1" (base : 
saca). Disminuir ~s el contenido de glucosa requiere de m6s 
tianpa o ma)Or cantidsd de enzima. El pH final es de 6.2, y­
el l:[quido se puede secar por medio de mdtoclos conven:iona­
les. 

Emp111sas fabricantes de huevo en polvo: ( 12) 

Abarn,tas Nacional, S.A. 

Dashidratadora de Mllxico, S.A. 

Fervig, S.A. 

Indústrial Dashidratadora, S.A. 

Química Inteftlmltricana, S.A. 

Fabricantes de mayonesa: 

Herdaz, S.A. ( 12) 



Metodo con 

•l.vulon d• l• 
,..,.,.,atura 

Metodo •n trio 

6 
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DI"'3RAMA IE FLUIJ ( fig. 19) (4) 

1, - Cuarto da saparac:16n da la c6scare y )ll!ma. 

2,- Enfriador. 

3,- Tanque de almacenamiento. 

4.- Calentador. 

5.- Tanqi.e da :reacci6n. 

6. - Pastaurizador. 

131 
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V, 10 APLICACION DE GLI.COSA I!DERASA. (4) 

Esta enzima es una da las que ha recibict:, ma)'Or impulso 
en su aplicaci6n. 

Manufactura de Fructosa: 

El impulso tscnol6gico que se la ha clBcb a la glucosa -
isomerasa ha penniticlo ctesarn,llar procesos nuevos y sofist!, 
cactos. Se llevan a cabo en fonna continua, hidrolizados del­
almidán con la enzima irwnobilizac:IB. 

Existan mAtodos donde se anplean manbranas semipennea­
bles en reactores de agitaci6n continua. El licor isomeriza­
do se extrae an la misma proporción en que se alimenta el 
substrato logrando un; proceso estacionario. 

La enzima se retiene en la zona da reacci6n por la man­
brana, y en la medida en. que pierda la actividad catalítica­
es sustituida; da asta manara se mantiene la concentraci6n -
de la enzima constante, lo que· pam,i te un efluente del pro­
ducto en fonna constante. 

Takasaki ( 1972) fonnul6 un proceso con glucosa isomera­
sa fija en las paredes celulares, las cuales suspendidas en­
una solución con el substrato sa br>mbean a travds da un fil­
tro, fonnando una capa con las partículas celulares. La sol\¿ 
ci6n pasanct:, a travás de la capa celular se isomeriza al 911! 
do deseado controlando el flujo a travás del sistana. 

La actividad de estos procesos depende de muchos facto­
res; como el pH, la temperatura y la concentración de gluco­
sa de los hidrclizados del almidón alimentados al sistema. 

La adición de pequeñas concentraciones de sales de mag­
nesio y bisulfito a la solución del substrat- fa~orecen la -
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actividad y estabilidad de la enzima. 

Las ventajas dal sistema inmobilizact:, resultan en una­
alta actividad por unidad de masa, danoo como resultact:, que­
una gran cantidad de enzima puede empacarse en un reactor r! 
lativemente pequei'io, logrando procesar grandes cantidadeS de 
substrato. 

El proceso se vuelve continuo colocando reactores en p~ 
ralelo o en serie. La reacción se controla mediante un pola­
ririletro, ya que la conversi6n causa una disminuci6n en la lll 
taci6n específica. 
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VI 

ASFEC1116 DEL IEICAIIJ. 
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En llil>Cico se camarcializan varias enzimas y la indus­
tria alimentaria anplaa algunas da ellas. la ma)'Dr parte de­
los pn,ductos enzim,ticos son imPortados, sin embargo, se -
pn,cLicen y a>cportan amilasas y pn,teasas (las aizimas da ma­
)IDr 00nsL1110) . 

Por medio da la informaci6n estadlstica dLsponible se -
tratm de mostrar lae tandancias aparentes al con!IUl!m clB a¡, 
g111as enzimas C01118rcialaa. 

VI • 1. 1 f:ntilaaps. 

La industria clB la panificación utiliza SJIW'I cantidad -
clB amilasas. la BnZUMI (o enzimas) se agraga a la harina an­
al 111:1liro o bien, el elaborar al pan. la tabla 6. 1 muestra -
las dl!ltoa de pn,ducci&i clB harina clB trigo a. primera. 

