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INTROOUCCION,

€l uso de las enzimas en el procesamiento de alimentos-
se ha incrementado y diversificadb en los Ultimos afos. En -
este trabajo se mencionan las enzimas que utiliza la indus—-
tria alimentaria del pais y también aquellas que por su im-—
portancia representan aplicaciones novedosas en los procesos
alimentarios. Se describen las caracteristicas generales, m§
todos de pmduccién, aplicaciones y los aspectos del mercado.
Con el objeto de proporcicnar elementos que orienten los es-

tudios de produccién de las enzimas destinadas a la indus: .
tria alimentaria.
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GENERALIOADES SOBRE ENZIMAS INDUSTRIALES
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Las enzimas hacen posibles todas las reacciones de sin-
tesis o degradacién llevadas a cabo en los seres vivos y ex-
tractos de materia viviente. Estas digieren la comida, sinte
tizan tejido y hacen posibles las reacciones que proporcio--
nan la energf{a necesaria para el movimiento, el pensamiento-
y la conservacién de la temperatura del cuerpn.

Las enzimas industriales pueden definirse como prepara-
ciones manufacturadas para utilizarse directamente como cata
lizadores en la producci6n de alguna mercancia.

I.1 NOMENCLATURA. (1)

A las enzimas de importancia industrial se les conoce -
oor su nombre comin que adquierieron a partir de la raiz del
nombre de la fuente de obtencién agregangole la terminacién-
-ina- por ejemplo; papaina (papaya), pancreatina (pancrees).
La nominacién puede basarse también en el nombre del substra
to sobre el cual actia agregendose la teminacién -asa. como
por ejemplo; celulasa, lactasa y glucosa oxidasa, que actian
respectivamente sobre la celulosa, la lactosa y la oxidacién
de la glucosa.

En 1956, el tercer congreso de la Uni6n Intermacional -
de Biogudmica (U.U.B.) acordé establecer un sistema de clasi
ficacién en el que las enzimas quedaron divididas en 6 cla—
ses, E1 nombre que se de a la enzima se deriva de los nom- —
bres del substrato, el producto y el tipo de reaccidn.

1.- Oxidorreductasas: (1)

Son aguellas que participen en las oxidaciones bioldgi-
cas como la respiracidn y procesos de fermentacién.



2.~ Tramsfaerasas.

Son las que catalizan la transferencia de grupos con un
solo carbén (metilos, carboxilos, etc.) residuos aldehfdicos
y ceténicos..

3.- Hidrolasas.

Este grupo incluye las esterasas, fosfatasas, glicosida
sas, peptidasas y otras.

4.- Liasas.

Quitan grupos unidos a sus substratos (sin hidnSlisis)-
y pueden agregar grupos o dobles ligaduras. Entre estas se -
encuentran las descarboxilasas, aldolasas, dehidratasas, etc.

5.- Isomerasas.

Son enzimas que actdan sobre los isémeros dpticos. Exig
ten recemasas, epimerasas, sis-trans isomerasas, etc.

6.- Ligasas.

Son aguellas que catalizen la unién de dos moléculas -
(se les conoce como sintetasas).

La designacién de la U.I.B. no establece diferencia en-
tre enzimas provenientes de diversas fuentes que catalizan -
la misma reaccién.

I.2 CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS. (1)

A diferencia de otras entidades quimicas las enzimas se
caracterizan principalmente por su aspecto funcional. Una en
zima se identifica por lo que hace y no por su composicién -



quimica. La habilidad catalitica y la especificidad son las-
propiedades principales de una enzima y su naturaleza protei
ca explica que sean fécilmente afectada por los cambios de -
tamperatura, el pH, la fuerza ifnica y variables similares.:

La molécula de cualquier enzima consiste de una cadena-
de aminodcidos comocidos, tiene una configuracidén geométrica
particular y forma puntos que son cataliticamente activos. -
Puede haber uno o mAs de estos centros en una molécula de la

enzima.-

I.3 ACCION CATALITICA. (1)

La maynrfa de las reacciones en lns sistemas bioldgicos
se desarrollarfan sumamente despacio er ausencia de la enzi-
ma especifica.

Esto sucede hasta en las reacciones més comunes como la
formacién de &cido carbbnico a partir de biéxido de carboro-
y agua, reaccién muy importante en la funcién respiratoria.

La velocidad durante la fase de la reaccién 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 permanezcan constantes. En estas condiciones la-
velocidad de la reaccién aumenta linealmene con la cantidad-
de enzima, esto es, en persencia de una cantidad doble de en
zima, la misma cantidad de substrato requiere de la mitad -
del tiempo de reaccidn.

Si la concentracién de la enzima se mantiene constante-
en el sistema, el tiempo de la reaccién se ve influenciado-
por otros factores incluyendo las concentraciones del subs-
trato y del producto, la presencia de activadores o inhibi-



dores, la temperatura y el pH.

I.4 ESPECIFICIDAD. (1)

La mayorfa de las enzimas son altamente especificas y -
catalizan solo una reaccién o actdan sobre el isdmero de un-
compuesto en particular. Otras son mernos especificas y pue-—
den catalizar diversas reacciones comidmmente relacionadas.

Por otro lado, la misma reaccidén puede ser catalizada -
por un buen nimero de enzimas, diferentes en sus caracteris-
ticas especificas y producidas por diferentes tipos de célu-
las. Ciertas células destacan en la produccidén de una o po—
cas enzimas especf{ficas. Las células de gléndulas animales y
membranas de mucosas, las de algunos tejidos vegetales, semi
llas, frutas, hojas y microorganismos especificos bio-Sinte:
tizan una o algunas enzimas en gran abundancia.

Estas son las c6lulas utilizadas en la produccidn indus
trial de las enzimas, agrupadas conforme al grado de especi-
ficidad.

a).- Enzimas absolutas.

b).Z Enzimas esterecespecificas.

c).- Enzimas de hidrolizacién genmeral.

d).- Enzimas que atacan ciertos puntos de una molécula.

1.5 COMPOSICION Y NATURALEZA QUIMICA. (1)

Todas la enzimas son protefnas, metaloprotefnicas o prg
tefnas conjugadas. La parte no preotefca se llama grupo pros
tético o'coenzime; la otra parte es la apoenzimay 2 la com-
binacién de ambos de denomina holoenzima.



1.6 CINETICA. (2)

Postulados:

a).- Una molécula de enzima y una molécula de Substrato se—.
combinan para formar un complejo o compuesto (en algunas oca
siones se pueden combinar més de una molécula de substrato -

con una de enzima).

b).- E1 complejp se rompe reversiblements, dando una molécu-
la de producto y la enzima original.

a).- La cantidad de la enzima permanece constante.

d).- La cantidad de substrato ligado a la enzima es muy pe—
quefia comparada con la cantidad de substrato total presente-
en la mezcla.

En la mayorfa de las reacciones enzimétices la veloci—
dad de reaccién es proporcional a la concentracién de la en-
zima, al-menps durante las primeras etapas de la reaccién.

La formacién del complejo enzima-substrato se puede re-

presentar por la ecuacién (‘l) y el rompimiento del compuesto
en la enzima libre y el producto final por la ecuacién 2).

E4S5 e—— ES (1)

ES ——> E+P (2)

E.- Concentraci6n de la enzima.-
S.- Concentracifin del substrato.

P.- Concentraci6n del producto.



ES.- Concentracién del complejo Enzima-Substrato.

Estableciendo las condiciones de equilibrio se obtiene:

K= (E- ES)(S = ES) —0____ (3)
(es

K.- Constante de equilibrio
La ecuacién (3) puede simplificarse cuando la concentra
cién del substrato es muy grande comparada con la concentra-

cién del complejo (ES).

Ecuacién resultante:
K

(e — €s) (s) —— (a)

(es)

Se considera a la ecuacién (2) como el paso determinan-
te de la reaccién.

La ecuacién de velocidad para el paso determinante que-
darfa:

vs (k) (es) (s)

K.- Contante de velocidad. |

v.- Velocidad de reaccién.

Despejado (ES) de (4) y substituyendo en (5) queda la--

expresién:
v = ‘k! ‘E! ‘gl (6)

K ¢S

Cuendo la concentracién del substrato es grande se tie-



ne:
K= SN6

la ecuacién (6) se reduce a:d

v (k) (€) = vm
donde Vm Velocidad méxima.

Substituyendo en lawecuacién (6) el témino (Vm) se obtiene:

v = (vp)(s) (2)

K+S

En las primeras etapas de la reaccién se puede conside-
rar que la concentracién del substrato es constants si este-
se encuentra en exceso y por lo tanto la velocidad de la = -
reaccién es proporcional a la concentrecién de la enzima. En
estas condiciones la reaccién sigue una cinética de orden cg
0 y al disminuir la cantidad de substrato la cinética se -
vuslve de primer orden, comportamiento que poseen la mayoria
de las reacciones enziméticas.

Expresado en forma diferencial la scuacién (7):

& = [(vp) (5) (8)
dt

K+§

Substituyendo. S= So- (es)
donde 56- Concentraci6n inical de la enzima unida al subs-

trato.-

Integrando la ecuacién (8) se obtiene:

= ‘V!I! ‘t! - ‘ES] (9)
K K

n :
5 - (€s)
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En el caso particular en que (S) es igual a (K), 1la ve-
locidad de la reaccién (v) es igual a la mitad de la veloci-
dad méxima (Vm) y la constante puede detemminarse evaluando-
la concentracién del substrato (S) a la mitad de la veloci-—
dad méxima, esta constante se coroce como constante de Mi- _
chaelis (Km) y es igual a K mientras se mantengen las condi-
ciones antes mencionadas.

A la ecuacién (9) se le conoce como la ecuacidén de Mi-.
chaelis Menten al substituir (K) por (Km). Esta ecuacién prg
senta desviaciones de un 0.08% pare valores de E/S = 0.01.

En la figura # 1 se muestran las desviaciones del mode-
lo cinético, con diferentes valores de E/S, en la hidr6lisis
del acetil, 1-fenil, alanin-éter por la quimotripsina.

En el estudio y disefio de reactores donde se llevan a -
cabo reacciones entre varios substratos, o btien, estdn pre—
sentes sistemas con varias enzimas gque catalizan reacciones-
en serie o en paralelo, resulta dificil estimar los mecanis-
mos cinéticos que se llevan a cabo. En el caso de utilizar -
la técnica de enzimas inmobilizadas, los efectos debidos a -
la difusién controlan la cinética de la reaccidn.

1.7 FUENTES DE LAS ENZIMAS. (6)

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

La seleccién de una fuente barata que contenga suficien
te concentracién de la enzima de donde puede separarse y pu-
rificarse con una pérdida minima de su actividad es el pri--
mer paso importante en su produccién. Comirmente las fuentes
bacterianas han resultado ser las més versltiles y de amplia
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Fig.1
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aplicacidén aunque una buena cantidad de enzimas comerciales-
se obtienen a partir de tejidos vegetales y animales.

Hasta ahora la Gnica manera de obtemer a las enzimas es
a través de microorganismos, plantas y animales. Existe la -
alternativa futura de llegar a sintetizarlas quimicamente.

1.8 OBTENCION Y PURIFICACION. (&)

En muchas aplicaciones industriales se utilizan mezclas
crudas de enzimas o extractos celulares simples. Ya que el -
objetivo principal del empleo de procesos enzim&ticos radica
en el uso de enzimas especificas que catalizan solo las reag
ciones deseadas son necesarias preparaciones relativamente-—
puras,

Por consiguiente es de especial importancia el empleo -
de técnicas que pemitan la separacién y purificacidn de las
enzimas en gran escala, con poca o ninguna pérdida de su ac-
tividad.

Los métodos més empleados en las etapas iniciales de sg
paracién son: ultrafiltracién, extraccidén, centrifugacién, -
precipitacidn fraccionada y dialisis. Para lograr la purifi-
cacién de la enzima los procedimientos subsecuentes pueden -
ser: técnicas de cromatografia, filtracién con gel, intercam
bio idnico y electroforésis.

El grado de dificultad en el proceso de separacién es-_
triba principalmente en el tipo de fuente y en la enzima gue
se desee aislar.
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1.9 PREPARACION DE ENZIMAS PARA USO INDUSTRIAL. (3)

La manufactura de productos comerciales de enzimas es -
esencialmente la misma, independientemente del origen de és-
tas (vegetal, amimal y microbiamo).

€l grado de pureza y el uso que se le de al producto oe
terminan las etapas del proceso de obtencidn.

Los procedimientos b&sicamente consisten de:

a).- Obtener una solucidn acuosa, por extraccién, del mate——
rial que contiene a la enzima. Algunos productos crudos son-
estructuras celulares en forma seca o liquida. Ocasionalmen-
te es necesario un tratamiento de ectivacién.

b).- Eliminar los residuos celulares de la solucidn por me——
dio de centrifugacién, filtracién o ambos.

c).- Precipi tar la enzima y secarla con aire o al vacfo.

A excepcién del secado casi todas las operaciones se -
llevan a cabo a bajas temperaturas (0-10°C), pare disminuir-
la desnaturalizacién de la enzima.

Se pueden obtener diferentes variedades del producto, -
desde mezclas crudas hasta enzimas puras, sacéndolas en va—
rios puntos del proceso.
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II

PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS DE IMPORTANCIA EN LA INDUSTRIA -
ALIMENTARIA
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I11.1 AMILASA (4)

Estas enzimas actian sobre el almidén, glicégeno y poli
sac&ridos derivados de estos, hidrolizando los enlaces &-1,

4 glucosidicos.

Se conocen tres claces de amilasas: @¢c-amilasas, P-ami
lasas y glucosidasas.

Las agamilasas (@ -1,4-glucan-4-glucanohidrolasa), -
se encuentran en plantas, mucosas de mamiferos. y microorga-.
rismos.

Algunas de las propiedades de las @ -amilasas son:

Peso molecular.- 50,000

Coenzima.- Una molécula des Calcio por uma de enzima.
pH.- 4.5-2.0

Temperatura de actividad.- 40-500C.

Las ©¢-emilasas (endoamilasas) rompen los enlaces en el
interior de la molécula del substrato en forma azarpsa.
Reaccién:

Almidén g(-omilgsq maltosa + maltotriosa + dextri

nas

Las et-amilasas se ven afectadas en su actividad por -
agentes quelatantes del ca** y metales pesados como; Hg ,-
CuH, Fett

- Las P-amilasas ( ©-1,4-glucan, maltohidrolasa), llamada-
también amilasa sacarogénica, se encuentra en algunos vegeta
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les como en la malta del trigo, cebada, los camotes y el fri
jol de soya.

Se han cristalizado cutro8-amilasas, algunas propieda-
des son:
Peso molecular.- 152,000 ($-amilasas del cemote)

pH de ectividad dptima.- 5.0-6.0

Temperatura de actividad.- fB-amilasa del camote; 60.65C.
Las f-amilasas hidrolizan al almidén y el glicSgeno de

rivando unidades de maltosa del extremo no reductor de la mg

lécula (exoamilasas). Causando una inversién en la configura
cién en la posicién del carbén anomérico de la glucosa de &¢

ap .
Reacci6n:
Almidén Paamilasa y maltosa + dextrinas
Los grupos sulfihidrilo son esenciales para la activi--

dad de la f@-amilasa y los agentes que actien sobre este gru
po inhiben la accién catalitica.

—Blucoamilasa (@¢-1,4-glucan-glucohidrolasa); esta enzi
ma es diferente de la y ) amilasas porque el producto fi--
nal de la enzimdlisis es la glucosa. Pueden obtenerse de va-
rias especies fungales del grupo Aspergillus y Rhizopus.

Algunas propiedades de la glucoamilasa son:

Peso molecular.- 68,000 (levadura).
pH de actividad.- 4.0-5.0.
Temperatura de actividad.- 50-600C.
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II,2 INWERTASAS (4)

La hidrdlisis de la sacarosa se cataliza por dos tipos-

de enzimas @¢-D-glucosidasas y B-O_fructofuranésidasas. A -
esta Gltima se le han dado los nombres de; invertina, sacara

sa y el mds comin invertasa.
Algunas de sus propiedades son:

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

pH d8 actividad.- 3.5-5.5
Temperatura de actividad.- 65-70¢C.

Reaccidn:
invertasa
Sacarosa + H 0 —— 0(+)glucosa + O(-)fructosa
Los iones de metales pesados particularmente de Ag’ - -

inactivan reversiblemente a la enzima. También los iones de-
Zn** surten el mismo efecto formando un dimero

II.3 LACTASAS (a)

Estas enzimas se encuentran en plantas como: almendras,
duraznos, chabacanos. También en microorganismos como: el As
pergillus oryzae, Aspergillus foetidus y Saccharomyces fragi

1lis,

Algunas propiedades de las lactasas son:

Peso molecular.- (Escherichia coli) 850,000

pH de actividad.- 7.0 (lactasa bacteriana)
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Reaccidn:
Lactosa _ia_ct_asa__’ Glucosa + Galactosa

La presencia de iones de metales pesados no parece afeg
tar ni favorecer la actividad de la enzima. Compuestos como-
el nitrofenil tiogalactésido, galactonolactona inhiben fuer-
temente a la enzima.

I1I.4 CELWASAS (4)

Las celulasas (@-1,4-glucan 4-glucanchidrolasas) se -
han clasificado de tres maneras:

a).- Las que rompen la celulosa cristalina que algunos auto-
res derominan como factor 01-

b).- B_glucanases y son de dos tipos exof-1,4 y g-1-d_glu-
conasas; a este factor se le denomina Cx.

c).- Las S@-glucosidasas, que muestran afinidad hacia las -
porciones moleculares més pequefias del substrato.

Algunas de sus prupiedades fisicas son:
Peso molecular.- (Tricoderma viride) C‘l -~ 48,000
C —_._ 48,000
X
b-glucosidasa ———- 32,000

pH de actividad.~ 5.2-5.8
Temperatura de actividad.- 42_47¢C,
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Reaccién:

C C. -
Celulosa ———» Celulosa—2—s Celubiosa -gluco Glucosa
reactiva sidasa

Las celulasas se inhiben fuertemente por los metales pg
sados como el Cu** y 81 Hg**.
1.5 PECTINASAS (4)

Estas enzimas se encuentran en plantas (tomate, frutas,
zanajoria, etc.) y hongos (Seccharomyces fregilis).

Algunas de sus propiedades son:

Peso molecular.- (tomate) 24,000

pH de actividad.- Poligalacturonasas de plantas —_ 4.5-2.5
Metil esterasas de plantas —.-.— 3.3-3.5
Liasas fungales 9.0-8.3

Taenperutura de actividad.- Liasas de bacterias —__ 35.45¢C
Metil esterasa microbiana —- S0oC

El rompimiento de los enlaces glucosf{dicos por las poli
metilgalacturonasas y poligalacturonasas procede con la adi-
cién de agua. Las liasas rompen los enlaces por transelimina
cién de hidrégeno en la posicién del carbdén cuatro y cinco.

Algunos cationes como el Ca**, Mg** Y EL NaCl activen a
estas enzimas.
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I1.6 PAPAINA (a)

La papaina, quimopapaina y lisozima son las principales
proteasas encontradas en el latex del fruto y &rbol del papa

yo.