TAEI.A 6. 1 ( 16) 

PFIELCCION DE HARtNA DE TBIGO DE PRUIERA 

Toneladas 

1975 1,438,403 

1976 1,501,209 

1977 1,6Cl1,496 

1978 1,679,339 

1979 1,845,622 

1980 1,881,096 
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L,,s datos se ajustan a una línea recta por medio del m! 
tor:tJ de mínimos cuadrados pro)'llctando una pn,ducción apa:n1n­
te de harina de trigo de primera clase (fi~ra 9). 

La detenninación da las constantes "m" y "b" se hace -
con las siguientes ecuaciones: 

y • m(x) + b 

m. lxv 

b. lx mlx 
N 

m.- Pendienta da la recta. 

b. - Intersección en al aja da las ordanadaS. 

e 10J e 15J 

(11) (15) 

Aunque no toda la harina es a.iplanentade con enzimas, -
la cantidad que si lo es, puede considerarse qua aumenta en­
la misma pn,porción que la pn,ducción de harina, manteniendo 
una dsnanda creciente da ami lasas en la industria pani ficactg 
ra. 

En los prncedimientos de panaderta se utilizan da 10 a-
15 unidades de actividad de ~ilesa por cada 100 gr. de harj_ 
na. Existen preparaciones desde 200,000 Unidades/gr. hasta -
160 U./gr., según la aplicación que se desee. 



TABI.I.ACION. (mtos de la tabla 6, 1) 

>< 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

Sxy • as,477,351 

2 ~. 34,e,s,an.s 
N"' 

ax2 • 91 

Clx12 • ?a.s 
N 

y 

1,438,403 

1,501,aJ9 

1,601,~6 

1,6?9,339 

1,845,622 

1,881,~ 

SY • 9,947, 165 

Jlx • 21 

N "' 6 

Substi tuyenclo en las ecuaciones ( 10) y ( 11): 

m = 94,987 

b = 1,325,406 

Resultando la ecuación: 

y = 94,98?(x) + 1,325,406 ( 12) 
e 

y • - valor de prod.,cci6n ajustado, 
e 

13? 
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ProciJcc16n da glucosa de maíz: VI. 1.2 

La elaborac16n de glucosa, representa un amplio mercado 
para la glucoemilasa y en ocasiol"lls su utilizaci6n vá acom~ 
i'lada de tratamientos con ory .familasas. 

Se pn,cedeni a efectuar el mismo pmcedimiento anterior 
de pn,)9cc16n da la pn,ducci6n da glucosa (fiiJJra 10). 

TAELA 6.2 ( 16) 

PfDDI.CCION DE GL.LCOSA 

Años Tonell!ldas. 

19?5 41,7619 

1976 48,$2 

1977 50,241 

1978 50,488 

19?9 54,856 

1980 56,?29 

TABll..ACION 

X y 

1 41, ?fB 

2 48,552 

3 50,241 

4 50,488 

5 54,856 



l:xy "' 1, 106,202 

Ex ,lv • 1,oEB,222.s 
N 

c%xl2 • 73.s 
N 

¡y = 302,635 

21 

N • 6 
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Substituyendo los valores en las ecuaciones (10) y (11) 
se obtienen los parlfrnetros de la ecuación "m" y "b". 

ffl. • 2,684.5 

b • 41,043.3 

y • 2,684.S(x) + 41,043.3 
e 

(13) 

La rapresentaci6n grifica se muestra en la figura 10. 

Se utilizan apn,ximadamente 200 unidadBS da gli.coarnila­
sa por l<ilogremo de almid6n seco. 

A continuaci6n se mi..estran los datos estadísticos de la 
importación de diastasa da Aspergillus oryzae (mezcla da«­
Y Jiamilasas se enplea ampliamente en la incustria cervecera 
y panificadora), ami.lasa bacteriana y arnilasa (de otras fuea 
tes). Figuras 11, 12 y 13. (14) 
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Ell'RESAS DIPOATAODRAS DE AIIILASAS. ( 14) 

Diastasa da Aspergillus oryzar: 

PlllBST, S,A, 

C, CAZENAVE TAPIE CEI.EOOSE 

ENEX, S,A, 

ENZIMAS Y PFIJOLC 105 QUIIIICIIS, 5 ,A, 

Amilasa bacteriana: 

CEfflECERIA CUAlliTEIIJC, S,A, 

CYANIIMID IIEX, S.A. DE C.V. 

J.T. BAl<EA, S,A, DE C.V. 

CERVECERIA IO:lEZLIIA, S,A, 

EMIEX, S.A. 

OSO t&AD, S.A. 

CEAIECERIA IIODELD, S.A. 

Amilasa (otras fuentes): 

IEFCK IEX, S.A. 

AECOFl>ATI MEX. S.A. 

145 
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CONUIJ DE CELLLASA. VI . 2 ( 14) 

Aparentalalta toda la calulasa utilizada en al pais as­
da impc,rtaci6n. Se pracederli, 00n la infonnacidn estadística, 
a efectuar una pl'Dyacci6n del 00nsumo da la enzima Poi' el md 
toda da minimas cuadndas. -

La tabla 6.3 mc.aatre la importaci6n en las Oltimas años. 

TABLA 6.3 

Nlos Ki10gra10s. 

1975 151 

1976 1,683 

19'71 1,183 

1978 1, 111 

19?9 2,312 

1980 2,659 

TABLUCIDN 

X y 

1 151 

2 1,683 

3 1, 183 

4 1, 111 

5 2,312 
1 
' 6 2,659 
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Substitu)'Bndo en las acuacicnes ( 10) y ( 11) los siguien 
tas valores : 

Zxy • 39,024 

~~ • 31,846.5 
N 

Zx2 • 91 

2 ( lx) • 7.3.5 
N 

Se obtiene: 

m • 410.14 

b • 81 

fil&adando la ecuación 

y • 410. 14(x) + 81 
e 

Ye - Importación corregida 

ly • 9,099 

~X • 21 

N • 6 

( 14) 

Las gr6ficas ( figuras 14 y 15) mi.es tren le tendencia el 
consumo y le importeci6n da calulese. 
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EIFFESAS QlE IIFORTAN Ga.l1ASA. ( 14) 

CERIECERIA MOCTEZLIIA, S.A. 

IEOFl>ATI, S.A. 

PLIME~TOS IIERACRJZ, S.A. 

C. CAZENNE TAPIE DELECOSE 

CERIECEFIIA CLW.HlEIIIC, S.A. 

CERIECER[A MIJJELO, S,A, 

ENE<, S,A, 

ENZDIAS Y PFIIDLCTOS QUUIIC«m, S.A. 

OFTASA:, S.A. DE C.V. 

m0 tEGFI), S.A. 

SVDfEY ROSS CO, S.A. 

150 
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OONSLlll DE PEC TI NASA. VI. 3 ( 16) 

Los datas estadísticos sobra la importación da pectina­
sa no se encuentran daScri tas; por lo que la tendencia a su­
consuno, se puede explorar a traws de la producción da jugn 
de fruta. 

Por medio dlll •tado dll •ínillos se ajustar6 l.ftl tenden­
cia lineal de la pn,ducción. 

TABLA 6,4 
PflJDU:CJllN IE JLGO IE FRUTA 

Años 

1975 

1976 

197' 

19?8 

1979 

19BO 

X 

2 

3 

4 

5 

f, 

TABL1.ACION 

Torwladas 

55,003 

61,642 

5B,3B5 

56,995 

67,415 

65,524 

y 

55,003 

61,642 

58,385 

56,995 

67,415 

65,524 
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Pn,cadiandD a calcular las tllrnd.nos dlt las ecuaciones -
( 10) y ( 11) se obti-= 

lxy • 1,311,641 

¡x 1~ • 1,2??,374 ~y • 
N 

lx2 • 91 ~X • 

[ 1x)2 • 73.5 N • 
N 

Calculando las constantes de la ecuación: 

m • 1,958.1 

b • 53,973.9 

Rasul tandD la ecuación: 

364,964 

21 

6 

y • 1,950.7 (x) + 54,042.5 (15) 
e 

La raprasentaci6n gnifica se muestra en la figura 16. 
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IMPORTACION DE IHJERTASA. VI ,4 ( 14) 

El consul!D aparente da invartesa pueda apreciarse con -
los datos estadísticos da importación (tabla 6,5) representa 
d:Js tanbi6n gr6ficamenta (figura 17). -

El marcado de asta enzima tienda a disminuir, o a mant!, 
narsa constente En otros países ha sido dllsplazada par la -
glucosa isomarasa, en algunos proce90s. 

Años 

1975 

1976 

f97' 

19~ 

1979 

f9SO 

TASLA 6.5 
IIFCIITPCION DE IMIERTASA 

Kilogr111110s 

1,425 

4,628 

4,332 

3,061 

1,822 

2, 131 

Empresas que importan invertasas: 

IER:K IEX, S.A. 

ANACI-EM, S.A. 

PfllD..CTOS HARINA, S.A. 