Algunas de sus propiedades son:

Peso molecular.- Papaina 21,000
Quimopepaina —.. 36,000
Lisozimd@ —e——-. 25,000
pH de actividad.- 7.0
Temperatura de actividad.- 70¢C.
La papaina es una de las protsasas que possen un grupo-

sulfihidrilo el cual interviene directamente en la accién de
la catélisis.

La papafna posee una amplia especificidad, puede hidro-
lizar pequefios péptidos al igual que protefnas.

La accitn de iones pesados o agentes oxidantes inacti--
van a la enzima.

I1.7 BROMELINA (4)

La psresencia de una fuerte enzima proteolitica en el ju
go fresco de la pifia ha sido reconocida desde hace mucho - -
tiempo. La enzima se encuentra en el fruto y en el tallo de-
la planta.

Algunas de las propiedades de la bromelina son:
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Peso molecular.- Bromelina del tallo —- 33,200
" " del fruto -—-- 18,000

pH de actividad.- 6.0-8.0

Temperatura de actividad.- 600C

La reaccién de hidrdlisis catalizada por la bromelina -
semeja al de la papaina, al igual que en la especificidad -
hacia los substretos.

Reaccidn:

AH.CH X 2EELING g« i o, + HOODX
A A

A = Glicina, Lisina, Arginina, Leucina, Tirosina
Siendo una proteasa con grupos sulfihidrilo, la accién-

de iones de metales pesadns y agentes oxidantes inhiben su -
actividad.

I1II.8 FICINA (4)

La enzima se obtiene a partir del latex lechoso del hi-
gado verde.
Les propiedades de la ficina son:
Peso molecular.- 25,000
pH de actividad.- 3.5-9.0
Temperatura de actividad.- 62.00C

Le forma de le accidn hidrolftica de la ficina es same-
jante a la de la papaina y bromelina. Es una proteasa con -
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grupo sulfihidrilo.

1I.9 TRIPSINA (4)

La tripsina es una endopeptidasa. Posiblemente es la -
proteasa que més se ha estudiado. Se forma en el tracto in—-
testinal por un precursosr inactivo denominado tripsinégeno,
excretado por el pancreas.

Algunas ds sus propiedades son:

Peso molecular.- 23,000
pH de actividad.- 7.0-9.0
Temperatura de actividad.- 37¢C
La enzima posee una estrecha especificidad sobre cier—-

tos enlaces péptidns, bésicamente los que unen los aminoéci-
dos lisina y arginina.

Consecuentemente la hidrlisis de una protefna da como-
resultado la formacién de fragmentos péptidos relativaments-
grandes, con terminales carbox{licas de lisina y arginina.

Reaccidn: (5)
-—--Gli— Glu —Arg-;— 1] ~mef g e T4

punto de
ruptura

Esta enzima no se inhibe por los reactivos al grupo sul
fihidrilo comures, ni por oxidantes suaves. Se inactiva este
quiométricemente por el diisopropilfosfofluorhidrato. Tam- -
hién con protefnas naturales como el inhibidor del frijol de
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soya, el inhibidor de trigo y sl inhibidor del frijol de li-
ma.

I1.10 QUIMOTRIPSINA (4)

€l jugo pancredtico del ganado bovino contiene dos for-
mas distintas de quimotripsina las que se han denominado A y
B.

Sus propiedades son:

Peso molecular.- 25,300
pH de actividad.- 7.0-9.0
Temperatura des actividad.- 370C

La quimotripsina actia preferentemente en los enlaces -
cuya parte carboxflica se deriva de aminoécidos gue contie——
nen una cadena lateral aromdtica como la fenil alamina y ti-

rosina, o una cadena lateral voluminosa de naturaleza hidro-
fébica. T

Reaccién: (5)
- Ala e Lgy —Tir +Leu —Val -

punto de
ruptura
Se inhibe selectivemente con el diisopropilfosfofluorhi
drato.
II.11 PEPSINA (4)

La pepsina es una proteasa 4cido-gfdstrica. Se encuentra
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en la mucosa estomacal de los animales en forma inactiva a -
esta forma se le conoce como pepsindgeno.

Algunas de sus propiedades son:

Pesp molecular.- 33,000
pH d8 actividad.- 1.0-4.0
Tamperatura de actividad.- 370C
La accidn de la pepsina es de amplia especificidad, ac-
tia preferentemente sobre los enlaces péptidos con cadenas -

laterales arométicas, también hidroliza los enlaces del &ci-
do glutémico, cistefna y sistina.

Reaccién:
- Fen—3—Val—Aspar— His —§—Leu—Val
punto de punto de
ruptura ruptura

La polilisina se combina répidemente con la enzima ac—
tuando como inhibidor competitivo.
II.12 RENINA (a)
La renina es una proteasa écido-géstrica, su utiliza—-
cién en la coagulacién de la caseina de la leche para elabo-

rar el queso es de sobra conocida.

La enzima tiene mucha similaridad con la pepsina y se--
encuentra presente en el cuarto estémago de los becerros.

Las propiedades de la renina son:



Peso molecular.- 31,000
pH de actividad.- 5.0-6.0
Temperatura de actividad.- 400C

Se supone que la renina convierte a la casefna en p—ce-—
seina la cual precipi:a en presencia de iones de calcio.

€1 proceso puede separarse en dos etapas, en la primera
la caseina se convierte en p-caseina mediante la enzim§lisis.
En la segunda etapa la p-caseina coagula por la accién del -
calor en presencia ds iones de calcio.

II.13 LIPASAS (a)

Nuchos tejidos de érganos y fluidos de memiferos contie
nen lipasas. La més conocida de estas enzimas es la lipesa -
pancreéftica.

Algunas de las caracteristicas de la lipasa pancreética
son:
Peso molecular.- 48,000
DH & ”tividadc- 8.0-9.0
Temperatura de actividad.- 30-400C,

Reaccién:
1,2-diglicérido glicerol
Triglicéridos 2-monoglicérido =) +
+ 4cido
1,2-diglicérico é4cido graso graso

+
4cido graso
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La mayorfa de los detergentes anidnicos inhiben la ac—
cién de la lipasa pancreé&tica mientras que los catiénicos in
crementan la hidrélisis.

II. 4. QLUCOSA OxTASA  (4)

Esta es una de las més importantes oxidorreductasas de-
origen micrubiano en la industria alimentaria.

Algunas de sus propiedades son:

Peso molecular.- 192,000 (Aspergillus niger)
pH d8 actividad.- 4.5-72.0
Temperatura de activicdad.- 30-60°C.

Una d8 las principales caracteristicas de esta enzima -
es la estrecha especificidad que muestre sobre la D-glucosa.

Reaccién:

Glucosa + 02 L__) ucosa &cido glucénico + H202

oxidasa
Los iones de cobre inactivan a la enzima, también la -
arabinosa actia competitivamente como inhibidor.
II.15 CATALASA (a)
Esta enzimae se obtiene de alguros tejidos, de plantas -
como la hoja de espinaca y algunos microorganismos como el -

Aspergillus niger.

Alguros de sus propiedades sor:
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pH de actividad.- 7.0 (catalasa del hfgado)
2.0-7.0 (Aspergillus migsr)
Tanperatura de actividad.- 25¢C,

II.16 GLUCOSA ISUERASA (4)

Muchos organismos han sido identificados como fuentes -
de O_xilosa isomeresa conocida también como D-glucosa isome-
rasa.

Sus propiedades son:

pH de actividad.- 6.5-8.5
Tempesratura de actividad.- 40-85¢C.

La glucosa isomerasa requiere de una catién divalente -
como Mn, Co, o Mg para manifestar su actividad catalftica.

La isomerizacién de la O-glucosa a D-fructuosa es una -
reaccién reversible.

Reaccidn:

0-Glucosa 4..?_:.%:%_:;’ O-fructosa

++ ++ ++
La enzima se inactiva con iones de Cu , Hg , y Zn .
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III.1 GENERALIDADES EN LA PRODUCCION DE AMILASAS. ()

En la industria alimentaria, solo urpbs cuantos microor-
ganismos estln considerados como irmofensivos por las autori-
dades sanitarias (no manifestar patogenicidad). Por 1o que -
las empresas fabricantes se han limitado a desarrollar varig
dades y mutantes de los microorganismos autorizados. Se en—
cusntran patentados cientos de procedimientos por medio de -
los cuales un cultivo estudiado se llega a modificar de tal-
manera que logra producir niveles aprovechables de la enzima

buscada.

III.1.1 SELECCION DEL MICRODRGANISMO (4)

Algunos microorganismos productores de amilasas en for-
ma industrial pueden ser; el Bacillus subtilis, Aspergillus-
cryzae, Aspergillus niger, Klebsiella aerogenes, Streptamy-—
ces.

Inicialments se parte de un cultivo crudo donde existe-
una flora abundante de microorganismos productores de amila-
sas, De este cultivo se toman varias porciones y se procede-
a desarrollarlos en diferentes medios (pH y temperamre), a-
bonando los ensayos con nutrientes comunes como el almidén, -
polisacéridos y sales minerales. Las cepas con mayor rendi--
miento se apartan y se les sujeta a ciclos reprmductives va-
riando en cada muestra la proporcidén y composicidn de los nu
trientes, pH y temperatura. E1 medio de cultivo en esta fase
de seleccidén se orienta hacia la identificacién de los orga-
mismos Gtiles. El proceseo selectivo se continda, basado en -
el criterio de rendimiento y estabilidad cel cultiv-.

Unz vez obtenida suficiente informacidn sobre la homoge
neidad del indculo seleccionado y la idee aproximada de la -
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combinacién de los nutrientes, temperatura y pH. Se procede-
a obtener la cepa que serviré de pie de cultivo de donde se-
extraerd la semilla para la fermentacidn industrial.

Los procedimientos de seleccién suelen ser enommes in-.
versiones de trabajo y tiempo.

El pié de cultivo debe conservarse y reproducirse en ——
condiciones especiales evitando la contaminacién y la degene
racién del microorganismo.

Las técnicas de seleccidén de orgenismos mutantes resul-
tan més laboriosas.

Comidrmente los primeros micelios mutantes producen bue-
nos resultados y se ha observado en los experimentos realiza
dos que en la cuarta o quinta etapa de reproduccién solo un-
peguefio porcentaje de los tamises muestran capacidad sobre—
productora de la enzima, por lo que la tutina de seleccidn-
resul ta abrumadora. Sin embargo en microorganismos fungales-
productores de glucoemilasas mezcladas con transglucosidasas
los mutantes derivados mostraron producir solo glucoamilasa-
lo que resulta muy conveniente en la produccién de glucosa.

Las mutaciones se llevan a cabo con radiaciones de luz-
ultravioleta, rayos X, etc.

Un micelio productor de amilasas se desarrolla en me- -
dips que contengan carbohidratos, fuentes de nitrdgeno y tra
sas de sales minerales.

III.4,2 MEDIO DE CULTIVO (4)

Seleccionar el medio de cultivo (sunergicb o de super-



31

ficie) y formular sus condiciores fisicoquimicas, es el as—-
pecto més importante en la produccién.

Los nutrientes que debe tener un medio de cultivo en la
fabricacién de amilasas Son:

-Carbohidratos (almidén derivado del mafz, papa, cebada, tri
go, soya).
-NitrAgeno, que se proporciona con sales de amonio, protefi-_

nas, licor de cocimiento de maiz, extractos de -
levaduras y residuos de micelios anteriores.

-Sales de fosforo.

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

Se ha comprobado que la presencia de ciertos compuestos
en el medio de cultivo inducen la produccién de la enzima de
seada. En cultivos de Aspergillus oryzae se indujo la produc
cién de isoamilasa.

El medio de cultivo @s un sistema complicado y debe mo-
dificarse a lo largo de la fermentacién altas concentracio—
nes de alguros azicares (glucosa, maltosa y otros polisacéri
dos) al inicio del cultivo, perjudican el crecimiento del mi
celio y disminuyen el rendimiento de la enzima.

En los cultivos sumergidos se recomienda suministrar pg
co menos de la aereacién Sptima en las primeras fases de la-
fermentacidn.

La regulecién del pH en cualquier cultivo se hace con -
sales de 4cidos orgénicos, el control de este factor es de--
termminante para lograr un buén rendiriento de la enzima. Ge-
neralmente los vsalores del pH oscilar entre 6.8-8.3, Aunque-
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no existe regla a esta situaci6n. Sin embargo, ya este den—
tro del rango alcalino o &cido el pH deberd modificarse a lo
largo de la fermentacién.

III.1.3 TIPO DE CWLTIVO. (1)

Los cultivos pueden ser de superficie o sumergidos. Los
cultivos de superficie son sélidos, semisélidos o liquidos.-
Se efectlan en charvlas, platos o tambores rotatorios.

La preparacidn del medio de cultiw incluye:

a).- Esterilizacién del equipo y los componentes del medio -
con vapor y substancias quimicas.

b).- E1 acondicionamiento de la temperatura (25-35 oc) y de-
de la humedad se hace con aire filtrado, purificado y -
humidificado.

Los cultivos s6lidos emplean materiales baratos como la
cascarilla de mafz, salvado o cebada donde se deposita el -
inSculo Hdel cultivo. Los perfodos de fermentecién oscilan en
tre 30 y 150 horas.

Los cultivos sumergidos son de los més empleados en la-
producci6n industrial. Las condiciones favorables en que se-
lleva: a cabo la fermmentacién da como resultado mayores ren-
dimientos de la enzima.

El tipo de fermentador utilizado es un recipiente cerra
do con equipo accesorio de agitacién, aereacidn y enfriamien
to. Con 12 instrumentaci6n adecuada para controlar el pH y -
el régimen del intercambio de calor.



III.1.4 EXTRACCION Y PURIFICACION (14)

La solucién conteniendo a la enzima se filtra del medio
de cultivo, prosiguiendo a precipitarla con substancias como
el sulfato de amonio, acetona, caseina o tierras diatomaceas.

El percipitado obtenido se purifica disolviendose de --
nuevo, la enzima en solucién se recupera mediante procesos -
de dfalisis, ultrafiltracién o cromatograffa.

Esencialmente todos los procesos de obtencidn de enzi-.
mas semejan en sus procedimientos. La &l ternativa de la pro-
duccidn microbiana desplaza lentamente a las enzimas extraf-
das de 6ganos de animales o vegetales. Las extracciones di-—
fieren de los cultivos microbiaenos, en los inicios del proce
so donde se requiere de equipo de maceracidén y ruptura de pa
redes celulares (ultresonido, medios quimicos) la etapa de -
separacién y purificecién, salvo ligeras variantes, es la -
misma.

Las fermentaciones microbianas varfan en su procedimien
to dependiendo del tipo de cultivo o del tipo de enzima (ex-
tracelular, intracelular). Aungue el cultivo de superficie -
es ampliamente utilizado (en especial, en la obtencién de -
amilases). Los rendimientos logrados en los cultivos sumergi
dos y la facilidad de controlar a microorganismos contaminan
tes ha favorecido la preferencia por este proceso.

En el diagrama 2 se muestran las etapas del proceso de-
obtenciér, a partir de un cultivo sumergido. (7)

Las esporas o bacterias del cul tivo seleccionado provig
nen de ur in6ciilo (cepas liofilisadas o wuspendidas en gel)—
2] cunl ~e nulre previamente en condiciones idénticas a lan-
del tancue de semilla (1),
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III.1,4 EXTRACCION Y PURIFICACION (1)

La solucién conteniendo a la enzima se filtra del medio
de cultivo, prosiguiendo a precipitarla con substancias como
el sulfato de amonio, acetona, casefna o tierras diatomaceas.

El percipitado obtenido se purifica displviendose de ——
nuevo, la enzima en solucién se recupera mediante procesos -
de dfalisis, ultrafiltracién o cromatografia.

Esencialmente todos los procesos de obtencién de enzi-.
mas semejan en sus procedimientos. La &l ternativa de la pro-
duccidn microbiana desplaza lentamente a las enzimas extrafi-
das de 6ganos de animales o vegetales. Las extracciones di-—-
fieren de los cultivos microbianos, en los imicios del proce
so donde se requiere de equipo de maceracién y ruptura de pa
redes celulares (ultrasonido, medios quimicos) la etapa de -
separacién y purificecién, salwo ligeras variantes, es la -
misma.

Las fermentaciones microbianas varian en su procedimien
to dependiendo del tipo de cultivo o del tipo de enzima (ex-
tracelular, intracelular). Aungue el cultivo de superficie -
es ampliamente utilizado (en especial, en la obtencién de -
amilasas). Los rendimientos logrados en los cultivos sumergi
dos y la facilidad de controlar a microorganismos contaminan
tes ha favorecido la preferencia por este proceso.

En el diagrama 2 se muestran las etapas del proceso de-
obtenciér, a partir de un cultivo sumergido. (2)

Los esporis o bacterias del cul tivo seleccionado provie
nen de ur in6cilo (ceoan liofilisadas o suspendidas en gel)-
el cunl ~e= nulre previamente en condiciones idénticas a las-
del tancue de semilla (1),
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La cantidad de semilla inoculada al fementador (III) —
influye en el correcto desarrollo de la fermentacién, los -
cultivos sumergidos requieren de indculos mds pequefios en -
comparacidn con los cultivos s6lidbs.

La fermentaci6n se efectla manteniendo siempre los nive
les requeridos de nutrientes, temperatura y pH, y al con- -
cluirse se procede a separer el micelio y las particulas en-
suspensién por centrifugacién (IV). La solucidn se bombea a-
un tamue de precipitacién (V) donde se recupera la enzima -
sometiendola a una segunda centrifugacién (VI). En el tangue
mezclador se prepara a la solucidn enzimdtica para someterla
a los procesos de purificacién (VII), (VIII), (Ix) (x).

Pueden obtenerse diferentes preparaciones enzimédticas a
lo largo del proceso obteniendo formas crudas, puras, concen
tradas o dilufdas.

En algunas aplicaciones no se requiere de productos ela
borados, y resulta econdSmico el empleo de preparaciones cru-
das de la enzima.

NOMENCLATURA DEL DIAGRAMA DE FLUJO.

I,- Tanque de semilla.

I1.- Tanque de substrato.
III._ Fermentador.

IV.- Primera centrffuga.

V.- Tanque de precipitacidn.
VII,- Tanque mezclador.

VIII,_ Equipo de purificacién (dializiclidn, ultrafiltracién-
o cmmatograffe).
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IX o Secacb!'.
Xo.~ Mezclador.

a).- Entrada de aire purificado.

b).- Salida de aire.

c).- Cultivo seleccionado.

d).- Agua de enfriamento (entrada)
@).- Salida del agua de enfriamiento.
f).- Agentes precipi tantes.

g).- Agua.



Etapas de un proceso de obtencién de enzimds
a partir de un cultivo sumergido
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III.2 GENERALIDADES EN LA PRODUCCION DE PROTEASAS. (4)

III.2.1 CRITERIOS DE SELECCION

En virtud de la baja especificidad de las enzimas pro--
teolfticas, es casi imposible seleccionar organismos que prg
duzcan solo la proteasa deseada, incorporando ciertos com- —
puestos protefcos en el medio de cultivo,

Sin embargo pueden seguirse algumos criterios en la se-
lecci6n de un organismo productor. Por ejemplo; la proteasa-
Acida, comimmente producida por hongos, posee un pH éptimo -
de actividad y estabilidad bajo. Ajustando el medio de culti
vo a un pH de 3.0-4.0, las oportunidades de desarrollar solo
el organismo productor de la proteasa &cida, se ven fawvoreci
dos. Lo mismo puede hacerse en la produccién de proteasa al-
calina.