PRWEEDOR CIENTIFICO, S.A. 

NAARDEN 0.0.P. FRAGANCES, S.A. DE C.V. 



Flo-17 

IMPORTACIO,. 
DE 

INVERTASA 

• 

'º" 

2 

1 

1,,. 1171 117fl 1177 1171 19'71 1980 
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CONSllll DE PAPAINA EN LA ELAEllRPGION DE CERVEZA. VI.5 ( 16) 

La papalna es la protaasa m6s utilizada en la elabora­
ci6n d8 la cerveza. Aproximadl!llllente se -.:,l1111n e ppm da pa­
palna comercial en los pmcadilllientos da prevención dB la -
turbidBZ (chillproofing) significanct, una craciante dlll!flnda­
da la enzima. 

Ajustando los datos da produ:ci6n de cerveza (Tabla - _ 
6.6) por medio del m,todo da mínimos cuadracbs se obtiene: 

Ar'ios 

19?5 

1976 

1977 

1978 

19?9 

1980 

TPAA 6.6 

PlllDI.CClDN DE CEAIEZA 

1,951,893 

1,937,732 

2, 1Sl,551 

2,263,323 

2,546,355 

2,655,275 



)( 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

TABULACION (tabla 6.6) 

y 

1,951,893 

1,937,732 

2, 160,$1 

2,263,323 

2,546,355 

2,655,2?5 

Zxy - 50,025,72? 

lx ,lis: - 47,302,951.5 tY - 13,515,129 
N 

lx2 - 91 •x - 21 

( l. x)2 - 73.5 N - 6 
N 
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Substituyendo estos valores an las ecuaciones ( 10) y -

(11) se obtianen los paráetros "m" y "b". 

m • 155,587.17 

b • 1,707,966.4 

La ecuación de le recta as: 

y = 155,587(x) + 1,707,966 (16) 
c 

y , - valor de producción corregido. 
c 
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"'roximact> un consum da papaína da 8 ppm se puede ast!_ 
mar en base a los datos de producción da cerveza, el consu11D 
aparenta da papaína por la industria cervecera (Tabla 6.7). 

Añ.,s 

1975 

1976 

'977 

19?8 

1979 

1980 

,e 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

TAILA 6.7 

TABl.l.lQON 

Kg da papaína 

15,615 

15,501 

17,284 

18,106 

20,370 

21,242 

y 

15,615 

15,501 

17,284 

18, 106 

20,370 

21,242 



Desarrollando al mismo mdtocto : 

lxy • 400, 195 

lx \y • 37,813 
N 

lx • 91 

( l xl2 • 73.5 
N 

!y • 108,118 

lx • 21 

N • 6 

Substi tu)l8ndD an las ecuaciones ( 10) y ( 11): 

m • 1,244 

b • 13,663 

QuedandD 111 acuacidn que 11111rc11 111 ta'1dllnci11 111 conSU111D : 

y • 1,244(x) + 13,633 
e 

y ·- ConsUIIO corregido da papaína. 
e 

( 17) 
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Las figul"IIS: 18, 19 y 20 muestran la tendencia II la prg, 
cu:ci6n da cerveza, consu1110 da papaína y la importaci6n da -
la enzima respactiv9111tnta 



EIIPfESAS QLE IIFORTAN PAPAI~. ( 14) 

CENTIW.. DFIJGAS, S.A. 

CIA. MEDICINAL LA CMPANA 

lle. COIIIICK IEX, S.A. 

IEFD< IEX, S.A. 

QUIIIICA F AFIIACEUTICA LA TINA 

LAB, IIIXIII, S.A. 

ALFOMII UAFHJ<, S,A. 

C. CAZENAVE TAPIE DELECIJIE 

CEfllECERIA CUAlJflEIIOC, S.A. 

CEfllECEAIA IICX:TEZUIIA, S.A. 

ENEX, S.A. 

9..1.COSA, S.A. 

QUIIIOFl3AN, S.A. 

SIGMA IEX. S.A. 

SIGNA, S.A. 

TRAVENL, S.A. 

M'tC(FAHI IEX. S.A. 

160 
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IIFDRTACIDN DE PR>TEASA6 DE ORIGEN ANIMAL Y OTRAS FUENTES. -
VI.6 ( 14) 

Las gl'lificl!ls que se prasantl!ln l!I continuación, raprasen­
tl!ll'I 11!1 infonnacidn estl!ld!sticl!I da 11!1 importaci6n dB: bromel!, 
na, pm,craatina, pepsina, tripsina, quimotripsina, proteasas 
y cuajo. Tambil!n se 111Bncionl!I en cadl!I caso las empresas que -
importan astas enzimas. 

Los dl!ltDs graficacbs se muestran en las tablas 6.8 has­
ta 6.13. 

I•ORTPCION DE BFDIELINA. VI. s. 1 ( 14) 

TAELA s.a 

Años 

1975 

19?6 

197? 

19?8 

19?9 

1980 

Kgs. 

46? 

1,404 

1,858 

1,254 

2, 114 

1, 18? 

Los datx,s anteriores se graficl!lren en la figura 21. 



ElflfESAS IMPORTADORAS ( 14) 

LAS. l.EPETIT, S.A. 

IEfDC MEX. S.A. 

EMIEX, S.A. 

SICA, S.A. 

SIGMA IIEX. S.A. 

SIGNA, S.A. 

CIBA GEIGY IEX. S.A. 
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-

-

o 

IMPOIITACION 
DE 

Fit.21 

1173 1174 1179 ,.,. ,,,, ,.,, ,..,, ,,. 



IIFORTICIG'.I DE P~~TINA. VI .s.2 ( 14) 

TAELA 6.9 

Años Toneladas 

1975 11.21 

1976 12.35 

1977 1e.932 

19?8 14.30, 

19?9 '19.396 

1980 19.125 

Los datas • ancuant:nm tabulac:loS ., la gr6fica 22. 

EIIPRESAS DFORTADORAS, ( 14) 

I.C.N. FAFll,CEUlICA, S.A. 

n.o. IIEDICINM.. HERICANA, S.A. 

LAB. KRIYA, S.A. 

QUDIICA FAFIIACEUlICA LATINA, S.A. 

QUIMICA Kl'O.L MEX. 5. A. 

FEPRESENTACIO~ UNIVERSALES ESPECIALIDADES 

F AFltACEUTICAS. 

QUIMICA FAFltACEUTICA LATINA, S.A. 

FEOOFl>An MEX. S.A. 

L~B. A. H, FmINS MEX. S.A. DE C.V. 

k..FONSD MAFtlX, S.A. 

16? 



CIA. MEDICINM. LA CAi/PANA, S.A. CE C.V. 

Emprases iq:,ortadores da pancreatina ..... . 

ENIEX, S.A. 

GLLCDSA, S.A •. 

LAS, CAFN)T, S.A. 

LAS, UCIIONT, S.A. 

LAB. QEM. T IIIR, S.A. 

I\OAIIDi PHAFIW:Pl. OO. IIEX. S.A. 

PfDIEEDDR CIENTIFICO 

SIGLO JCXI EDITIJES, S.A. 

SIGMA MEX. S.A. 

SYOtEY flJSS a,. S.A. 

COSBEL., S.A. DE C ,V. 

CIBA GEIGY IEX. S.A. DE C.V. 

IIEf0<. MEX, S.A. CE C.V. 

CR3AI\ON IE<, S.A. 

CENTM. CE OFmAS, S.A. 

DFDIEX, S.A. 

LAB, LEPETIT MEX. S.A. 

IECOfl>ATI IEX. S. A. 
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1 

11 

1 

Ton. 
1 

1 

1. 

13 

12 

11 

10 

1175 ,.,. 

IMPCNITACION 
DE 

,ANCIIEAtlNA 

1177 1171 

't,9 

1171 ,,,o 
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IIFDRTICION IE PEPSINA. TAr:PSINA Y q.JIIIDTRlPSl~ VI.6.3 ( 14) 

Los d!ltos dll la tabla s.10 representan las canticladaS -
eta pepsina, tripsina y quimotripsina importadas, d:Jnde la -
tripsina y quimotripsina ntprasantan una pequeña parción del 
total. 

TAS.A 6.10 
IIIPDRTACJDN IE PEPSINA ..•• 

Mas Toneladas 

1975 0.66? 

1976 0.746 

1977 o.eso 
1978 1.098 

19?9 2.964 

1980 2.66? 

EIFfESA6 IIFORTMDMS IE PEPSlNA. ( 14) 

MEFD< IIEX. S.A. 

A.H. ROBINS IIEX. S.A. 

fECOfl>ATI IIEX. S.A. 

QUIIIICA FAfltircEUTICA LATINA 

ALFON:D MAAiX', S.A. 

CASA FU:AS, S.A. 

ENilEX, S.A. 