El procedimiento de seleccién puede comenzarse en culti
vos de platos, conteniendo proteinas insolubles con poblacig
nes de microorganismos naturales o con mutantes de alguna ce
pa en particular.

De acuerdo a Keay y asoc. (1972) la seleccién de baci-—
los productores de proteasa alcalina, se hace con cultivos -
desaryollados en medios diferentes, utilizando como nutrien-
tes mezclas de triptosa-soye-caseinagar, caseinagar sales mi
nerales a diversas temperaturas (25-500C).

Las rutinas de seleccibn semejan a las mencionadas en -
la produccidén de amilasas. Se elige una cepa estandarizade -
de la cual c=e conoce; su comportamiento, ingredientes del me
dio de cultivn, el pH y la temperatura adecuadas. La cepe se
leccionada .2 procede a reproducirla en condiciones donde se
conserven .-, cualidades de produccidn y estabilidad.



TABLA 3.1

(a)

RENDIMIENTOS MAXIMOS EN UNIDADES INTERNACIONALES DE PROTEASA

MICROORGANI SMO

Bacillus megaterium ATCC 14581
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus cereus IFO 3215
Bacillus cereus NCTC 945
Bacillus polymyxa ATCC 842
Pseudomonas aeruginosa IFD 3080
Pseudomonas aeruginosa ATCC 7700
Basillus subtilis SP 491
Serratia marcescens NCIB 10351
Aeromonas proteolytica ATCC 15338
Aspergillus oryzas ATCC 11493
Aspergillus flavus ATCC 11498

Temp.

(eC)

30
30
26
30
30
37
37
37
26
26
26
26

Proteasa Tiempo

(u/m1)

a, 150
1,280
aa7
3,580
4,530
4,450
1,320
1,110
1,570
9,970
1, 190
1,540

(hr)

50
48
69
32
26
48
22
2.5
27.5
12
48.5
72
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Existe una gran cantidad de microorganismos productores
de varias clases de proteasas y muchas especies y variedades
de estos han sido patentados.

Aunque los organismos que se utilizan en la produccién-
industrial, en especial los que rinden grandes voldmenes, -

Son pocCos.

Probablemente el factor més importante en la seleccién-
de un microorganismo, una vez que ha sido aprobado como iro-
fensivo por las autoridades sanitarias, es el rendimiento de
la enzima que en un momento pueda proporcionar.

La tabla 3.1 indica los rendimientos méximos en unida—
des internacionales de proteasa, obtenidas en cultivos agita
dos de varios microorganismos.

III.2.2 SELECCION DE LOS NUTRIENTES Y DEL MEOIO DE CULTIVO:

SELECCION O L0 RITREENTE

En la produccién comsrcial de proteasas se utilizan nu-
trientes constituidos principalmente por material proteico.

A continuacién se mencional diferentes materiales cru—
dos que sirven de nutrientes en las femmentaciornes industrig

les.



Protefnas vegetales:

Cocido de semilla de algodén
Cocimiento de cacahuate
Cocimiento de frijol de soya
Mafz

Gluten de mafz

Licor de cocimiento de maiz
Salvado de trigo

Salvado de arroz

40

Contenido protéico
aproximado (%)

Protefnas animales

Casetna

Suero

Lactoalbdmina
Albimina de sangre
Hidrolizado de camrme
Cocimiento de pescado

Contenido protéico
aproximado (%)

90
35
a0
80
50-80
70-€0
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Protefnas microbianas: Contenido protéico
aproximado (%)
Extracto de levadura 50
Oesechos solubles de destilados 30-40
Levadura de forraje 50-60
Levadura de petrfleo 50-60

Si el cultivo es sdlido, el ingrediente principal del -
medio siempre seré salvado de trigo o de arroz. La formula—
cién exacta del medio de cultivo lograda después de larga ex
perimentacién (casi siempre de prueba error) por el fabrican
te es guardada celosamente.

La eleccidén de ciertos tipos de materia prima para el -
cultivo se hard en funcién de los costos y del rendimiento -
de la enzima. Las impurezas del cultivo, en ocasiones no pre
sentan problemas a excepcién de los cultiwos utilizados en -
la industria farmmacéutica. El evitar los tratamientos de pu-
rificacién a los materiales crudos que sirven de componentes
del medio d8 cultivo es una cuestién econdtica a considerar.

II1.2.3 METODOS DE CULTIVO (a)

Por razones econdmicas las proteasas usadas en grandes-
cantidades deberén producirse mediante cultivos sumergidos.

Las cepas fungales producen mejores rendimientos en cul
<ivns de superficie de medio s6lido. Este método aln se em--
c.ea en la pequena industria.

La renina microbiana se acostumbra producirla en cul ~i-
.-s de superficie (Arima 1967) en 1973 Aunstrop aislo une cg
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pa seleccionada de Mucor mihei, logrando propagarlo en fer—-_
mentaciones sumergidas para producir renina microbiana. La -
experiencia mostrard en cada caso individual el método de -
cultivo y la composicidn del medio, en la preparacidén de la-
semilla de indculo para el proceso industrial.

Los cultivos de bacilos requieren de una temperatura de
37¢C., E1 tiempo de desarrollo de un indculo liofilizado al -
nivel de semilla es de uno a dos dfas. El pié de cultivo se-
deberd iniciar con una cantidad de aproximadamente 10 célu-
las por mililitro. Dejando transcurrir 10 generaciones en el
fermentador de semilla, esto se lleva a cabo en lapsos de -
10-15 horas, Después se hace pasar el contenido del tanque -
de semilla al fermentador principal, representando el 3-10%-
del volumen final, el cultivw se continda por 48-96 hgras, -
esta etapa la concentracién celular seré de 1(:!9 a 0" cel./
ml.

El régimén de aereacién en la mayoria de las fermenta—
ciones es del orden de un volumen de aire por wvolumen 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 componentes del medio pueden escogerse de manera que el-
cambio deseado del pH se lleve a cabo por la accidn metabdli
ca del microorganismo, en sus diferentes etapas de propaga--
cién, una vez que se conozca el curso de cierto valor de pH-
necesario para lograr la méxima produccién de la enzima.

Las fermentaciores con hongos filiformes se hacen a tem
peraturas de 300C o meros. E1 tiempo requerido dependerd de-
la clase de enzima que se desee obtener y en la mayoria de -
los casos es mayor que en los cultivos de bacterias. En lo -
que respecta a la temperatura 6ptima, este debe estar en fun
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cién del mayor rendimiento de la enzima y no en el crecimien
t~ del micelio.

111.2.4 PURIFICACION (&)

Los extractos enziméticos de cultivos sélidos contienen
menos impurezas quimicas (Aunstrup, 1973). Estas soluciones-
pueden llevarse a un alto grado de concentrecifn y requieren
de volGmenes pequerios de solventes o sales para efectuar la-
precipitacidn, facilitando purificaciones subsecuentes.

En las preparaciones de proteasas, el grado de purifica
cién depende del uso al que estan destinadas. Por ejemplo, -
en la produccién de renina microbiana a partir del Mucor pu-
sillus se obtiene también una lipasa junto con la enzima coa
gulante, en los primeros extractos. La eliminacién de la li-
pasa es necesaria, para evitar el enranciamiento del queso y
puede hacerse mediante calentamiento controlado o ajustando-
el pH en la regién &cida.

Las proteasas no especi{ficas en las reninas, pueden ad-
sorberse en aluminosilicatos a un pH de 4.0-6. Algunas bentg
nitas al igual que la pemutita y atapalgitas sirven a este-
propésito, también se logran efectos semejantes con sflica -
coloidal, carbonita, kaolina y silica gel.

La purificacién de la enzima coagulante producida por -
el Baillus subtilis el cual produce también en grandes canti
dades pec-idasa alcalina (Labatt, Co. LTD, 1966) se realizé-
en un in‘ercambiador catibnico de carboximetilcelulosa con -
iones de Ca y Zn, el filtrado del cultiv~ se ajustb6 a un pH-
de 4.9 , = unua conductivicad de 1800. Al pasar la solucidn -
a través 2el intercambiador la peptidasa alcalina, componen-
tes neutroz y componentes cargados negativemente quedan en -
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la solucién dejando a la renina adsorbida, la cual se recupe
ra por elucién con una solucidén de NeCl al 0.07 M a un pH de
5.8 obteniendose una solucién enzimética que mostrd activi-—

dad coagulante sobre la leche.

€l diagrama (fig. 3) muestra en forma general los proce
sos que se efectian en la fabricaci6n industrial de las enzi

mas, (5)

NOMENCLATURA DEL DIAGRAMA DE FLUJO.

1.- Gléndulas animales o tejidos vegetales.
2.~ Exudados vegetales.

3.- Cultivwo de superficie.

4.- Cultivo de tambor rotatorio.
5.~ Cultivo sumergido.

6.~ Mezclador.

7.~ Secador.

8.- Productos crudos secos.

9.- Tanque de agua.

10.- Extractor.

11.- Filtro rotatorio al vacio.
12.- Filtro prensa.

13.- Concentrador al vacio.

Y.~ Refrigerante.

15.- Osmosis inversa.

10,. - Productos 1fquidos diluidos.



17.- Productos liquidos concentrados.
18.- Tolva de agitacién.

19.- Secador por aspersidn.

20.- Centrifuga.

21.- Secador de charolas.

22,- Molirno de martillos o de bolas.
23.- Productos estandarizados secos.

a).- Agua.
b).- Acetona, alcohol, (ma)zma.
c).- Sales estabilizadoras e ingredientes inertes.

d).- Ingredientes inertes.
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Procesos que se efectian en la fabricacién
industrial de las enZimas.
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II1.3 DESCRIPCION DE METODOS OE PRODUCCION O PURIFICACION.

PREPARACION DE & AMILASA: III.3.1 (7)

Este método describe la manera de preparar &-amilasa,-
a partir de una cepa del género bacillus sp. 38-2 0 Sus mu—
tantes. El microorganismo fué selecciocnado eri Japén.

El proceso de la produccién presenta las siguientes ca-
racter{sticas:

- Adicién de carbonato al medio de cultivo.

- La fuente de carbono puede ser almidén soluble o semejan—
tes.

- Extracto de levadure, peptona o licor de cocimiento de - -
maiz, como fuentes de nitrégeno

-~ Carbonato de potasio, carbonato de sodio o bicarbonato de-
sodio.

- pH; 10.5.

El cultivo se mantiene en agitaci6n y a 30-37°C dejando
la fermentacién por un perfodo de 24-64 horas.

€l pH inicial se debe ajustar entre 7.0-11 con las sa--
les de carbonato.

En caso de que el medio de cultivo contuviera azicares-
el pH Sptimo se encontrarfa entre 8.0-11.

La separacién se lleva a cabo en frio neutralizando la-
solucién y precipitando con etanol para secarse posteriormen
te. La amilasa obteride mostré actividad Sptima a pH de 4.5,
7.0 y 9.0.
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Ejemplo:
Composicién del medio:
Almidén soluble ——eeeeeeeee- 20 gr

K2HP04 - 1gr

Extracto de levadura ————-- 5 gr

Peptona 10 gr
0

ﬂgSJa.7H2 0.2 gr

La composicién se disuelve en S00 ml de agua y se este-
riliza a 1150¢C durante 15 minutos.

Una solucién de NazCl'.\3 en 100 ml de agua esterilizada -
por 15 minutos a 115°C se mezcla con la solucién del medio -
de cultivo. Se toma una porcién de 250 ml de la mezcla prepa
rada y se inocula con el Bacillus sp. 38.2, preincubado en -
el mismo medio durante toda una roche. E1l pH se ajusta alre-
dedor de 10 y se mantiene la solucién en agitacién. La fer—
mentacién se conduce durante 48 horas a 37¢C. Posteriormente
se remusven los residuos micelares y se afiaden 3 vollmeres -
de acetona precipitando a la enzima, el precipitado se lava-
con acetona cuidadosamente y se seca. De esta manera se obtu
vieron 11 gr de un polvo caf8.

El producto asi obtenido tiene un pH &ptimo de 9.0 y -
una actividad especi{fica de 200,000 u/gr.

PURLFICACION DE B _AMILASA III 3.2 (8)

La ﬁ-emilesa se encuentra en la cebade, malta, camote-
s frijol de soya as{ como en bacileos y se ottiene por extrag
cidn con 47ui 0 soluciones amortiguadas. Le zolucién de ex—
tracci6n ccrtiene impurezas de materia orgénica disuelta co-
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mo saclridos y péptidos de protefnas descompuestas. Los tra-
tamientos de purificacién suelen llevarse a cabo entre 20 y-
300C evitando la inactivacién de la enzima y la putrefaccién
del medio, pero disminuye la eficiencia en la concentracién-
y en la purificacién. Este problema se resolvid, agregando -
al medio acuoso un ién metélico divalente o trivalente que -
permite esterilizar la solucién conteniendo a la P-amilasa-
a 40-550C y la putrefaccién se evita ajustando el pH adecua-
damente.

Para lograr un producto de alta pureza, se eliminan los
materiales de poca solubilidad en condiciones donde la enzi-
ma permanasca estable. Las impurezas més comunes son protef-
nas con puntos isoeléctricos a un pH de 4.0-6.0 y pueden eli
minarse mediante procedimientos convencionales como la preci
pitacién con 4cidos, deionmisacién a bajos niveles de satura-
cién y agregando tierras alkalinas. Se agrega también un com
puesto metdlico que pueda liberar un ion trivalente o diva—
lente en medio acuoso. Algunas de estas sales son hidréxido-
de calcio, magnesio, bario o aluminio.

Estas sales metdlicas se mezclan con &cidos como el hi-
droclorhidrico, fosférico, l&ctico, citrico y tartérico. El-
compuesto metAlico debera estar en proporcién no menor de -
0.1% en peso en la solucién de P-amilasa.

El pH de la solucién resultante se ajusta a un valor de
5.0-7.0. Dentro de este rango, los valores bajos son més re-
comendables para prevenir la putrefaccién.

La solucién final de P-amilasa es bastente estable a -
temperaturas de 40-500C durante ur tiempo relativamente lar-
gn sin pérdida de la actividad.

€l tratamientn mAs ventajoso en la purificacidn es el -
de la sepsracidén por membrana, Este es, un procedimiento r.on
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vencional de separacidn de particulas de bajo peso molecular
de las de alto peso molecular, en medio acuoso, utilizand -
la permeabilidad selectiva de una membrana de mansra de au--
mentar la concentracién de los compuestos de alto peso mole-
cular y elevar el nivel de pureza.

La presencia del ion metélico trivalente o divalente auy
menta la eficiencia en la permeabilidad y favorece la deioni
2acidn.

La temperatura que tolera este sistema enzimético aumen
ta el régimen de pemmeacién, logrando concentracién y pureza
en una solucién esterilizada de P-amilasa. Precipitando una
fraccién de la enzima con la sal apropiada como el sulfato -
de amonio, cloruro de sodio y secando el precipitado se ob—
tiene un producto de alta pureza.

Ejemplo:

La P-amilasa se extrajo de camotes, exprimiendoles el-
jugo, al cual se le separa del almidén, obteniendose una so-
lucién impura, donde se encuentra la enzima.

Se procede a ajustar el pH a 5.2 con &cido clorhidrico,
removiendo las proteinas coaguladas y las impurezas, de esta
manera se obtuvieron 100 1lts. de una solucién de B-amilasa-
con 300 unidades/ml, a la que se le ajust6 el pH a 5.5 y se-
le agreg$ una mezcla de 200 gr de cloruro de aluminio disuel
to en 200 gr de agua.

La mezcla resultante con un pH de 6.8 fue concentrada a
S00C mediante ultrafiltracién hasta reducir el volumen a 10-

1ts.

La nctividad de 1la enzima en la solucion concentrada -
fue de 2700 u/ml.
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Ejemplo:

Frjol de soya macerado, es tratado con acetato en solu-
cién buffer a un pH de 5.4. E1 filtrado, consistente de 80 -
1ts de una solucién de J-amilisa con una actividad de 160 -
u/ml. Se le egregaron 200 gr de hidréxido de calcio y la mez
cla se ajusto a un pH de 6.6. La mezcla final se concentrd -
a 500C por &smosis inversa utilizando una membrana AS-197 -
hasta reducir el volumen a 8 1ts. El tiempo requerido para -
la concentracién fue de S horas y la actividad de la @-ami
lasa fue de 1,460 u/ml.

PREPARACION OE GLUCOAMILASA III 3.3 (8)

Muchos microorganismos producen glucoamilasa, como algu
nas cepas fungales del grupo Aspergillus. Por ejemplo: el As
pergillus miger, Aspergillus swamori, también cepas de la es
pecie Rhizopus y Endomices.

La concentracién de transglucosidasas y de gf-amilasas-
en las preparaciones de glucoamilasa es importante porque -
las transglucosidasas catalizan la formacidn de polimeros de
dextrosa no fermentables a partir de la maltosa, provocando-
una disminucién en el rendimiento de la glucosa. La o(-amila
sa en pequenas cantidades produce sacéridos de bajo peso mo-
lecular como la maltosa que es fécilmente transformada a glu
cosa por la enzima.

En las précticas 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 pasps a seguir dependen de las condi-
ciones necesarias para el desarrollo del microorganismo, los
nutrientes apropiados, pH, relacioner osmbticas, rdgimen de-
aereacién, temperatura y la menutencién de la pureza del cul
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tivo a lo largo de la fermentacidén. Para obtener rendimien—
tos méximos de la encima, las condiciones de la fermentacién
en el estado final deberan cambiarse de cierta manera, que -
no necesariamente seran las condiciones donde se obtengan el
desarrollo dptimo del microorganismo en las etapas de su cre
cimiento.-

La pureza del medio de cultivo es una condicién impor——
tante, especialmente si la fermentacidn se realiza en condi-
ciones aerdbicas.

Una vez concluida la fermentacién, se remueven las par-
ticulas celulares por filtracién o centrifugacién. La prepa-
racién de glucoamilasa puede usarse directamente en la saca-
rificacién del almiddén, o bien, concentrarse.

Este proceso se basa en el descubrimiento de que el amg
niaco (gas) o el hidréxido de amonio pusde proveerse al mew.
dio de fermentacién durants la produccién de la enzima. E1 -
descubrimiento mostro las siguientes ventajas importantes: -
elimind del medio de cultivo la utilizacién de los siguien——
tes compuestos: NaOH, las sales de amonioc y parte del licor-
de cocimiento de mafz. Dando como resultado una solucién de-
glucoamilasa con menos sflidos solubles y consecuentemente -
al emplear esta preparacifn enzimética en la conversidn del-
almidén a dextrosa, la contribucién al contenido de ceniza -
del hidrolizado disminuye considerablemente, por lo que el -
tiempo de vida de los dispositivos de resina de intercambio-
i6énico para eliminar estas impurezas se prolonga.

Este procedimiento presenta algumas ventajas mls; como-
la recuperacién sencilla de la enzima del nutriente y con -
rendimiertos del 70% arriba de los proceos convencionales, -
también 12 actividad ce la transglucosidasa disminuye consi-
dzrablemer te,
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Ejemplo:

En este ejemplo se ilustra la utilizacién del amonfaco-
(gas) en la produccién de glucoamilasa y se comparean los re-
sultados con los obtenidos por los métodos utilizados comin-
mente donde se emplea NaOH como agente neutralizants.