EQUIPAR GUADPt.AJAAA, S.A. 



LAS. WElrER~ S.R.L. 

PRDJEEOOR CIENTIFICO, S.A. 

Eq,rasas ir,.,ortadonus •••.•••.....••••• 

SIGMA, IEX. S.A. 

VICES GUAQfl.LFE 

VINicaA CETTO, S.A. OE C.V. 

CENTFW. OE DRmAS, S.A. 

EMPRESAS IIIPCJITAIXIRAS IJE TRIPSINA. ( 14) 

L'tllANL, S.A. 

IEfl:K IEX. S.A. 

PfU>. GEIBJN RICHTER, S.A. 

SICA, &.A. 

ALFONSO IIAftlX, S.A. 

C. Y .O. CONTirENTAL, S.A. 

IM>. N[ZA, S.A. 

J.T. BMER, S.A. DE C.V. 

PRDJEEIJJfl ClENTI FICO 

ITAL.CJEX; S.A. 

LAB. TDFta.., S.A. 

CICA, S.A. 

EMPRESAS IIFORTAOOAAS OE QL.illlJTAIPSINA. ( 1a) 

PRlD. GEOEON RICHTER, S.A. 

ALFONSO MAA-IX, S.A. 
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LAS, WEit.E~ S.R.L. 

PROIEEDDR CIENTIFICO, S.A. 

Empresas ~ortadoras .••.............. 

SIGMA, IIIEX. S.A. 

VIDES GUAtW.LFE 

VINICD..A CETTO, S.A. OE C.V. 

CENTM. 0E ORl3AS, S.A. 

EIIPRE6A& DFCIITADORAS OE TRIPSINA. ( 14) 

LWANL, S.A. 

IEID< IEX. S.A. 

PROO. BEDEDN AICHTEA, S.A. 

SICA, S.A. 

ALFDNH> IIAAiX, S.A. 

C.Y,0, CONTlt.ENTAL, S.A. 

IN>, NIZA, S.A. 

J,T. BAl<EA, S,A, DE C.V. 

PfDIEEmA CIENTI FICO 

ITAL.tllEX; S.A. 

LAB, TOFt.EL., S,A, 

CICA, S.A. 

EMPRESAS IMPORTAOORAS OE Ql.D:IIJTRIPSINA. ( 1a) 

PfllO, GEOEON RICHTER, S.A. 

/;J..FON&l MAA-fX, S,A, 
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C. Y. D. aJNTIIENTAL S.R.L. 

J.T. BAl<EA, S.A. DEC.V. 
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C. Y. O. aJNTitENTAL S.R.L. 

J. T. BAKER, S.A. DE C.V. 
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2 

Ton. 

1 

1171 

IMPOIITACIDN 
DE 

l'EPSINA• fll1'51fllA Y IUIMDTIIIPSlfllA 

11'11 1177 1171 

'7J 

1171 1IIO 
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IIFORTN::ION DE PROTEASAS DE OTRAS A.ENTES. VI. 6. 4 ( 14) 

La tabla 6. 11 muestra los dates da inlportaci6n da pn,­
taasas dB origen microbiano, graficact,s en la figura 24. 

TAII.A 6.11 
IMPc:JITN::ION DE PFIJTEASAS 

Años Toneladas 

1975 6.712 

1976 3.196 

1977 5.287 

1978 s.684 

1979 6.703 

1980 6.874 

EIFfESAS IIFOATAOORAS. ( 14) 

BAYER MEX. S.A. 

LIIIAtO., S.A. 

ENIEX, S.A. 

PREST, S.A. 

Gl.l..COOA, S.A. 

CEFIIECERIA CUAUHEMCX:, S.A. 

CEFIIECERIA MOCTEZIMA, S.A. 



7 

• 

• 
1i 

• 

2 

, 

1171 ,..,. 

IMPOIIYACION 
DI 

PIIOHASAS 

1171 ,.,, 

1?5 

Fit. ff 

,. 



IMFUITACION DE CUA.D. VI.s.s ( 14) 

TAELA 6.12 

Mos 

1975 

19?6 

'19?? 

1978 

1979 

1980 

Toneladas 

4.133 

0.111 

0.019 

0.522 

0.5 
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En la figura 25 se inclu~ adanlú las elatas da 19?3 y-
1974. 

EIFREW I•ORTADOFN. 

I.C.N. FAfllACEUTICA 

SANIJRN 1-EFIIANIS, S.A. 