Un fermentador agitado con bafles de 2000 galones, con-
fuente de aire esterilizado se carg6 con un medio preesteri-
lizado conteniendo los siguientes ingredientes:

Almidén de mafz ————— 800 1b
(N 4)2&‘40 4 15 b

Licor de cocimiento de mafz —————_- 25 galones

y agua suficiente hasta lograr un wlumen de 1000 galones.

Un inSculo de Aspergillus awamori NRAL 3112 se agrega -
al medio de cultivo en el fermentador. La temperatura se man
tuvn a 100°F y el régimen de aereacién a 0.5 wol. de aire -
por vol. del medio por minuto, dejando transcurrir un lapso-
de 24 horas.

De la splcuién fermentada se tomo una porcidén para ino-
cular un medio de cultivo en un fermentador de 6000 galones-
con dispositivos de agitacién y aereacidn esterilizada.

La carga preesterilizada depositada en el fermentador -
consistio de: )
Almidén de malz ——eeee__- 15
Licor de cocimiento de mafz ——ee- 2

HPO e
(M, )2 PO, 1

Ourantc la fermentacidn la temperatura se mantuvo a - —
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950F y el régimen de aereacién se mantuvo a 0.8 vol. de aire
por volumen del medio por minuto.

El tiempo de fermentaci6n fué de 63 horas y el pH se -
mantuvo dentro del rango 3.8-4.2 agregando una solucidén de -
NaOh al 30%. De esta manera se llevaron a cabo cuatro fermen
taciones y los resultados obtenidos se muestran en la tabla-
3.2.

Otra serie de fermentaciones fueron llevadas a cabo - -
exactaments de la misma manera que las anteriores eliminando
el (N4 ) HPO y el pH del medio fue mantenido dentro del ren
go de 8 + 3.2, mediante el suplemento de N4, (gas).

De esta manera se llevaron a cabo 3 fermentaciores, y -
los resultados se muestran en la tabla 3.2.



55

RESULTADOS DE FERMENTACIONES
TABLA 3.2

Constituyentes del medio pH Agente  actividad
neutra de la en-
lizante 2zima

Almidén de mafz 15%
Licor de cocimiento de mafz 2% 3.8-4.2. NaOh 162

()%,

Almidén de mafz 15%

Licor de cocimiento de mafz 2% 3.8-4.2 NaOH 152
(ma)jwoa %

Almiddn de mafz 15%

Licor de cocimiento de mafz 2% 3.8-4.2 NeOH 148

(ogee %

Almidén de mafz 15%
Licor de cocimiento de fafz 2% 3.8-4.2 NaOH 163

("*4)2"’04 ®

Almidén de mafz 15%
Licor de cocimiento de mafz 26 5.5%0.2 N-Ia(gas) 270

Almidén de mafz 15%
Licor de cocimiento de mafz 2% 5.5%0.2 NH, (gas) 232

Almidén de mafz 15%

Licor de cocimiento de mafz 2% NHa(gas) 278

[8)]
&)
1+
c
N
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PRODUCCION OE LACTASA FUNGAL TERMOFILICA III.3.4 (8)

La lactasa extraida de fuentes naturales pueden utili-.
zarse en la hidr§lisis de la lactosa a glucosa y galactosa,-
que son fécilmente asimilables por el organismo humano. Una-
de les fuentes més conocidas de lactasa es la levadura Klu—
yveromices 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 -
pierde facilmente a temperaturas de 50-600C.

Otro problema comin, es que el organismo fuente no se—
desarrolla con la repidez necesaria, dando como resultado -
rendimientos pobres de la enzima.

A continuacién se describe un método de produccién de -
lactosa a partir de hongos temmoff{licos, a un ritmo comer- _
cial aceptable y con propiedades de estabilidad térmica. Es-
ta enzima puede utilizarse en productos lacteos con pH bajo-
como en el suero de mantequilla, yogurt y la crema agria don
de la lactasa se convierte a glucosa y galactosa derivando -
un producto mds dulce sin aumentar el contenido de calorfas.

No todas las especies, ni todos los géneros de hongos -
termofflicos son capaces de producir lactasa de alta activi-
dad termoestable. 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 térmi
ca. Pero es posible modificar las variedades que no llenen -
los requisitos de productividad o termoestabilidad, inducien
do al microorganismo con una apropiada seleccién o manipula-
cién del medio de cultivo.

Los organismos con caracteristicas termofilicas que no-
nrosperen en medios donde la lactosa es la dnica fuente cde -
carbono, se pueden inducir a desarrollar la habilidad de con
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sumir solo lactosa, desarrollandolos en un medio que conten-
ga lactosa y cualguier otra fuente de carbdn asimilable como
la glucosa. Transfiriendo al microorganismo de un medio a -
otro, disminuyendo gradualmente la proporcién de glucosa y -
aumentando la cantidad de lactosa hasta que el organismo pue
da desarrollarse en medios donde la lactnsa sea la Gnica ~ -

fuente de carbono.

Una vez que se ha completado el desarrollo del micelio,
este es cosechadn. No es necesario utilizar medios drésticos
de separacidn, pueden usarse técnicas convencionales como: -
filtracién, centrifugacién, precipitacién con &cido poliacri
lico, cromatografia de columna utilizando carboximetilcelulg
sa, cromatografia con gel utilizando productos Sephadex cong
cidos, al separar y purificar la fracci6n de lactosa o compg
nentes del micelio, no es necesario obtener un producto puro.

La lactasa producida tiene un alto grado de actividad y
la retiene a temperaturas de G0°C o m&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).- E1 pH donde manifiesta méxima actividad la enzima se en
cuentra en el rango de 4.0-5.0, que en la produccién -
del suero de mantequilla, yogurt y crema agria resulta-
el més adecuado.



PARDDUCCION DE CELULASA III.3.5 (8)

El principal componente de toco el reino vegetal es la-
celulosa, es el polimero més abundante del planeta. También-
es el material més abundante en los desperdicios. Por ejem——
plo: en la agricultura se tiene paja, hojas, cafas, vainas,-
cdscaras, bayas, etc.; desperdicios de madera en la forma de
aserrin, pedaceria, corteza, etc. en los desechos urbanos cg
mo papel.

La P-glucosa es el constituyente unitario de la celulg
sa, formando un polimero no soluble, pueden asimilarlo una -
gran cantidad de organismos y es la fuente principal de ener
gia en plantas y animales.

La utilizacién de la celulosa como fuente de glucosa o-
en otros productos utilizables, resulta incosteable pues el-
polimero es extremadamente resistente a la degradacidén. Algu
nos microorganismos tienen la habilidad de hidrolizar enzimd
ticamente a la celulosa, los rumiantes la convierten en pro-
teinas.

La enzima obtenida en este proceso convirtié 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 mireral -
conteniendo el 1% de celulosa cristalina o en cultiw sumer-
gido. La fermentacién se desarrolla durante 10 6 14 dias a -
28-29°C. La solucion del cultivo se filtra, removiendo los -
sdlidos residuales. El1 filtrado contiene de 0.5-0.7 miligra-
mos de protefma/ml. E1 pH del filtrado se ajusta a 4.8-5.0 -
con una solucién amortiguada de citrato, y merthiolato al -
0.005% para impedir el desarrollo de gérmenes, E1 filtrado -
del cultivo puede usarse directamente como preparacién cru--
da.
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La actividad de la celulasa en splucidn puede expresex-

se o medirse por el método de la hidrdlisis de carboximetil-

celulosa (unidades Cx/ml.) o por el procedimiento de ensayos

con Papel Filtro (actividad PF). La activicad de los filtra-

dos frescos se encuentra dentro del rango de 2.0-4.0 en acti

vidad PF, considerando que los primeros descendientes del or
ganusmo mutante doblan la actividad.

Si @s necesaria una solucidn de alta actividad pera - - .
efectuar hidrdlisis més répidas, se concentra la sglucién -
por medio de las técnicas convencionales de ultrafiltracidn-
o membranas que puedan retener moléculas del orden de 20,000
a 30,000, Une reduccién del 80% del volumen incrementa de -
tres a cuatro veces la actividad de la enzima.

OBTENCION DE PECTIN TRANSELIMINASA (PTE) III.3.6 (8)

Es bien conocida la accidén de las substancias péctices-
en la estabilidad de los sistemas coloidales en los jugos de

fruta.

Cominmente son necesarias dos clases de enzimas con ec-
tividades completamente diferentes, las esterasas y las gli-
cosidasas, parai degradar completamente a la pectina preserte
en el jugo de la frute

El primer tratamiento con pectin esterasa (rE) desprer-
de al ester metilo en la molécula de pectina produciendc fzi
do péctico. Subsecuentemente el tratamiento cor poligalactu-
ronasa (PG) rompe los enlaces @&t-1,4-galacturnricos del éci-

@ péctico.

La pectinasa utilizada en le clerificacién del jugo o -
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en la proporcidn correcta. Por ejemplo, la esterificacidn oe
la pectina, varia en funcidén de las especies frutales o en -
el método de la conservacién de la fruta.

Por lo tanto es necesario incrementar la actividad de -
la (PE) cuando se aplica a una fruta con alto grado de este-
rificacién En el caso de exceder la actividad de le (PE) -
més de lo necesario, resultaré que una gran cantidad de &ci-
do péctico gueda sin reaccionar y tiende a coagular fécilmen
te en la presencia de un écido a un ion metdlico como el Ca-
o Mg. Por esta razén cuando la (PE) y la (PG) se emplean en-
un tratamiento de jugos, la determinacidén de le proporcidn -
de (PE) y (PG) de acuerdo a las condiciones de la fruta es -
de importante consideracidn.

La Pectin Transeliminasa (PTE) es completamente diferen
te en su accién y funcidn de las enzimas anteriores (PE Y _
FG). Actla sobre la pectina en forma independiente y satis—_
factoria facilitando el tratamiento al jugo, logrando un - -
buen rendimiento y la clarificacién del producto. Esto se de
te a que la (PTE) reacciona con los enlaces o61,4-galacturdni
cos degradendo eficientemente a la pectina. Normalmente la -
(PTE) muestra actividad catalftica en un rango de pH de 3.0-
2.0 y la mayoria de las veces el pH Sptimo oscila de 3.5-6.0.
La temperaturade:actividad es de 30-70°C y el rango dptimo -
ce 45-65¢C.

El tratamiento al jugo de fruta con es‘a enzima consis-
te en agreger IPTE) al material qué va a tratarse; ya sea un
crocducto macerado o el jugo de la fruta preseda Si es nece-
cario, puede cgregarse una preparacién cruda de la enzimea en
los diferentes pasos del proceso; macerado, prensado y fil--
trado, manteniendo en pH de 3.0-€.0 y la temperatura de &45-—
£.00C,
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go se filtra o centrifuga removiendo los materiales sdélidos,
hasta lograr un producto claro. B

Algunos microorganismos empleados en la produccidn in—-
dustrial de (PTE) pertenecen al grupo Aspergillus como; As—.
pergillus orizae 1773, Aspergillus sojee 4B-ATCCC202325, As-
petrgillus sojae 22, Aspergillus saitoi 1540 y Aspergillus -
inui.

Ejemplo:

Un producto (Koji) obtenido del cultivo sSlido de Asper
gillus sojae 48 ATCC 20235 desarrollado en salvado por dos o
tres dfas fue extrafdo con un volumen de agua cinco veces ma
yor que el del cultivo, el extracto fue centrifugado dando -
una suspensidén transparente de la enzima. El precipitado que
se formo al agregar sulfato de amonio a la suspensidn enzimé
tica, en la cantidad necesaria hasta obtener un 40% de satu-
racidn, se colecta y se procede a formar otro precipitado -
agregando sulfato de amonio hasta un 75% de saturacidn, sepa
rando la enzima por centrifugacién.

€l precipitado completo se disuelve en peguefias porcio-
nes de agua destilada y la solucién 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 elucién y -
fue liofilizada hasta lograr un polvo enzimético.

Se continud la purificacién disolviendo el polvo liofi-
lizado de la enzima, en una solucidn buffer de acetato 0.1 M
ajustada a un pH 5.0.

Después 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 Sephader G-100. De esta
manera, ultracentrifugamante y electroforéticamente, se ob-
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tuvo una preparacidon de pectin transeliminasa purificada y -
homogenea absolutamente libre de cualquier otra enzima.

Un litro de jugo de manzana (veriedad: Jonathan) fue —-
tratado con (PTE) obtenida de la forma antes mencionada, el-
jugo se tratn durante 60 minutos y a una temperatura de 40cC.
La accién de la enzima fue detenida por calentamiento.

El producto se enfrio y centrifugo a 3000 rpm durante S

minutos el jugo resultante, extremadamente claro, posefa una
transmisién a la luz de 97.00 a 660 mP.

PREPARACION DE PAPAINA CRISTALINA III.3.7. (9)

Smith y coasociados desarrollaron un método de cristali
zacion de papaina a partir del altex de papaya comercial y -
también obtuvieron un derivado de mercurio cristalino.

Estos investigadores utlizaron @¢-benzil-L-arginin-ami-
da para estudiar la cinética de la enzima.

€l latex debe pulverizarse hasta obtener un polvo fino,
logrando de esta manera una extraccidn satisfactoria.

Las etapas del proceso son las siguiente:

I.- Se egrege 1 1t de NaCH 0.04 M y 100 gr. de tierras diato
maceas a 7kg. de latex hdmedo (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). Después de filtrar, el liquido residual se expri-
me, comtinando las fracciones del 1liquido.

II.- La solwcién filtrada se ajusta a un pH de 9 con NaCN 2
M (25 ri.) y se centrifuga. Al lfquido resultante se le
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agrega sulfato de amonio sélido hasta una saturacién de
0.4 (250 gr./1t.). se enfria y se filtra el precipitado

obtenido (73 gr. ).

III.- E]1 precipitado se disuelve en 600 ml. de NaCl 0.02 M -
(resultando un pH de 8.0-8.5), se filtra para remover-
impurezas que hallan quedado de la etapa anterior, y -
se le agregan 60 gr. de NeCl. La suspensién se enfrfa-
y centrifuga, enseguida se agrega una solucién de NaCN
0.02 M. hasta lograr 400 ml. (ajustando el pH a 6.5 -
con HC1 0.1 M.).

IV.- La suspensién se deja reposar durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente y se enfria a SoC durante 18 horas. -
El precipitado formado se separa por centrifugacién. =
Los cristales obtenidos se disuelven en 300 ml. de NeCN
0.02 m. neutralizado a temperatura embiente; después se
agregan poco & poco 10 ml. de una solucién saturada de-
NaCl. Pueden hacerse recristalizaciones repitiendo el -
tretamiento a la supensién.

Pueden efectuarse algunas modificaciones:

La extraccién 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 cisteina para activar a la enzima. En-
la etapa III los 600 ml. de cistéina 0.02 M. que reemplazan-
la solucidn de NeCN, se mantiene a un pH de 7.0-7.5.

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

PREPARACION DE FICINA III.3.e (9)

Con latex del &rbol de la higuera, fue cristalizada fi-
cina, clarificandolo y ajustando el pH a un valor de 5.0, -
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manteniendo la solucién por varias semanas a 50C. Formandose
cristales hexagonales. La recristalizacidn se logra redisol-
viendo a la enzima en HCL 0.02 M; filtrando y reajustando el
pH a 5.0. La enzima recristalizada fue incolora y libre de -
cenizas.

PREPARACION DE BAOMELINA III.3.9 (9)

Esta enzima, presente en las hojas y tallos, asf como -
en la fruta ds la planta de pifia. La bromelina puede precipi
tarse del jugo fresco de la fruta con; (r‘H‘,‘)zSﬂ4 a una satura
cién de 0.6; con acetona o alcohol.

El rendimiento es de 2 a 3 gr.1t/. de enzima impura, -
con el 25 al 100% de la activided del polvo comercial de la-
papaina.

TABLA 3.3
CANTIDAD DE PAPAINA EXTRAIDA EN LAS ETAPAS DEL PROCESD

Unidades de agtividad

Etapa Volumen mg. de proteina Totala
ml. por ml. x 10
I 17 200
II 15.5 39
III 420 16.5 9.7
ny 310 22.5 4.5

Las unidades de actividad estan dadas en unidades coagu
lantes de la lecre y una unidad coagulante es, la cantidad -
de papafna que coagula 5 ml. de leche en 1 minuto a 30¢C,



PREPARACION DE o¢-QUIMOTRIPSINOGEND III.3.10 (9)

Se trataron 10 a 15 pancreas de bovino, removidos irme-
diatamente después de sacrificadas las reses, y sumergidos -
en seguida en H_ SO 0.25 N a 0°C. Una vez que se retira la -
grasa y el tejido conectivo, las glérdulas se desmenuzan. -
Tres litros de pancreas desmenuzados se suspenden en 6 1lts.-
de H S0, 0.25 N a 5¢C y se mantiene el sistema a esta tempe-

ratura por 18 8 24 horas.

La suspensién se cola en capas de mallas; el tejido se-
suspends nuevemente en 3 1ts. de H_SO 0.25 N frio e irmedia
tamente se cola de nuevo. Los extractos se combinan y el re-
siduo celular se desecha.

Por cada litro de extracto se agregan 242 gr. de sulfa-
to de amonio sdlido hasta obtener una saturaci6n de 0.4. La-
mezcla se filtra en frio, se desecha el precipitado y el 11~
quido se satura con sulfato de amonio a un valor de 0.6 - -
(205 gr.1t.).

€l precipitado formado se deja reposar a S5¢C y se fil—-
tra a la misma terperatura en papel filtro suave. Obteniendo
un producto himedo de aproximadamente 100 gr; el filtrado se
conserva para preparar posteriomente ribonucleasa.

Cada 100 gr. de precipitado se disuelven en 300 ml. de-
agua y 200 ml. de solucién saturada de sulfat~ de amonio (20
a 250C). E1 precipitado se forma al agregar S gr. de celita-
y se desecha. Por cada litro de filtrado, se agregan lenta--
mente 205 gr. ce sulfato de emonio sdlido; el precipitado -
formado es de aproximadamente 90 gr. el filtrado se desecha.

Cristalizz=cién de & guimotripsindgeno:

Cada 100 gr. de producto obtenido de la Gltima precipi-
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tacidén se disuelven en 150 ml. de agua tratada con S0 ml. de
solucién saturada de sulfatn de amonic y el pH se ajusta a -
5.0 goteando NaOH S N. (cerca de 2 ml. por 100 gr. de precipi
tadr). La solucién se deja reposar dos dfas a 20-25¢C,

De esta mamera se forma gradualmente una gran cantidad-
de cristales de quimotripsindgeno, que se filtran, obtenien-
dose 25 gr. de producto.

CRISTALIZACION DE TRIPSINOGEND III.3.11 (9)

Pancreas de bobinos son tratados exactamente de la mis-
ma forma descrita anteriomente en la cristalizacién del qui
motripsinégeno. El1 licor madre y los lavados obtenidos en la
cristalizacién del gquimotripsinégeno, se ajustan a un pH de-
3.0 (color rosa, con naranjado de metilo 0.07%) con 1 ml. -
(aproximadamente ) de stna 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 solucién-
de sulfato de amonio saturado y 2 gr. de Filtro-Cel. La mez-
cla se filtra utilizando el vacio, en papel filtro suave y -
el precipitado se lava con sulfato de amonio a 0.4 de satura
cién y se desecha. Se mide el volumen del filtrado, y se - -
agrega un volumen igual de una solucién de sulfato de amonio
saturada. La mezcla se filtra utilizando el vacio. Después -
se vierte una solucién de sulfato de magnesio en H SJA 0.2 N
sobre el precipitado formando una capa de 5 mm. y se deje -~
gue permanezca en el filtro por uno o dos minutos. Se conti-
nda la filtracién hasta que la solucién de lavado es removi-
da.

A este precipitadn se le conoce como tripsinégeno crudo,



y puede purificarse o activarse a tripsina.

RENINA BACTERIANA III.3.12 (8)

En la produccién del queso es necesario coagular la le-
che para separar la casefna del suero. Usualmente se utiliza
una enzima que se obtiene del estdmago del becerro. Para po-
der obtener un buen rendimiento de queso y un proceso adecua
do de maduracidn, es de gran importancia que la actividad -
proteolitica de la renina sea baja, de manera que la meror -
cantidad de casefna se disuelva durante la produccién y el -
afiejamiento del queso.

La renina del estémago del becerro satisface estos re--
querimientos. Sin embargo esta visto, que en un futuro préxi
mo el abasto de cuajo de becerro seré practicamente imposi——
ble. Por lo que se han efectuado varios intentos de encon- -
trar enzimas coagulantes de la leche que posean las caracte-
risticas de baja actividad proteolitica.

Una larga serie de microorganismos producen proteasas -
que tienen efectns coagulantes sobre la leche, pero la mayo-
rfa de estos también poseen un efecto proteolitico considera
ble, de tal manera que la preparacién del queso se vuelve de
masiado lenta, forméndose otros péptidos, producto de la des
composicién de la casefna durante el afiejamiento del queso.-
Esto sucede con enzimas obtenidas del Bacillus subtilis y As
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 sumergido.

A continuacién se describe el proceso llevado a cabo en
una planta piloto:
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En un tanque de inoculacién se preparo el siguiente me-
dio de cultivo:

Almidén de papa 2.0 Kg.
Harina de soya 15 Kg.
Harina de cebada 5.0 Kg.
Amilasa bacteriana NOVO 5000 SKB 5.0 gr.
l::alZIO‘3 500 gr.
H20 40 1ts.

La mezcla se calento durante 30 minutos a 709C, después,
se hirvio a 1200C durante 90 minutos, inyectando directamen-
te vapor, al enfriarse la splucién el volumen fue de S0 1lts.
aproximadamente.

Se prosiguié a enfriar el medio de cultivo hasta 34cC, -
quedando listo para inocularse.

El inSculo se preparo en un matr&z Ferhbach conteniendo
esporas en agar con la siguiente composicidn:

Extracto de levadura 4.0 gr.
KZFFOa 1.0 gr.
Mga)a.7H20 0.5 gr.
Almidén soluble 15 gr.
Agar 20 gr.
Agua 1 1t.

Este mediz fue inoculado con la variedad del Mucor mie-
hi Cooney y Emerson CBS 370.65 incubado a 40¢C para la espo-
rulacién.
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Una vez inoculado el medio de cultivo en el tanque de -
samilla se fijaron las condiciones de agitecién a 240 rpm y-
el régimen de aereacién a 60 1lts. por minuto. La fermenta- -
cién se continuo por 48 horas hasta obtener un buen creci- -
miento de la poblacidn celular.

El contenido del tanque de semilla se trensfirid al fer
mentador principal con un medio de cultiv-~ consistente de:

Almidén de papa 8.0 Kg.
Harina de soya 6.0 Kg.
Cebada molida 20.0 Kg.
Amilasa bacteriana NOVO S000 SKB 25.0 gr.
CaD(J3 2.0 Kg.

Estos comporentes se hirvieron y esterilizaror .de la —
misma manera que la mezcla anterior, obteniendo un volumen -
de 200 1lts.

Una vez inoculado el io se fijo la agitacién a 400 -
rpm y la aereacién a 0.2 mt /min., se agregé aceite de soya-
y un agents antiespumante, el pH se mantuvo constante duran-
te la fermentacién a 6.5.

Después de 129 hores el contenido de la enzima coagulan
te en el cult’yn liquido fue de 2,500 unidades Kunitz de Re-
nina por litro.

LIPOLISIS CONTROLADA III.3.13 (9)
La 1ip6lisis espontdnea o no controlada ha plagado a la

industria alimentaria por muchos afos, produciendo sabores -
indeseables o fuerte rencidés en los productos. Recientemen-
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te se ha logrado efectuar este tipo de reaccidn en forma con
trolada, proporcionando productos alimentcios de buena cali-

dad.

Por 1o tanto, es una préctica comin en la industria de-
lacteos, el tratar las grasas de la leche con enzimas lipoli
ticas para producir ciertos sabores deseados.

La enzima lipolitica actla sobre los triglicéridos pro-
duciendo &cidos grasos libres, los cuales pueden convertirse
en otros compuestos. La cantidad y el tipo de &cido graso -
producido depende de la clase y cantidad de grasa en el pro-
ducto alimenticio, asi como del tipo de enzima que se use y-
el tiempo que se lleve el tratamiento enzimético.

En virtud de esto se derivo un sistema enzimético sabo-
rizante, definido en td8rminos de la actividad de la esterasa
(AE) en razén a la actividad lipolitica (AL) o sea (AE)/(AL).
La actividad de la esterasa es aguella que ejerce la enzima-
sobre las grasas solubles en agua, propiamente las grasas -
con cadenas de cuatro a diez carbones y la actividad de la -
lipasa, es la accién de la enzima sobre las grasas no solu—
bles, o sea aquellas con cadenas de 12 carbones en adelante,
particulamente de 12 a 22.

Se ha encontrado que el sistema lipolitico producido -
por ciertas especies del género Mucor y particulammente del-
Mucor miehei que tierne la propiedad de expresar mds activi -
dad de esterasa que actividad lipolftica mostrando relacio—
nes (AE)/(AL) mayores de uro.

La actividad de la esterasa se prueba con tributirina y
la de la lipasa se mide con aceite de oliva.

El sistema enzim&tico se recupera separéndolo del medio
de fermentacibén de la siguiente manera. E1 material micelar-
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se filtra a un pH écido (4.0-5.0) y la torta filtrada se so-
mete a extraccién cambiagdo el pH a la regidn alcalina de -
10-12. E1 extracto se acidula haste un valor de pH de 7.0 -
procediendo a concentrarlo por ultrafiltracién o evaporacidn,
y puede secarse por aspersidn. La preparacién del sistama en
2zimético de esta manera impide gue enzimas coagulantes gue--
den en dicho sistefa.

La enzima lipolitica recuperada puede utilizarse como -
saborizante agregandose a la leche, aceite de mantequilla, -
grasa de la leche, chocolate con leche, aceite de margarina-
o cualgquier triglicérido que se encuentre en los alimentos,-
produciendo sabores de leche o de mantequilla. Pueden tam- _
bién acelerarse o intensificarse los sabores naturales de es
tos productos. En triglicéridos vegetales como; aceite de al
godén, soya, mafiz, cacahuate, girasol, palma, coco. En los -
quesos imparte sabores de; queso pomanc, pizza, mozzarella,-
cheddar, suizo, blue cheese, parmmesano, etc.

Ejamplo:

Se transfirio una variedad de Mucor michel NRRL 13042 -
cultivado en aegar inclinado, en condiciones asépticas, a un-
matréz. Erlenmeyer de un litro conteniendo 200 ml. de los si

guientes componentes: %
Harina de soya (esterilizada) 1.5
Suero seco 3.0

Almidén de mafiz degradado enziméticamente 12.0
Agua 83.5

El matrdz inoculado se incuba en agitacién a 37°C duran
te 114 horas con un pH inicial de 6.0. El sistema enzimético
se recupera de la siguiente manmera. E1 caldo de fermmentacidn
se ajusta a un pH de 5.0 y se filtra. Enseguida se efectda -
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una extraccién al filtrado con una solucién diluida de NaOH-
a un pH de 10-11, el extract~ se acidula hasta un pH de 7.0.
La solucidn extraida se filtra y evapora hasta obtener una -
actividad de esterasa (AE) de 25.8 y una relacién de (AE)/—_
(AL) de 2.6. La solucién puede concentrarse aun mé&s, evapo-—
rando y secando, hasta obtener un sélido seco con una rela—_

cién de (AE)/(AL) de 3.5.

La primera preparacién (AE/AL = 2.6) se utilizé para de
sarrllar un sabor er 8l queso de la siguiente manera:

Muestras de una libra de queso cheddar de 2 a 4 semanas,
con un sabor suave, 8l queso fue molido en un aparato dcomés-
tico y se le adiciono la enzima hasta obtener una 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 cuales se man-
tuvieron en condiciones anaerdbicas para evitar el desarro-—-
1llo de mohos durantes 4 dias a 200C, Otras muestras se incu-
baron por 11 dias a 20°C.

Después del tratemiento se comprobo que el queso poseia
un perfil de sabor similar al producido comercialmente.

PRODUCCION DE GLUCOSA OXIDASA III.3 (14)

La glucosa oxidasa es una enzima altamente especifica y
puede pensarse que sus aplicaciones son bastante estrechas. -
Sin embargo, son de hecho numerosas, variadas y en algunos -
casos increibles.

Esta enzima puede obtenerse de los siguientes microorga
nismos: Aspergillus niger, Penicillium 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 erergfa en dicho organis-
mo.

La produccién de la glucosa oxidasa a partir del Asper-
gillus niger se lleva a cabn en cultivo sumergido.

Una vez concluida la fermentacién el micelio se rompe y-
la enzima se disuelve separendola de las paredes celulares, -
los residuos e impurezas son removidos por filtracidn o cen-
trifugacidn.

Concluidas las primeras etapas de purificacién, la enzi
ma se precipita de la solucién agregando solventes miscibles
en el agua como la acetona o el etanol. El precipitado se sg
para por filtracidn o centrifugacién y se procede a secar el
producto, del cual puede efectuarse una extracciém con solu-
ciones amortiguadas para obtener preparaciones liguides o -
bien expender el producto en forma sGlida. Ambas preparacio-
nes se tratan con estabilizadores y conservadores, aunque la
preparacidén en solucién es mucho més estable.

Ejemplo:

Se prepara un indculo en el laboratoric con un nimero -
aproximado de 4 x 108 esporas de Aspergillus miger por cada-
100 ml. de medio de cultivo y se mantiene en incubacién du--
rante 24 horas a 28°C., Antes de llevar a cabo la fermenta- _
cién principal se hacen dos ampliaciones del cultiv-~ mante--
niendo la relacidn de 10 ml. de indculo por cada 100 ml. del
medio a donde se transfiere.

El medio de cultivo esta constituido por los siguientes
componentes
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£

Sacarosa 5.0
Nitrato de calcio 0.2
Acido citrico 0.75
Fosfato monopotdsico 0.025
Cloruro de potasio 0.025
Sulfato de magnesio 0.025
Cloruro férrico 0.001
Licor de cocimiento de mafz 2.0
Agua 91.0

El tanque y el medio de cultivo se esterilizan con va-_
por a 15 psig. durante 30 minutos y se procede @& efectuar la
primera siembra del organismo, la agitaci6n se mantiene alrg
dedor de 300 rpm y el régimen de aereacidn es de un volumen-
de aire por minuto, la temperatura se mantiene a 28¢C dejan-
do transcurrir la fermmentacidén durante 16 horas.

Concluida esta etapa, el caldo de fermentacién se pasa-
a un segundo tanque con un medio de cultivo igual al ante- -
rior y esterilizados en la misma formma, dejando desarrollar-
al micelio durante 16 horas.

La tercera etapa se rgaliza de la misma manera, y se —
concluye la fermentacifén en las siguientes 16 horas.

Finalmente, se ajusta el pH a 5.6 con sosa calstica y -
se agregan CaCl2 y tierras diatomaceas como agentes autolfti
cos aumentando la temperatura para acelerar el proceso. El -
producto se lava y se filtra separando los residuos micela--
res, la solucién extrafda se precipita con (Ma)zsoa‘ El pro
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ducto se centrifuga y se seca.

PRODLCCION DE XILOSA ISOMERASA |GLLmSA ISOMEHASA! III.3.15
(8)

En este proceso se utiliza un organismo mutante, el - -
cual no requiere de xilosa para inducir la produccién de la-
enzima.

Elaboracidn de la cepa mutante:

Una seleccién de Streptomices olivochromogenes ATCC - _
21114 se tomé comp cultivo madre para generar la cepa mutan-
te, este microorganismo es una buena fuente de xilosa isome-
rasa.

€l microorganismo fue expuesto, en estado de espora, a-
una désis de luz ultravioleta, suficiente para matar al 97%-
de los organismos expuestos. Las esporas sobrevivientess fue-
ron trasladados a platos, y en cada colonia se comprobo la -
actividad enzimética.

Ya que el medio donde se desarrollaron las colonias mi-
celares carecfia de xilosa pare inducir la formacién de isomg
rasa, solo se escogieron aguellas que mostraron producir a -
la enzima. Estas colonias fueron aisladas y probadas exausti
vamente, comprobando que la cepa mutante seleccionada de he-
cho produce cantidades aceptables de xilosa isomerasa sin la
necesidad de usar xilosa en el medio de cultivo como induc—
tor.

Los pasos involucrados en este procedimientn fueron los
siguientes:

I.- Se desarrollo el microorganismo Streptomices olivochromg
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genes en almidén "Difco" y agar, agregando el agar, -
hasta un 2.0% esperando la esporulacién del cultivo. -

II.- Las esporas fueron cosechadas y suspendidas en 20 ml.-
de una solucién al 0. 1% de surfactante "Tween 80" agre
gando un agents dispersante "Marasperse C" al 0. 1%.

III.- La suspensién fue sonificada por dos descargas de 15 -
segundos cada una para romper las cadenas y terrones -
de esporas.

IV.- La suspensién de esporas se expuso, en un plato poco
profundo, a radiaciones de luz ultravioleta, matando -
en la exposicién al 97% de las espores.

V.- La suspensién resultante se diluyo (procurando obtener
100 colonias por cada plato) y se traslado a recipien-
tes del tipo Petri, conteniendo el siguiente medio:

2

S6lidos de melaza de mafz 15 (ED) 1.0
Extract~ de levadura "Difco" 0.05
Bactn peptona "Difco" 0.05
Bacto triptona "Oifco" 0.0s
Agar 1.5

€l pH se ajusta con NaOH a 7.5.

VI, - Se desarrollaron de 40 a 80 colonias por plato y fue——
ron aisladas subsecuentemente pare comprobar su abili-
dad en producir a la enzima en un medio ausente de xi-
losa o cualquier material gue la supla.



Caracterizacion de la enzima:

Se determino la constante de Micheselis (Km) de la reac-
cidn enzimética sobre dextrosa y xilosa. Esto fue hecho con-
el propdsito de conocer la afinidad de la enzima por estos -
substratos.

Todas las isomerasas examinadas que convierten directa-
mente a la dextrosa en levulosa son xilosas isomerasas. La -
determinacién fue hecha utilizando un extracto sénico del -
cultivo y se encontro que al actuar sobre la xilosa la cons-
tante (Km) fue menor que con la dextrosa. Esto establece que
la xilpsa es el substrato natural de la isomerasa, y que la-
enzima era una verdadera xilosa isomerasa.

La capacidad de las xilosas isomerasas (las mutantes) -
de aceptar a la dextrosa como substrato se debe a las similj
tudes estructurales en la xilosa y la dextrosa. Ya que los -
mutantes producen lavisomerasa en la presencia de xilosa o -
en su ausencia, la enzima es constitutiva y no necesariamen-
te inducida solo por la presencia de la xilosa en el medio -
de cultivo.

Ejemplo de isomerizacién enzimética:

Para demostrar la efectividad de la isomerasa producida
por las cepas mutantes en convertir la dextrosa a lewulosa,-
se hicieron varias conversiones. La preparacidén enzimdtica -
utilizada, consistfa de células enteras congeladas de la ce-
pa mutante del S. olivochromogenes CPC 3 o CPC 4. Las conver
sinnes fueron realizadas sobre un hidrolizedo del almiddn -
del mafz 95 (ED) utilizandp varias concentraciones de la en-
zima, la temperatura de la reaccién se fijo a 70°C y el pH a
6.25. Se agregd al hidrolizado, sales de aulfato de amonio y
substrato seco a un nivel de 0.01 M. y 600 mg./ml. respecti-
vamente.
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Ourante la isomerizacién, el hidrolizado se mantuvo ba-
jo una atmésfera de nitrigeno y en agitacisn, el pH se con-—-
trold por titulacién.

Los resultados fueron:

Tiempo de conversién en horas

16-18 40-44 64-66 88-90
Dosificacidn Conversién del hidrolizado 95 (ED)

u/gr. a ketosa. (%)
0.8 172.7 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 a3.a —_—
1.6 28.1 41.0 43.2 —
2.0 33.a a3.2 as.2 _—

En la tabla 3.4 se muestran los resultados del mismo proceso
conducido a 65°C y a un pH ligeramente més alto.



TABLA 3.4
RESULTADOS DEL. MISMO PROCESD CONDLCIOO A 650C

Tiempo de conversién en horas

22 43 as 88
pH Oosificacién Conversidn de hidrolizado 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 az2.1
6.50 0.7 16.9 3.9 31.9 36.3
6.50 1.0 2.4 33.3 38.8 42.6
6.75 0.7 18.9 28.2 33.6 37.2

6.75 1.0 22.1 30.1 36.0 39.5
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Iv.1

En la produccién de enzimas puecen considerarse las si-
guientes variables:

I.- Seleccibn del microorganismo.
II.- Desarrollo del microorganismo.
III. - Inductores.
IV.- Pureza y rendimiento de la enzima.
V.- Actividad.
VI.- Control de la actividad.
VII, - Estabilidad.

I.- 1 ismo. (Iv.1.1) (11)

La seleccién del microarganismo es el primer paso impor
tante en el desarrollo de un producto y para hacerlo se de—
ben considerar los factores de seguridad y localizacién de -
la enzima.

Hasta ahora solo 3 organismos se consideran completamep
te inofensiws como fuentes de enzimas para usarse en alimen
tos, Estos organismos son: Aspergillus niger, Aspergillus -
oryzae y Bacillus subtilis (reglamento sanitario de E.U.). -
Las enzimas de otros organismos deben satisfacer los requisi
tos impuestos por las autoridades sanitarias. Por ejemplo, -
las carbohidrasas produidas por el Phizopus oryzae o las en-
zimas coagulantes del Mucor miehi, mucor pusillus, Bacillus-
cereus y Endothia parasitica.

Normalmente, establecer la seguridad de un organismo y-
lograr la aprobacién de las autoridades sanitarias significa
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un considerable desembolso econdmico en investigacién. E1 -
costo depende del organismo de donde se derive la enzima y -
la forma en que se vaya a utilizar. Los organismos nuevos -
presentan mayores problemas en este aspectr. Son preferibles
aguellos que se manejan fAcilmente; muestran estabilidad en-
sus caracteristicas de rendimiento de la enzima, esporula- -
cién y en los requerimentos para su cultivo.