11 

10 

1 

• 
Ton. 

' 
• 
1 

• 

2 

1 

a 1171 11'M 

IMPOUACION 

• CUAJO 

t7" , ..... 

1179 1171 117' 1171 1171 1,. 
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VI. 7 PflJDICCION Y CDEfEVLIZACION 

En U,xico se prod.lcen amilasas, protaasas y cuajo, las­
ctamú enzimas que se aplican en la inc:llstria alimentaria son 
importadas por las anprasas que las utilizan o bien, se im­
partan para su venta. 

Empresas ""ª fabrican •ilasas : 

ENE<, S.A. DE C.V. (ailaaa bacteriana) 

PFIEIER, S.A. DE C.V. 

TRAVENL, S.A. 

Empresas qua CDlll81'Cial1Zan •ilesas: 

Cl6' GEIGY IIEX. S.A. DE C.V. 

ENE<, S.A. DE C.V. 

(ltnilaaa f&1111al) 

ENZDMS Y PFIIU:TDS QU[ll[CIJ6, S.A. 

PFl>BST, S.A. 

(P.niloglusidaSa) 

ENEX, S.A. CE C.V. 

ENZIMAS Y PIUIUCTDS QUIMICOO, S.A. 

(ctiastasa de malta pura) 

DRmAS TAClllA, S.A. 

F{Jf-N & HAAS MEX. S.A. DE C.V. 



Canercializaci6n de invertasa. 

Empresa. 

ENZIMAS Y PIUJI.CTIE QUI111:C06, S.A. 

Carnarcializaci6n da celulasa. 

Empnisas. 

EMIEX, S.A. DE C.V. 

Canercialización de pactinasa. 

Emprases. 

ENEX, S.A. DEC.V, 

ENZIMAS Y Pfll>LJ:TOS QUIIIICOS, S.A. 

CIBA GEIGY IIEX. S.A. DE C.V. 

PFISER, S.A. DE C.V. 

Canercial~zación de papaína. 

Empresas. 

ENIEX, S.A. DE C.V. 

ENZIMAS Y PIID.CTOS QUllll:CIE, S.A. 

LAB. MIXIM, S.A. 

PflJll.JClOS NJTRICIONALES, S.A. DE C.V. 

smNA, S.A. 

1?9 



Camarcialización dB Branelina. 

Empresas 

ENE<, S.A. DE C.V. 

ENZDIAS Y PflX>LCTOS QUill[CD6, S.A. 

Pmc:llcci6n de proteasas. 

ápnsas proctictoras. 

QJMIEJ<, S.A. DE C.V. 

VB.FER, S.A. 

PFISER, S.A. 

LAB. WlLSON, S.A. 

Pmcticción de enzimas pancñaticas. 

Emprases productoras. 

BUIQUIMICA NAFIIEL, S.A. 

ENEX, S.A. DE C.V. 

CANAFAFIIA, S.A. DE C.V. 

Proc1Jcci6n de cuajo. 

Empresa productora. 

WAIIEX, S.A. 
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ConarcialiZeci6n dlt lipasa. 

~l'IISU. 

ENE<, S.A. IE C.V. 

PflDJCTDS NJTRICIONALES, S.A. DE C.V. 

Canarcializaci6n dlt catalasa. 

Eq,resas. 

ENEX, B.A. DE C.V. 

FEB/IG, S.A. 

IN>I.STRIAS QUIMICAS IEL CENTFIJ, S. A. 

QUIMICA INlEfWERICAM\, S.A. 

Camercializaci6n dlt glucosa oxidasa. 

~l'IIISB. 

ENE<, S.A. DE C.V. 
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VI,8 EXPCJITACION ( 14) 

~reses e,cportadoru: 

CIBA GEIGY, S.A. 

CYNMIID, S.A. 

PFIER, S.A. DE C.V. 

CNMFNIIA, S.A. DE C.V. 

182 

En la t.abla 6. 13 se 1111.estran las cMtidadllS (dlls) de -
exportaciones en los últi11Ds años. 

NICLASAS 

19?5 

TABLA 6.13 
E>CPCIITACIOtES 

19?6 197? 

2?, Z30 135, 124 882 

- 9,641 56,320 

1978 

19? 