Los organismos nuevos, deben seleccionarse no solo evi-
tando los riesgos de patogenicidad, sino también la variabi-
lidad de la cepa. Siendo un organismo vivo, el cultive puede
cambiar con el tiempo. Se debe estar seguro que el organismo
que va a usarse afios después no sera diferente del organismo
(bdsicamente) que fue estudiado y aprobado.

Las enzimas se producen bajo condiciones estrictamente-
controladas y generalmente los productos finales deben estar
libres del organismo que los produjeron. Esto no es el caso-
cuando el cultivo entero se usa directamente como la prepara
cién enzimética, o cuando la célula intacta conteniendo a la
enzima se utiliza como sistema irmobilizado.

También se consideran los materiales empleados en la -
concentracidn y purificacién, de manera que los residuos que
se encuentren en el producto final no afecten al alimento. -
En alguros casos el activador puede ser un factor a conside-
rar. Por ejemplo, la glucosa isomerasa requiere de metales -
pesados para activarse, y estos son utilizados solo en un pa
so intemedio del procesoc para removerse completamente antes
de que la enzima reaccione con un producto que sera articulo
de consumo.

La locelizacién de la enzima es tembién un factor de se
leccibn a considerar. Las enzimas intracelulares tiemen la -
ventaja que se concentran en el tejido celular y pueden sepa
rarse fécilmente del caldo de fermentacién. Pero estando en-
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las paredes celulares, algunas veces la ruptura de las célu-
las libera otras substancias que es diffcil separar. Aungue-
muchas enzimas jamds son excretadas por las células vivas, -
relativamente muy pocas enzimas comerciales son producidas -
de esta manera (por ejemplo, la invertasa de la levadura).

Las enzimas secretadas, por otro lado, deben concentrar
se de soluciones muy diluidas del filtrado del cultiw, pro-
ceso que puede ser costoso. En general, su pureza es apreciag
blemente mejor que la de las enzimas presentes en extractos-
celulares, la mayorfa de los productos comerciales son de es

te tipn.

II.- Desarrollo de] micrporganismo. (IV.1.2) (a)

Industrialmente puede decirse que las enzimas se produ-
cen de dos maneres:

a).- Cultivo de superficie.

b).- Cultivo sumergido.

a).- Los métodos de superficie consisten en el desarrollo -
del microvorganismo en salvado himedo acidulado (ya sea trigo
o arroz). El salvado es en si, un buen nutriente en la pro—
duccién de amilasas, pero puede abonarse con otros nutrien——
tes y sales para mejorar el rendimiento. Puede también hacer
se pasar aire sobre la superficie del cultivo.

Este proceso se conoce también como el mé&todo ko ji cuan
do se utiliza arroz como substrato, son empleados los térmi-
nos de: cultivo semisdlido o de platos. Normalmente los le—-
chos del cultivo son de una a dos pulgadas de espesor para -
facilitar el intercambio de calor. Los japoneses han realiza
do investigaciones sobre lechos de volumen considerable (Te-



rui y Takano, 1960) .

Otra modificacién al proceso de salvado himedo, es man-
tener al sistema en movimiento mediante tambores rotatorios-
facilitando la aereacidn, homogeneizacidn y control del pro-
ceso. Este método fue probado extensivemente en el laborato-
rio en el period de 1930-1940 (Underkofler y asoc. 1939), y
ain se utiliza en la actualidad.

b).- En el cultivo sumergido se desarrolla el microorganismo
en medio 1igquido dentro de recipientes profundos, equipados-
con medios de aereacidn y agitacién. En la actualidad es el-
método més empleado en la produccién de enzimas, porque es -
més fécil de controlar que los métodos del salvado himedo, -
ademds el medio de cultivo puede variarse fécilmente. Gene—
ralmente el proceso se lleva a cabo en forma "batch”, pero -
puede modificarse a un proceso continuwo.

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

Muchos organismos son estimulados de manera de aumentar
la sintesis de determinada enzima, agregando un inductor al-
medio de cultivo. Originalmente se considero que el mejor in
ducter era el substrato de la enzima o una mbdificacidn de -
este.

Recientemente se ha demostrado que productos (o produc-
tos modificados) de la conversién enzimdtica también pueden—
inducir la formacién de la enzima. En algunos casos los éste
res de estos productos producen mejores resultados, por ejem
plo, los ésteres de disacdridos inductores, son més potentes
sue los disacdridos mismos. Posiblemente porque los ésteres-
no afectan el catabolismo del organismo.
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IV.- Pureza y rendimiento de 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 contami-—
nantes deberén cooperar en la reaccidn o reacciones a las -
que se destine el producto. Por ejemplo, las preparaciones -
de glucoamilasa contienen & y 9-anilasa que en los procesos
de sacarificacidén de almiddn favorecen la conversién del - -
substrato a glucosa.

En lo que respecta al rendimiento, se considera como -
bueno si un 10% de la protefna total, del filtrado del culti
vo o de el extracto celular, corresponde a la enzima buscada.

V.- Actividad. (Iv.1.8) (4)

La actividad de la enzima se determina tomando en cuen-
ta los cambios que se sfectian cuando actia sobre algin pro-
ducto.

Por ejamplo, las proteasas frecuentemente basan su ex-—.
presién de actividad en términos de unidades coagulantes de-
la leche, para uso en la prevencién del enturbamiento de la-
cerveza (chillproofing) o en unidades de digestién de la he-
moglobina cuando se utilizan como aditivos digestivos.

Frecuentemente, enzimas que estan considerados como una
sola entidad, contienen varias isoenzimas que de alguna mang
ra tienen propiedades diferentes.

La proporcién en que se encuentren estas isoenzimas - -
afectan en forma distinta cada sistema donde actdan. Por -_
ejemplo, la papaina que se eplica en el ablandamiento de la-
carne, la prueba de la turbidez a la cerveza y como aditivo-
digestivo.
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presién de actividad en téminos de unidades coagulantes de-
la leche, para uso en la prevencién del enturbamiento de la-
cerveza (chillproofing) o en unidades de digestién de la he-
moglobina cuando se utilizan como aditivos digestivos.

Frecuentemente, enzimas que estan considerados como una
sola entidad, contienen varias isoenzimas que de alguna mang
ra tienen propiedades diferentes.

La proporcién en que se encuentren estas isoenzimas - -
afectan en forma distinta cada sistema donde actian. Por —_
ejemplo, la papaina que se aplica en el ablandamiento de la-
carne, la prueba de la turbidez a la cerveza y como aditiwvo-
digestivo.
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Comérmente las enzimas comerciales, son mezclas en las-
cuales solo la actividad de la enzima principal se ha carac-
terizado y estandarizado.

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

El control de la actividad en algunas reacciones es de-
importancia (como en la coagulecién de la leche) y necesario
detener el efecto de la enzima una vez que ha cumplido con -
el efecto deseado. Una enzima comercial debe ser controlable
desde el inicio de su accién como hasta el final. En algunos
casos 8l substrato realiza este mecanismo, pues una vez ago-
tado la reaccidn se detiene.

VII. - Estabilidad. (IV.1.7) (11)

La preparaci6n de la enzima comercial debe hacerse en -
un solo lugar, y empacarse de manera que pueda enviarse al -
usuario, ademfs de poder almacenarse por un periodo razona—
ble de tiempo sin un cambio significativo de la activided.

Con este propdsito se agrega a la preparacién comercial
estabilizadores y conservadores, que en el caso de utilizar-
se en la industria alimentaria deberén ser inofensivos.

Las enzimas derivadas de animales y plantas han sido em
pleadas en cantidades relativamente grandes por varias déca-
das. Muchas de estas fuentes probatlemente continden emplean
dose por muchgs afios, porque algunas de estas enzimas tiernen
cualidades ecspecificas para cierto propdsito, o son un sub—
producto barato de otro proceso.

En la medida en que el costo oe las fuentes animales o-
vegetales aumente, la blsqueda de un reemplazo microbiano se
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acelerara.

Algunas aplicaciones comerciales, especialmente las que
utilizan productos de origen microbiano representan procesos
nuevos, répidos y controlados realizando conversiones que -
originalmente eran llevadas a cabn lenta o erréticamente por
microorganismos contaminando un producto natural.

Existe un buen nimero de aplicaciones industriales en -
que la célula viva continda siendo la fuente de la enzima mi
crobiana; la més conocida de estas es la produccidén de alco-
hol por medio de levadura.

Los productos microbianos no son la contraparte exacta-
de las enzimas de otras fuentes y es usualmente posible; se-
leccionando el organismo y el proceso de desarrollo, obtener
una o varias enzimas que reamplacen a otra dentro de ciertas
condiciones.



APLICACIONES.



V.1 APLICACIONES DE AMILASAS. (5)

Las amilasas tienen una gran variedad de aplicaciones -
en la industria alimentaria:

Manufactura de jarabes.
Manufactura de dextrosa.
Panificacién.

Produccién de alcohol.
Industria cervecera.
Modificacién de almidones.
Confiteria.

INDUSTRIA DE JARABES. V.1.1 (s) ()

La hidrélisis del almidén pare obtener azicares se ha -
practicado desdes principios del siglo, esto se lleva a cabo-
utilizando écido clorhidrico. Este proceso presenta proble——
mas si la reaccién se lleva mfs alléd de ciertos limites detg
riorandose el sabor y el color del jarabe.

Oebido a la especificidad de la catélisis enzimdtica y-
las bajas temperaturas de operacidn, se evitan las reaccio—
nes no deseadas. Ademds de emplear una baja concentracidn de
la enzima (o enzimes) evitando (o facilitando) la elimina- -
cién de esta (o estas) del sistema reaccionante. Ventajas -
que no presenta otro tipo de proceso.

El desarrollo reciente de sistemas immobilizados de en-
zimas donde estas se encuentran adsorbidas o quimicamente -
unidas a substancias insolubles en el medio de reaccidn, in-



crementan las ventajas de su utilizacién.

Estos sistemas de irmobilizados logran efectos bastante
eficientes y hacen posible el volver a utilizarlos. En algu-
nos casos los procesos con sistemas inmobilizados pueden lle
varse a cabo en forma continua.

€l grado de hidr§lisis del almiddén se expresa cominmen-
te en términos del equivalente de dextrosa (ED), que se defi
ne como las unidades de masa de glucosa pura requeridos para
reducir una cantidad estandarizada de solucién del reactivo-
de Fheling en el mismo grado que es afectada por une substan
cia seca de 100 unidades de masa de la substancia hidroliza-

da.

En la figura 4 se muestra el comportamiento de amilasas
fungales sobre hidrolizados del almiddn de mafiz preparados -
mediante catélisis Acida.

El aspecto m&s importante de los jarabes producidos en-
ziméticamente con alto contenido en glucosa-maltosa es que -
pricticamente solo manifiestan los sabores de los azicares.-
En cambio los jarabes hechos mediante la catdlisis dcida no-
pueden excederse en un 55% de dextrosa-maltosa sin desarro-—
llar un deterioro en el sabor. De tel manera que a través -
del proceso enzimético, los jarabes obtenidos de hidroliza--
dos del almiddn se utilizan en la produccidn de frutas enva-
sadas, bebidas, condimentos y pastelerfa.

Las curvas representadas en la figura 4 describen las -
siguientes reacciones: (4)
-Reaccién 1llevada a cabo por catélisis &cida (curva a-b),

-Composiciones obtenidas por la accién de amilase furgal so-
bre hidrolizados catalizedos con dcido hasta 50 D.E. (curva
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c-d).

~Accién de la B-smilasa sobre hidrolizados con &cido hasta-
20 0.E. (curva e-f).

-La curva g-h muestra la accién de la ¢<-amilasa sobre el -
substrato licuado y la curva h-i la accién adicional debida
a amilasa fungal o mezclas de familasa y glucoamilasa.

En el pafs se encuentren las siguientes industrias pro-
ductoras de jarabes: (12)
Industria Alimentaria del Surveste, S.A.
P& jaro Rojo, S.A.
Ambesco de México, S.A.
Carbo Jat Mex, S.A.
Complementos Alimenticios, S.A.
Jarabe Perla
Concentrados Peninsulares, S.A.
Laboratorios Krauss, S.A.
Laboratorios Mixim, S.A.

INDUSTRIA DE LA PANIFICACION. V.1.2 (4)

En la elaboracidn del pan se utilizan &-amilases y -
’.amilasas. La harina obtenida del trigo contienme cantidades
altas de f@-aemilasa pero muy poca @¢-amilasa.

Ourante la molienda del trign una porcidn de las grénu-
los del almiddén se dahan (apmximadamente del 6.7-10.5% del-
almidén total) afectando la fermentacién de la masa al elabg
rar el pan.
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La g-amilasa natural en la harina no afecta al almidé6n
dafiado ni tampoco al almiddén normal, pero la ec-amilasa si,-
produciendo dextrinas que posteriommente hidroliza la }-emi
lasa para derivar maltosa la cual sirve de substrato a la le
vadura.

Los métodos modernos de elaboracifn del pan requieren -
de una fermentacién rédpida y uniforme. La levadura necesita-
de azicares fermentables para establecer su metabolismo, el-
cual produce; 002, alcohol y otros productos. Usualmente se-
agrega sacarosa o dextrosa, pero esto no significa que se 1lg
gre una fermentacién adecuada para obtener un producto de ca
1idad.

El adicionar ec-amilasas a la harina no solo favorece: -
una fermentacién uniforme y continua si no que ademés, produ
ce azicares adicionales al pan ya elaborado. Estos azicares-
mejoran el sabor, color y las cualidades del tostado del pan

Las posibilidades de producir, enziméticaments, niveles
de azicares més alla de los requeridos para la fermentacidn-
de la masa debe someterse a consideracién. En los caso de -
que no se agreguen azicares, los resultados del suplemento -
enzimAtico son satisfactorios. Se han hecho procesos donde -
se aplican conjuntamente (¢t -emilasa y glucoamilasa obtenien-
dose un incremento en el volumen de la hogaze del pan, agre-
gando poca o ninguna azicar a la masa.

Es importante mencionar que las fuentes de las amilasas
influyen en el proceso, ya que estas difieren en su comporta

miento en funcién de la temperatura,

La figura S muestra la manera en que tres amilasas de -
di ferentes fuentes se ven afectadas por la temperatura. (5)

La preferencia por cualquier amilase (fungal, de ce- -
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real, o bacteriana) depende de las condiciones en que se de-
see llevar a cabo el proceso, o bien en las caracteristicas-
que se le quiera dar al producto.

El suplemento enzimético en la harina se practica tanto-
en el molino harinero como en el momento de elaborar el pan.

En los molinos se agregan aproximadamente de 10 a 15 -
uridades de e¢-amilasa por cada 100 gr. de harina, en la pa-
nificadora se agrega otro tanto dependiendo de la formula -
que el panadero este aplicando.

A continuacién se mencionarén algunas empresas que pro-
ducen harina de trigo: (12)
Cia. Harineroa de la Laguna, S.A.
Cia. Harineroa Rio Florido, S.A.
€1 Ouero, S.A.
El Ebro, S.A.
€l Nervién, S.A.
Empresas Longoria, S.A.
Harinera de Texcoco, S.A.
Harinera de Veracruz, S.A.
Harinera Euskaro, S.A.
Harinera Michoacana, S.A.
Industrial Harinera San Bartolo, S.A.
Negociacidn Harinera de Saltillo, S.A.
Productos de Harina de Monterrey, S.A.
Moliro de Trigo de Guadalajera, S.A.
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Industrial Harinera la Asuncién, S.A.
V.1.3

SACARIFICACION DE MACERADOS EN LA INDUSTRIA CEAVECERA Y DE -
DESTILACION.

La utilizacidén de la malta para la fermentacidn alcohd-
lica de granos es antiquisima. La malta se produce mediante-
la germinacién controlada de gramineas normalmente de cebada.
Ourante el proceso se forma &c-amilasa y se incrementa el -
contenido de P-amilesa. (5)

La malta contiene ademé&s carbohidratos, proteinas y sa-
borizantes que sirven de nutrientes a la levadura, o bien cg
mo componentes del producto, como en el caso de la cerveza.

Las amilasas presentes en la malta son solubles en agua
y pueden extraerse para obtener productos concentrados.

En la producci6én de la cerveza se emplea la malta junto
con alguna mezcla de almidones derivados del arroz o mafz, -
esta mezcla se diluye en agua y se lleva a ebullicién hasta-
lograr la gelatinizaci6én y licuefaccidn del almiddn, después
se enfria y se le agrega otra porcidn de malta. Se deja repg
sar y se hierve para inactivar a las enzimas y esterilizar -
la mezcla, se filtran los sélidos, se agrega la levadura y -
se deja fermentar Las operaciones finales incluyen filtra-_
cién y la adicidn de proteasas pare después envasarse.

En la destlacidén pueden usarse patatas, mafz, centeno-
o trigo como fuentes de almidbén. El1 material se ~uele y se -
mezcla con agua, se calienta bajo presidn gelatirizando al -
almidén y esterilizandolo. Al enfriarce se agrega la malta -
o las enzimus encargadas de llevar a cabn la sacrificacidn -
que al completarse se procede a fermentar la mezcla inoculan
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do levadura de un cultivo puro. Una vez completada la fermen
taci6n se procede a destilar el alcohol para uso industrial-
o como bebida, de esta manera se obtiene whisky, vodka y gi-
nebra.

Debido a su alta estabilidad térmica, las amilasas bac-
terianas, han encontrado aceptacidn en este tipo de procesos
y se emplean ampliamente; preparaciones de amilasas fungales
y glucoamilasa.

Se han efectuado investigaciones sobre la posibilidad -
de sustituir microbianamente a la malta en sus funciones de-
sacarificacién tanto en la fabricacién de cerveza como en la

destilacién de alcohol.

El uso de las enzimas fungales ha contribuido a reducir
los costos netos del alcohol producido, en parte por reducir
los requerimientos de la malta.

Estableciendo una comparacién del proceso realizado con
malta y el llevado a cabo con enzimas bacterianas y se ha en
contrado que al utilizar productos microbianos se obtiene un
rendimiento mayor de alcohol por fanega de grano empleado.

En el pafs se encuentran las siguientes comparifas cerve
ceras:
Cervecerfa Cuauhtemoc, S.A.
Cervecerfa Moc tezuma, S.A.

Cervecerfa Modelc, S.A.
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MANUFACTURA DE DEXTROSA CRISTALINA. V.1.4 (4)

La elaboracion de la dextrosa se lleva a cabo mediante-
la cristalizaci6n de los hidrolizados del almiddn. La mayor-
parte de la dextrosa comercial es un monohidrato de la @f-D
-glucosa. Este compuesto es menos dulce que la sacarvsa o la
fructosa pero es el Gnico azicar puro, comercializado, con -
propiedades dulcificantes.

La dextrosa es un carbohidrato necesario para la nutri-
cién humana; de fécil obtencidn, alta calidad, fermmentable,-
sabor dulce, alta estabilidad y de un costo relativamente ba
jo. Estas cualidades han difundido su utilizacidn como ingre
dienter en los alimentos.

La reaccién comercial cominmente involucra una prehidrd
lisis del almidén (generalmente procedente del mafz) con &ci
do o mediante una cetélisis con et-amilasas hasta lograr 15 é
20 (ED) seguido de une sacarificacién con glucoamilasa hasta
obtener un 90-95% en contenido de dextrosa. E1 licor secari-
ficado se filtra, refina, concentra y se procede a cristali-
2arlo.

La dextrosa cristalina posee un 99.5% de pureza (base -
seca) se recupera por centrifugacién y se seca hasta un 9.0%
de humedad. El licor madre recuperado se refina, concentra y
se somete a una segunda cristalizacién; el licor residual se
utiliza como materia prima para fermentacién industrial o en
la elaboracién del color de caramelo.

Las ventajas del sistema enzim&tico sobre la catélicsis-
&cida son las siguientes:

a).- Se obtienen mayores rendimientos de dextrosa. El conte-
nido de der‘rosa en el licor es del 55% apro~ imadamente =in-
importar la cantidad de dextrosa del material alimentado en-
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la primera cristalizaci6n. El rendimiento teb6rico en dextro-
sa cristalina puede expresarse de la siguiente manera:

Rendimiento = _Op - OF
Op - Of

Do.- % en dextrosa contermida en el licor sacarificado (base-
seca).

Dp.- % en dextrosa contenida en el producto cristalino (base
seca).

Df.- % en dextrosa contenida en la cristalizacién final.

Por ejamplo, un rendimiento de 99.5% de dextrosa obteni
da de un licor sacarificado conteniendo 95% de dextrosa, y -
el licor de la primera cristalizacidn 55% obteniendose un -
rendimiento de 90%. El1 rendimiento total serfa de 86% mien—
tras que el proceso catalizado con &cidb proporciono el 70%.

b).- Mejor calidad del producto cristalino, porque las solu-
ciones son més pures y los cristales obtenidos son uniformes
en tamafio y forma, favoreciendo la centrifugacidn.

c).- E1 alto contenido en dextrosa del licor sacrificado per
mite cristalizarla més rdpido. De manera que se logra obte--
ner mds dextrosa por unidad de peso de material introducido-
en los cristalizadores ademds de reducir tiempo en el manejo
del material.

d).- La hidrSlisis enzimAtica puede llevarse arriba de un -
30% en el contenido de dextrosa (base' seca) de manera qgue se
necesita evaporar menos agua obteniendose répida y econdmica
mente un concentrado listo para cristalizarse.

Los aspectos tecnoldgicos que son importantes en lograr
una eficiente sacarificacién enzimética, son los siguientes:
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a).- La preparacién de la glucoamilasa debere tener una alta
actividad catalitica, y no debera estar contaminada con - -
transglucosidasas.

b).- La dispersién molecular del substrato es necesaria para
facilitar la accién de la glucoamilasa.

c).- La concentracién del substrato tieme gren influencia en
el curso de la reaccién. El rendimiento de glucosa que puede
obtenerse con una cantidad dada de glucoamilasa decrece con-
forme aumenta la corcentracién del substrato.

Este efecto puede contrarrestarse hasta cierto punto au
mentando la cantidad de glucoamilasa, pero exite la posibili
dad de obtener reacciones de otra indole.

Esta situacién fija un 1fmite en el grado de conversién
para una concentracién dada de substrato.

Con los avances tecnolégicos logrados en la inmobiliza-
cién de las enzimas este problema ha sido resuelto. La glucg
amilasa inmobilizada puede utilizarse en un reactor de flujo
continuo logrando efluentes con alto contenido en dextrosa. -
En estas condiciones la enzima pierdes actividad lentamente -
ofreciendo las posibilidades de un proceso continuo y efi- -
ciente.

Compafifas productoras de dextrosa en el pafs: (12)

Aranguren y Cfa. S.A.
Fervig, S.A.

J.T. Baker, S.A. de C.V,
PolibAsicos, S.A. de C.V.
Productos de Mafz, S.A.
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MOOIFICACION DEL ALMIDON EN COMESTIBLES. V.1.5 (5)

Las modificaciones a la estructura quimica de la molécu
la del almidén abarcan un rangu bastante emplio; desde pro--
ductos con alto peso molecular hasta hidrolizaciones comple-
tas, dependiendo todo esto del uso que desee darse al produc
to.

Los productos utilizados en la industria alimentaria -
sirven como carbohidratos dulcificantes solubles en agua o -
bien impartiendo ciertas caracteristicas fisicas a los comeg
tibles.

En los procesos enziméticos de este tipo se emplean en-
zimas con alta estabilidad témmica capaces de actuar a tempe
raturas elevadas.

La ot-amilasa derivada del Bacillus subtilis puede em—
plearse entre 85-90°C y la ex-amilasa preparada del Bacillus
licherd formis se encuentra activa a temperaturas de 110-115-
oC. La influencia de la temperatura en ambas enzimas se apre
cia en la figura 6.

Por madio de la temperatura y el efecto de las enzimas-
temoestables, el almidén se gelatiniza y se adelgaza, some-
tiendose después al efecto de mezclas de amilasas efectuando
la hidrdlisis derivando maltodextrinas, dextrosa y jarabes.

En la industria se ha incremertado la variedad y el va-
lor de estos productos derivados del almiddén a través del -

uso de las enzimas.

Comparifas que modifican el almiddn para usos en comesti
tles: (12)

Arenal, S.A. de C.V.
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Aranguren y Cfa., S.A.

Cia. De Comercio Exterior, S.A.
Glucosa y Féculas de México, S.A.
Gluten y Almidones Industriales, S.A.
Industrializadora de Maiz, S.A.
National Starch & Chemical de México
Productos de Mafz, S.A.

V.2 APLICACIONES DE IWERTASAS. (s)
Esta enzima se utiliza en los siguientes procesos:

Elaborecién de mieles artificiales.

" " de azdcar invertido.
Preventivo en la cristalizacifn de jarabes.
Reposteria.

Las mieles incristalizables se emplean en multitud de -
productos; desde jarabes medicinales hasta nieves, reposte—-
ria y en la elaboracién de refrescos.

El proceso consiste en la preparacién de uma solucién -
concentrada de sacarosa que se hidroliza con la enzima, pro-
duciendo mieles més dulces debido a la presencia de la fruc-
tosa.

Las propiedades fisicas de las mieles se ven afectadas-
favorabilemente pues se aumenta el punto de ebullicidén y dis-
minuye el punto de cristalizacién. Los monosacéridos obteni-
dos son més splubles que la sacarosa, permitiendo concentrar
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los jarabes.

Esta enzima ha recibido un gran impulso tecnolégico en-
algunos paises, desarrollandose técnicas nuevas en su produc
ccién y aplicacidn. El siguiente ejemplo ilustra una técnica
-de fijacién de invertasa en poliacroleina, obteniendo un com
puesto que se dispersa en una solucién acuosa con el substra
to para realizar la conversién.

TECNICA DE FIJACION DE INVERTASA. V.2.1 (8)

Se ha desarrollado la técnica de fijacién de enzimas a-
un aldehido sulfitado o a un polimero cetdnico, formando un-
compuesto insoluble. Esto se efectia mediante la formacidn -
de una red polimérica. Por ejemplo, la poliacroleina o meta-
croleina, son polimeros insolubles en agua que contienen al-
gunos grupos 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 mds suceptibles a la -
reaccién con la enzima. Sin embargo es necesario un trata- -
miento adicional para eslabonar las moléculas del polimero -
por medio de diaminas como la hexametilen-diamina logrando -
una consistencia gelatinosa de naturaleza hidrofilica facili
tando la reaccidén con la enzima, que de otra manera, el poli
mero-enzima es practicamente imposible de recuperar.

El producto obtenido (complejo polimero-enzima) es subs
tancialmente insoluble en agua y la actividad de la inverta-
sa se mantieme por algunos meses; en algunos casos, después—
de 150 dias solo pierde un 10% de la actividad.

La preparaci6n del complejo polimero-enzima se hace de-
la siguiente manera:

Cuarenta y cuatro partes de una solucidn de poliacrolef
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na -bisulfito de sodio (PM 80,000) se le mezclan poco a poco
3 partes de agua con 0.88 partes de 1,6 hexametilen-diamina.

La mezcla se calienta durante 40 minutos a 65¢C y el -
producto emarillo de naturaleza hidrofilica formado, se lava
con agua destilada hasta que queda neutro.

El producto himedo obtenido, se suspende en S0 par- ...
tes de agua y se hace reaccionar con 0.104 partes de inverte
sa (dos veces recristalizada) que previemente fue disuvelta -
en 4 partes de agua. La mezcla reaccionante (pH 6.8) se agi-
ta lentamente por 18 horas a 10°C; finalmente el polimero hi
drofilico, con la enzima unida se lava hasta quedar libre de
enzima que no reacciénd (aproximademente el 80% de la enzima

cargada).

Una parte de la torta himeda (5% en peso, 72% de agua)-
convierts 100 ml. de una solucidn de sacarosa al 10% a un pH
de 4.8, en azicar invertido el 81% de la sacarosa en 15 miny
tos a 420C,

Cinco meses después la actividad de la enzima era del -
85% de su valor original.

Compafifas que distribuyen Azdcar y Invertido: (12)

Aranguren y Cfa. S.A.
Complementos Alimenticios, S.A.

Viramontes, S.A.
Mieles incristalizables:

Cfa. Azucarera de los Mochis, S.A.



106

V.3 APLICACION DE LACTASAS. (5)

Las lactasas se utilizan en los siguientes procesos:

Oulcificacidn de la leche.
Prevencién de la cristalizacién en la nieve.

Me joramiento del suero.

La aplicacién de la lactasa en la industria lechera es-
uno de los més 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 caracteristicas de poca solubilidad-
(15% en agua) y reducido poder edulcurante (16 comparado con
la sacarcsa de 100) se hidroliza con lactasas obteniendo, ma
yor solubilidad y sabor dulce.

Existe una cantidad considerable de suero que se desper
dicia; derivado de la produccidn de queso y que contiene bag
tante lactosa. La mayor parte de estos productos se destinan
al consumo animal.

PROCESO DE HIDROLISIS DE LACTOSA EN LA LECHE. V.3.1 (3)

Se desarrollS un proceso para efectuar hidr6lisis de -
lactosa en la leche. El proceso consiste en recombinar frac-
ciones de filtrado, adicionando la enzima en detemminadas -
fracciones En el proceso se utilizan dos filtros.

El tamefio del poro de los filtros solo afecta la conver
sién enzimética y la composicién del ligquido es la misma; al
inicio de la operacidén, y al final de ella.
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Este proceso puede utilizarse para efectuar conversio-—
nes de substancias especificas en una solucidn o suspensidn-
heterogenea con tal que la substancia pueda reaccionar con -
una enzima de tamafio molecular més grande que el de la subs-
tancia, y sirve particularmente cuando se desea remover de -
la solucién un compuesto, que no sea el substrato, que pudig
se ser afectad® por la enzima o que la deactvara.

Se ha:encontrado que la remocién de las particulas mole-
culares grandes de la solucién, antes de la conversidn, in—
crementa la actividad de la enzima.

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

-galactosidasa.

El proceso es el siguients:

Se alimenta leche descremada en forma intermitente a un
tanque (10) a través de la 1fnea (%) y se alimenta en forma
continua a lo largo de la linea (15) por medio de la bomba -
(16) al primer ultrafiltro (11). El primer filtrado consiste
de una solucién de moléculas mds pequefias que las de la enzi
ma, y un concentrado de moléculas grandes. En la practica se
encontrd conveniente operar el.: ultrafiltro en condiciones -
donde el 90% de la leche descremada esta en el filtrado y el
10% en el concentrado.

El filtrado se pasa por la linea (17) al reactor enzimé
tico (13) mientras el concentrado se pasa a través de la 1{-
nea (18) a un mezclador (19) para recombinarlo con el filtra
do tratado con la enzima. De manera de facilitar el arranque
del proceso, la lfnea recirculante (21) y la baomba (22) se -
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encargan de recibir el concentrado lacteo a través del ultra
filtro (11). La ’-galactosidasa se agrega al filtrado y con
vierte a la lactosa en glucosa y galactosa, en tiempos de re
gidencia, en el reactor, relativamente cortos se obtuvieron-

conversiones del 90%.

La leche tratada se lleva por la linea (24) de un inter
cambiador (26) a un segundo ultrafiltro (12). El1 intercambia
dor de calor se encarga de mantener la temperatura en el - _
reactor (13), a la correspondiente de méxima actividad de la

enzima.

El ultrafiltro (12) separa la leche tratada en un fil—
trado que contiene los constituyentes de la leche y un con-—-
centrado con la enzima. El1 filtrado se transporta por la 1i-
nea (27) al mezclador (19) para recombinarla con los concen=
trad~s de la leche producidos en el primer ultrafiltro (11).
El concentrado enzimético del segundo ultrafiltro (12) se re
gresa al reactor (13) a través de la 1fnea (28).

El contenido de lactosa en la leche tratada fue del 19%
respecto a la cantidad inicial. El porcentaje residual puede
ajustarse variando la relacidn de separacidn obtenida en el-
primer filtro o ajustando el grado de la hidrdlisis del fil-
trado en el reactor.

La leche obtenida puede darse a personas incapacitadas-
para metabolizar a la lactnsa. También puede utilizarse en -
la fabricacién de nieve; porque la lactosa tiende a precipi-
tar en los productos congelados, la leche tratada elimina es
te problema ademds de que reduce la cantidad de azicar 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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DIAGRAMA DE FLUJO (Fig. 7)

10.- Tanque de alimentacién.

11.- Ultrafiltro.

12.- Ultrafiltro. '

13.- Reactor enzimético.

14. - Linea de alimentacién.

15.- Linea de alimentaci6n al ultrafiltro.
16. - Bomba

17.- Linea de alimentaci6n al reactor.
18.- Linea de alimentacién al mezclador.
19. - Mezclador.

20. - Baomba.

21.- Linea de recirculacién.

22. - Bomba de recircuiacién.

23.- Motor de agitacién.

24.- Linea de alimentacidn al intercambiador.

25. - Bomba.
26.- Intercambiador de calor.
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V.4 APLICACION DE CELULASAS. (3)

Las cantidades abundantes en que se presenta la materia
prima (celulosa) muestran un potencial tastante atractivo pa
ra la produccidn de glucosa.

Es todavia un enigma, la forma en que los microorganis-
mos digieren répidamente los materiales vegetales. Mientras-
que los extractos de las enzimas obtenidas de los mismos mi-

croorganismos actdan muy despacio.

A continuacién se describe un procedimiento para hidro-
lizar una gran cantidad de materiales con celulosa, a gluco-
sa y otros subproductos. Facilitando la hidrdlisis por medio
de un tratamiento con etileno.

1.- Se muele el material hasta 100 & 150 "mesh".

2.- Si el material contiene suficiente lignina, se somete a-
un tratamiento previo con HZS 6 NaOH. De esta manera se -
formula una mezcla d8 hidrdlisis que comprende; celulosa, ce
lulasa y agua. Esta mezcla puedse probarse como nutriente en-
los cultivos para obtener celulasa. Debe procurarse una bue-
na dispersién del material celuldsico en la mezcla, esta se-
trata con suficiente etileno pare facilitar la reaccidn esto
puede hacerse antes de la hidrdlisis y/o durente la reacci6n.

De esta manera se continda la conversién en forma con--
vencional . Para mejores resultados la temperatura de la mez-
cla se mantiene entre 40 y 50oC, y con ayuda de un regulador
adecuado el pH se mantiene cerca del nivel 6ptimo de la celu
lasa empleada, regulamente entre 4.0 y 5.5,

Ejemplo:

Se preparan dos suspensiones acuosas de materiales con-
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teniendo celulosa; moliendo para cada supsensidn, papel fil-
tro No. 114 Watman 0.S gr., el papel molido se suspende en -
S0 ml. de agua destilada conteniendo NaOH suficiente para -
que la concentracién sea de 2 N. Las suspensiones se hierven
por una hora y se enfria hasta 500C agregando S ml. de una -
solucién reguladora de acetato 0.1 M. (pH 4.5) y 5 mg. de ce
lulasa cruda obtenida del Bhyzopus tipo III. Ambas mezclas -
se incuban a 500C en un recipiente agitado.

Ourente la incubacién, una de las mezclas fue esparcida
con etileno (gas) a una velocidad de 1 cc/minuto. Se tomaron
muestras de cada mezcla en los tres primeros dias, y estas -
fueron filtraedas, congeladas y analizadas en su contenido de
glucosa. La mezcla tratada con etileno mostro niveles més al
tos de glucosa en un $% que la mezcla convencional después -
de 24 horas.

PROCESADD EN JUGOS CITRICOS PARA PRESERVAR LA TURBIDEZ. - -
v.a.1 (3)

Se ha encontrado que el tratamiento témrmico al jugo ci-
trico no solo es necesario para la destruccién de microorga-
nismos sino también para la inactivaci6n de enzimas responsa
bles de la clarificacién del jugo (pectinasas).

La turbidez es causada por materiales que forman un - -
agregado coloidal que en los jugos citricos imparten una apa
riencia turbia que se asocia con el jugo fresco. Si el agre-
gado coloidal sedimenta, el suero claro que gqueda tiene mala
apariencia y ha perdido el sabor. Se cree que la pectinesta-
rasa es la causante de los efectos que conducen a la sedimen
tacién del coloide. Posiblemente la enzima que convierte a--
las pectinas solubles del jugo, en Acidos pecticos los cua--
les precipitan como pectatos insolubles, Al precipitar estas
sales arrastran las partfculas finamente divididas del jugo-
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y los coprecipita.

Debido al pH de los jugos el tratamiento de calentamien
to requerido es més intenso para lograr inpactivar a la pecti
nesterasa, inclusive mayor que el necesitado en la esterili-
zecidén. Sumado a esto no existe manera répida y préctica de-
medir el grado de estabilidad de la apariencia turbia produ-
¢ida. De manera que existe una tendencia a exceder los reque
rimientos minimos de temperatura para evitar la clarifica- -
ci6bn. E1 resultado del calor excesivo es la pérdida parcial-
o total del sabor natural y el desarrollo del sabor o cocido.

Para resolver este problema se llevo a cabo un procedi-
miento enzimdtico. En vez de inactivar a la pectinesterasa,-
se agregd poligalacturonasa que destruye las pectinas dimeti
ladas por hidrdlisis. Previniendo la formacién de un precipi
tado de pectato de calcio, removiendo por hidrdlisis, las -
pectinas dimetiladas antes que se combinen con los iones de-
calcio. Por ejemplo, en tres experimentos realizados con ju-
go fresco agregando pectina comercial con alto contenmido de-
poligalacturonasa en una proporcién de 1/200 y almacenado - =
por 24 hr. a 800¢F, los niveles de pectinas solubles, pecta—
tos de calcio y protopectina se redujeron a 35, 53, 75% res-

pectivamente.

Ya que es dificil obtener preparaciones puras de poliga
lactumnasas, deben usarse preparaciones comerciales que son
mezclas de enzimas pécticas. ComGrmente contienen pectin es-
terasa (PE), poligalacturonasa (PG) y polimetilgalacturonasa
(PMG). Se prefieren las preparaciones con mayores proporcio-
nes de actividad de PG y PE.

Se encontr6 ademés, que la actividad de la PMG afecta -
en forma adversa la funcién de la pectinasa como estabiliza-

dor.
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Examinando un buen nimero de pectinasas comerciales se-
encontro que las que tenian més actividad de PG en relacidn-
a la actividad de PMG fueron las més efectivas en estabili-—
zar la turbidez del jugo. Algurnos de estos productos surtie-
ron buenos efectos a concentraciones de una parte de enzima-
por 500 de Jjugo.