54,981 

1979 

32,450 
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PfECIOS EN EL MER:H)O VI. 9 

El pracir, da cualquier enzima depende de la potencia de 

esta. Existe gran variedad de concentraciones da actividad -
enzim6tica, en ocasiones la enzima va ~añada de otras. -
Por ajanplo. la pntparaci6n anzim4tica utilizada en la imt.a!, 
tria cervecera cbnda la papaína se IIBZCla con otras protaa­
sas (bromelina), t11111bUn la emilasa utilizada en la pani fiq 
ción se nezcla con protauas. 

Los p111eios internacional.as correspondan a los pagados­
por algunas anpresas al importar al producto. 
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Pnicios da algunas enzimas en el 111&rcado nacional: 

ENZDIAS ( 1 Kg) IPESJS 

Ami.lasa 166 

Blucoamilasa (lt) 230 ( 100 U/111) 

Celulasa 950 

Pactinaaa 500 (1500 U/gr) 

Papa:lne 290 (80 U/gr) 

B1'0118lina 500 (?20 U/gr) 

Pn,teasa 50 (SJ,m:J U/gr) 

Pancnatina 71 (640 U/gr) 

Cuajo lllicn,biano (1 t) 205 (10,000 U/gr) 

Glucosa oxidllsa 11,000 ( 1500/gr) 
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Pntcios an el mercado intamacional: 

ENZIMA (KG) 1 dlls 

Anilasa (bacteriana} 2.84 

Calulasa 8.75 

57,51 

86,2 

Papafna ?, 16 

12.6 

16,52 

15,?8 

Broalina 4.68 

45,57 

Pn,teaaes 19.56 

2().94 

3.3 

Pancntatina 34.82 

19.8? 

27,40 

Invertasa ?.51 
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CONCLUSIONES 
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La industria alimentaria confronta actualmente, la nec!! 
sidad de p:mporcionar mayor cantidad, mejor contenido nutri.­
cional y una presentación aceptable de sus productos. Esta -
situación abre la posibilidad a los procesos enzimáticos. 

El i§xi to comercial de cualquier enzima, supcne anticip!! 
damenta la necesidad da su aplicación. Por ejanplo, la dama!! 
da de productos derivados de la soya se incrementó al aumen­
tar el precir:, da la carne. 

El ambienta social, legislativr:, y tecnol6gico ha creado 
circunstancias qua favorecen la aplicaci6n !E enzimas no ut!, 
lizadas a escala canercial como; los cientos de toneladaS de 
dasachos celulósicos "°'ª un proceso enzimático resolverla S!! 
tisfactoriamente; la prodJcción da grendBS volúmenes da ali­
mentes preprocesados qua necesitan conservarse en buenas con 
diciones, par largos periodos (congelados, enlatados o en el 
medio ambienta), hasta su cons1M110; los deshechos de suero, -
representan la patancialidad da aprova:harlos mediante al 
uso da lactase; la ranoci6n da la c6scara da frutas y legun­
b:res enzimáticamenta. Situaciones como esta su:rgen a cada -
die y la investigación da las propiedades, condiciones y ma­
nera da obtener enzimas a escala comercial preparan el cami­
no da ni.evas aplicaciones de p:mcesos enzimáticos confonne -
surge la necesidad de utilizarlos. 

En ~xico se encuentran latentes las aplicaciones de a! 
gunas enzimas "'9e en otros países :representan actualmente un 
mercado de considerable importancia; como es el uso de la 
glucosa isomerasa. En lo que :respecta a la p:mduccién; puede 
mencionarse el caso de la papaina y la b:mmelina, ya que 
existe en el país el cultivo tradicional del papayo y de la­
piña, Sin embargo no parece haber indicios o intentos de P12. 
du:::ir papaína en gran escala a pesar de existir una crecien­
te demanda de la enzima, tanto en el mercado internacional -
como en el nacional. Tambi~n existen casos como el de la gl~ 
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cosa oxidBsa cuyas aplicaciones son numerosas y en extrano -
ventajosas (por las características de la reacción que cata­
liza la enzima). 

Establecer un panorame real del mercado de las enzimas­
en la industria alimentaria nacional Nquiell! de información 
que las empresas consideran como confidencial, 

Las estadísticas de importaci6n se limitan a las enzi:­
mas tradicionales que se han venido importanctJ por los últi­
mos 10 años o m4s. Los dam4s productos enzimáticos se impor­
tan sin descripci6n arancelaria, ya sea por la novedad el 
producto o por transacciones convenientes con las autorida ..... 
des que 1'9glamentan estas situaciones, que nonnalmente descg 
nocen la trascendencia de impulsar el uso de productos enzi­
m6ticos en la ela~~raci6n de alimentos, 
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