Puede modificarse el tratamiento agregando una enzima -
proteolitica como: ficina, papaina.o bromelina ademds de la-
poligalacturonasa. E1 jugo tratado tiene una turbidez mayor-
que el del jugo recién extractado.

Ejemplo.

Jugo de narenja recién extrafdo fue tratado con pectii-
nol 41-P en la proporcién de 1/5000. Se agrego también fici-
na en una proporcién de 1/10,000. El Sistema se almacerd a -
400F,

Después de centrifugar por 10 minutos a 470 g. para re-
mover la pulpa, el jugo fresco poseia una tranmisifn a la -
luz de 51.9% medido en un colorimetro eguipado con un filtro
de 650 mP. Después de 38 dias del almacenaje a 40oF, una -
muestra de este jugo que no recibif el tratamiento tenfa una
transmisién a la luz de 92.6% indicando casi una completa -
clarificacién. E1 jugo tratado tenfa una transmisién a la "«
luz de 54.6% después de 38 dias.

Empresas fabricantes de jugo de manzana: (12)

Derivados de Manazana, S.A.
Dico Frutas del Centro, S.A.
Fruzana, S.A.

Jugos de Frutas Mundet, S.A.
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Concentrados de frutas:

Alimentos de Veracruz, S.A.

Ambesco de México, S.A. de C.V.
Citro-México, S.A. de C.V.

H. Kohnstamm de México, S.A. de C.V.
Industria Dico, S.A.

Jugos Concentrados, S.A.

Jugos Jugosos, S.A.

V.5 APLICACION DE PAPAINA. (3)

La papaina se utiliza principalmente en las industrias-
de:

Elaboracidén de cerveza.

" " ablandadores de cames.

La papafna es la enzima proteolitica més utilizada en -
la elaboracién de la cerveza para efectuar la prueba de tur-
bidez.

Antes de llevar a cabo el procedimiento enzimético de--
ben efectuarse ensayos en la cerveza fresca, estas detemina
ciones reguieren de periodos de varias semanas, hasta cono—
cer las caracteristicas de la actividad del producto enzimé-
tico.

La retenci6én de una parte de la actividad proteclitica-
es esencial para proveer a la cerveza almacenada del efecto-
proteol{tico hasta su consumo.
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Stone y Saletan (1968) determinaron la estabilidad con-
soluciones dilufidas de papaina en agua y en cerveza embote—
llada, utilizando una muestra proteolitica comin en ambos en
sayos. (4)

Los resul tados pueden resumirse de la siguiente manera:

(a)

1.- Al evaluar las caracteristicas de estabilidad en solucig
nes enzimAticas dilufdas; es importante medir la capacidad -
relativa en la prusba de turbidez, asi como la actividad prg
teolf{tica relativa. La actividad proteolitica en la prueba -
de turbidez muestra mejor estabilidad en la cerveza almacena
da que la actividad correspondiente a las mediciones de la -
actividad proteolitica.

2.- La cerveza es msjor diluyente que sl agua a concentracig
nes enzimiticas menores al 10%. Aungue a esta concentracién-
la actividad se conserva igual en agua que en cerveza.

3.- La estabilidad de soluciones acuosas altamente diluidas-
pueden mejorarse utilizando agentes reductores o simplemente
agua carbonatada.

4.- La estabilidad de las enzimas para la prueba de turbidez
varia inversamente con la dilucidn. La méxima dilucién rno de
be exceder la proporcién de 1:100 y el tiempo de almacena- -
miento menor de 24 horas a temperaturas de 0-5oC.

Estudios recientes hechos por Posada ( 1972) Seriban y -
Stiene (19'72) llegaron a las mismas conclusiones

ABLANDAMIENTD DE CARNES. V.5.1 (5)

Dasde loc tlempos prehispéinicos nuestro antepasados tra
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taban la carme con jugo y hojes derivados del pepayo para -
ablandarla.

La fécil masticacidn, sin la pérdidea de la textura de—
seada, ha sido una caracteristica buscada en la carne cocina

da.

Los factores gue influyen en el ablandamiento de la car
ne son todavia desconocidos. El mecanismo de la accidn enzi-
mética en este procedimiento es también desconocido, las in-
vestigaciones han demostrado que las enzimas rompen las pro-
tefnas del tejido conectivo, asf{ como las de las fibras mus-
culares dando como resultado carnes més blandas.

Industrias cerveceras en el pais.

Cervecerfa Cuauhtemoc, S.A.
Cerveceria Moctezuma, S.A.

Cerveceria Modelo, S.A.
Empresas fabricantes de ablandadores para carne:

Mc Cormick Mex, S.A.

V.6 APLICACION OE RENINA. (3)

Esta enzima se utiliza en la fabricacién de queso.

A continuacidn se describe un procedimiento de elabora-
cién de queso cheddar utilizando un complejo enzimdtico mi-—
crobiano como substituto de la renina.

Los procesos tipicos en la fabricacidn de quesoc cheddar
involucran los siguientes pasos:
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1.- Un lote de leche entera se calienta a 860 6 90°F. y se -
inocula con una o més especies de bacterias productoras de -
dcido léctico como: Streptococcus lactis, Streptococcus cre-
moris, Streptococcus acidophilus, Streptococcus termophilus-
y Lactobacillus acidophilus.

Los oryanismos se desarrollan en la leche por 30 6 60 -
minutos y al hacerlo producen un aumento en la acides en un-
0.01 a 0.02%.

2. - Después de lograrse la acides, un agente coagulante como
el cuajo de becerro se mezcla con la leche y se deja reposar
durante 30 minutos a 88°F, obteniendose una coagulacidn geli
forme.

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

4.- E1 cuajado y el suero se homogenizan y se calientan has-
ta 1020 6 104oF, Este perfodo de coccifn requiere de 30 minu

tos aproximadamente.

5.- E1 cuajado y el suero se contindan agitando por unos 40-
6 50 minutos mds, manteniendo la temperatura elevada. Ouran-
te este periodn; la temperatura, el aumento de la acides y -
el agente coagulante se combinan para lograr obtener la tex-
tura, firmeza y secado de las particulas del cuajado.

6 - Una vez que los cubos de cuajado han adquirido el grado-
de fimeza y la acides es de 0.02 a 0.03%, se deja reposar y
se drena.

7 - E1 intervalo total de reposc y drenado es de dos y media
horas, posteriomente se prosigue con los procedimientos ca-
racterfstices para obtener el gqueso cheddar.
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En este proceso se utiliza un complejo enzim&tico como-
sustituto de la renina y consiste de una peptidasa neutra y-
otra 4cida derivada del Bacillus subtilis.

Cuando los quesos cheddar son hechos de acuerdo al pro-
ceso convencional utilizando el complejo enzimético com - -
agente coagulante, se encontro que el queso resultante tenia
un contenido de humedad de 36.5 a 38.5%. Este factor es im—-
portante porque afecta la calidad del queso y debe mantener-
se alrededor de 35%. Un nivel alto de humedad tiende a produ
cir un queso sin cuerpo, sin coloraci6n y de mal sabor.

El complejo de peptidasas actia de la siguiente manera:
la peptidasa neutra primeramente acciona la coagulacién de -
la leche mientras que la peptidasa &cida es responsable de -
la firmeza y secado del cuajado. Se realizaron estudios so—
bre los factores que afectan las actividades de las peptida-
sas y se encontrd que poseian actividades méximas a diferen-
tes temperaturas. De tal manera gque la peptidasa neutra mos-
tro actividad méxima cerca de 115¢F (460C) mientras que la -
peptidasa dcida a 129¢F (S4¢C). También se encontro que debi
do a las diferencias en las caracteristicas de actilidad tér
mica un aumento de 103° a 110°F causaba la activacidn de la-
peptidasa dcida en un 30% mientras que la peptidasa neutra -
(enzima coagulante) era activada menos del S%.

El proceso requiere de un tratamiento al cuajado, para-
reducir el nivel de humedad, antes de afiejarse y madurarse.

Al elevar la temperatura, debe hacerse répidamente y --
mantenerse asi por poco tiempo, suficiente para lograr lza -
textura adecuada y dependiendo del organismo utilizado ze -
puede enfriar a la temperatura de coccidn.

Los == jores resultados se han logrado a temperaturas de
1100F soctenidas por 3 minutos. E1 punto més importente a con
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siderar, es que la temperatura méxima no debe exceder m&s de
la suficiente para alcanzar la fimmeza y apariencia del que-
so, porgue esto minimiza la inactivacidn de las bacterias -
productoras del dcido léctico.

El incremento de temperatura se aplica durante los pri-
meros 15 minutos de la coccidn, aumgue el tiempo de méxima -
temperatura puede variar, dependiendo del tamafio del equipo-
y la cantidad de material procesado.

Ejemplo. (Proceso llevado a cabo en planta piloto).

Se pasteurizo leche entera con un contenido de 3.4% de-
grasa y se enfrio. En un tanque con chagueta de vapor de 200
1b. de capacidad, se depositan 160 1lb. de leche y se ajusta-
a una temperatura de 880F. Se agrega 1.5% (en peso) de un -
cultivo comercial de bacterias productoras de &cido léctico-
y se deja madurar hasta que aumento la acides en un 0.01 6 -
0.02%, esto se logra en aproximadamente 30 minutos. Después-
se adiciona a la lethe 15 ml. del complejo de peptidasas.

La actividad del complejo enzimético era tal que, 3 on-
zas fluidas coagulan 1000 lb. de leche. El cuajado obtenido-
se corto en cubos y se agito lentamente evitando que se des-
moronara.

La etapa de cocci6n se inicio 10 minutos después de cor
tar la torta del cuajado, calentando hasta 103°F por un pe--
ricdo de 30 minutos, la temperatura se mantuvo por 25 minu--
tos m&s hasta que la acides fué de 0.01 6 0.015%.

Una vez lograda la ecides, se hizo pasar més vapor a -
trz s6s de la chagueta aumentando la temperatura hasta 10Bof-
er < minutos y se mantuvo asf por 5 minutos. Cuando el cuajg
o. estuvo fime y seco, la acides se incremento hasta 0.03%-
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de humedad del queso fue de 35%.
V.7 APLICACION DE PROTEASA MICROBIANA. (3)

Entre las diversas aplicaciones de las proteasas, tanto
animales como microbianas, se encuentra la hirolizacién de -
protefnas. A continuacidén se describe la preparacidn de una-
bebidae dcida, a partir del frijol de soya desgrasado, la ela
boracidn se hace por medio de une hidrdlisis enzimética de -
la proteina de este vegetal, formando péptidos o aminoécidos
solubles. El proceso puede controlarse en lo que respecta a-
la cantidad de eminodcidos formados que causan un sabor desa
gradable.

Se calienta o se cocina a vapor frijol de soya desgrasa
do, en presencia ds agua o de alcoholes de bajo peso molecu-
lar, preparando de esta manera al frijol de soya para la ac-
cién enzimética. Siendo esencial que el producto de la des—-
composicidn del frijol de soya denaturalizado y desgrasado,-
sea insaboro e incoloro.

Como resultado de varios estudios; de preparaciones en-
ZimAticas y métodos de descomposicién, se encontro que para-
obtener un buen producto de hidrdlisis es necesario que el -
frijol de soya este denaturado y desgrasado al reaccionar -
con una proteasa &cida producida por microorganismos o una -
preparacién enzimdtica conteniendo le proteasa dcida como en
zima esencial. La reaccidén de hidrélisis debe detenerse an--
tes de que la razén de: formol-nitrégeno en el filtrado de -

nitrégeno total
la mezcla reaccionante alcance el 20%. En este caso, un pe—--
riodo de reaccién corto disminuye el rendimiento de péptidos,
mientras que uno largo contrituye a una descomposicidn mayor.
Por lo tanto es necesario ajustar el perfodo de reaccidn.

En el caso de emplear otra proteasa (alcalina o neutra)
se obtiere un producto con una relacidn F-N/Nt mayor del 20%.
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La desnaturalizaci6n se 1lleva a cabo calentando la pro-
tefna del frijol de soya desgrasado en agua o0 en un solvente
orgénico soluble en agua. El sabor ael frijol de soya des- -
puds del tratamiento, es diferente del material crudo per- -
diendo completamente el llamado "sabor verde".

La proteasa Acida utilizada debe poseer alta estabili-—
dad témica; como la producida por el Penicillium duponti -
ATTCC 20186. Esta enzima muestra actividad dentro de un ren-
go de pH de 1.5 a 6.5 y la actividad Sptima se encuentra en-
tre 2.0 a 3.0. E1 rango de temperatura es de 20° a 90¢C.

La temperatura dptima varia de acuerdo al pH; por ejem-
plo, a un pH de 2.5 la temperatura dSptima es de 60¢C, a 3.5-
la temperatura aumenta a 75¢C y a un pH de 4.5 la temperatu-
ra éptima es de 75° a 80°C. La temperatura a la que actla eg
ta enzima es la més alta de cualquier proteasa conocida.

Ejemplo:

300 kg de frijol de soya fueron mezclados con 2000 lts.
de agua, y el procedimiento de denaturalizacién se realizd§ -
con vapor a 100°C durante 20 minutos. La solucidn extrafda -
del cocido fue tratada con una enzima de Aspergilli amarillo.

Para confirmar la completa desnturalizacién; se agrega-
a una muestra de la solucidn extraida, una splucidn de &cido
tricloroacético observando que ro halla precipitacidn.

En seguida se agrega a la solucién, 30 kg de dcido ci--
trico ajustando el pH a 3.8 y se adiciona 3 kg de la prepera
cidn enzimAtica con una proteasa 4cida obtenide del Asperc:i-
1llus inuii ATCC Nn. 14333, cultivado en salvado de trigo o -
arroz.

La reaccidn enzimética se conduce a 500C durante 6 h---
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ras manteniendo el sistema en agitacidn. Concluida esta eta-
pa la mezcla se filtra, obteniendose una solucidn péptica -
(7900 1ts.) con un pH de 4.0 y se trata con 5 kg de carbin -
activado para decolorarla. El procedimiento de secado se ha-
ce por aspersién obtermiendose 200 kgs. de un polvo insaboro-
e inodoro, con un contenido de 55% de péptidos en t&rminos -
de protefna La relacién de F-N/Nt (formol nitrdgeno/nitrége
no total) fue del 16% en base al nitrégeno total. Se mezcla-
ron 5 kgs del polvo obtenido con 5 kgs. de glucnsa, 0.2 kg-
de &cido tartérico, 0.5 kg de bicarbonato de sodio y peque--
fias cantidades de esencia de cola, caramelo y dulcificantes-
artificiales. Preparando una bebida de cola contemiendo 2.8%
de péptidos en términos de proteina.

Empresas que fabrican hidrolizados de proteinas (vegetales):
(12)
Oeshidratadora de México, S.A.
Ermex, S.A. de C.V.
Industrial Deshidratadora, S.A.
Laboratorios Griffith de Mé ico, S.A.
Quimica Hércules, S.A. de C.V.

V.8 APLICACION DE LIPASAS. (8)

Las lipasas se utilizan para impartir sabores caracte—
risticos a ciertos alimentos como el queso roquefort, queso-
pamesano, también a la mantequilla y dulces derivados de la

leche.

En seguida se hara mencién de un tratamiento de lipasas
al queso cheddar.
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En el proceso que se va a describir se utiliza una mez-
cla de lipasa, proteasa y sal. La lipasa puede ser de origen
animal o microbiano, si es de origen microbiano puede obte-—
nerse del moho Aspergillus oryzae, A. niger, Penicillium ro-
queforti, P. glaucum y Rhizopus oryzae.

La proteasa neutra se deriva de las especies Aspergi-—-
1llus, Mucor y Rhizopus.

Se deposita leche pasteurizada en un tanque y se mezcla
con activador l&ctico (0.5%), la temperatura se ajusta a - -
880F 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.
Coagulacién de la leche:

Un extracto de cuajo dilufdo en agua (en la proporcisn-
de 1/40 partes 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 firmeza del cuajado se corta en
cubos de 1/4 pulg. y se agita lentamente por S minutos.

Cocinado:

€l cocimiento se hace gradualmente alcanzando en 30 mi-
nutos 100°F manteniendo al mismo tiempo una agitacidén cons—
tante. Se dejan transcurrir 45 minutos agitando en forma in-
temitente.

Conclufdo el cocimiento, se deja reposar y se drena el-
suero.

Procedimiento de saborizacidn:
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El cuajado exprimido se reposa por 15 minutos y se cor-
ta en cuadros espaciados por 1 pulg., los cubos se voltean -
repetidamente cada 15 minutos y al (ltimo se apilan.

€l proceso de cheddarizacidn se continda hasta que la -
acides del suero drenado es de 0.5 a 0.6%.

Los cubos de cuajado se muelen y se regresan al tanque,
luego se agrega, en forma homogenea, la mezcla enzimética y-
se agita por 30 minutos. La mezcla enzimética consiste de: -
2.3 1b. de NeC1/100 1b. de cuajado, lipasa de origen animal-
de 2 a 20 gr/100 kg. de cuajado y una proteasa neutra S5 a S0
gr./100 kg. de cuajado.

Moldeado y comprimido:

El queso se deposita en moldes metélicos y se mantiene-
prensado a 20 psig.

Secado y curado del queso:

€l queso se deposita en léminas y se seca por 36 4 - —
dfas a 60°F y una humedad del 75%. Cada pieza de queso se cu
ro por un mes a 100 4 250C. Este perfodo fue suficiente para
producir un alto nivel de sabor.

V.9 APLICACION DE OXIDORREDLCTASAS. (5)

La glucosa oxidasa y la catalasa son las oxidorreduc ta-
sas més importantes. Se utilizan principalmente en los si- -
guientes procesos:

(Glucosa oridasa)

Eliminacién de la glucosa del huevo en polvo.
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Eliminacién del oxfgeno en la mayonesa.

(Catalasa)

Remocién de HZD .

Conjuntamente con la glucosa oxidasa.
Esterilizacién de alimentos.

Eliminacién de la glucosa del albimen del huewo: (4)

El primer uso importante que se le dio a la glucosa oxi
dasa, fue en la prevencién de la reaccién de Maillard.

La reaccién de Maillard ocurre entre un grupo aldshido-
y un grupo amino. Usualmente los grupos aldehidos que se en-
cuentran en los alimentos son de sacéridos, como la glucose;
los grupos amino se encuentren en la proteina. De tal manera
gue si un material protéico mezclado con glucosa u otro: azd-
car reductor se sujeta a condiciones donde se favoresca la -
reaccién de Maillard, se detecta la desaparicién de la glucg
sa y grupos amino. Subsecuentemente se aprecia un cambio en-
el sabor, olor y la aparicidon de una coloracién café.

La reacci6én de Maillard en los alimentos no siempre es-
indeseable. El color y el sabor desarrollados en la corteza-
de productos horneados (pastales, pan, e'u:.) se deben a esta
reaccién, asi como también el color y sabor de los cereales-
tostados, papas fritas y la cubierta de las cartas rostiza--
das.

Cuando ocurre en los sd6lidos del huevo, papa deshidrata
da, la reacci6n es definitivamente indeseable. Se han inten-
tado variac maneras de retardar la reaccién de Millard. Le -
mayoria se tesa en la modificacién de las condiciones del -
sistema en forma desfavorable para la reaccién. La manera -
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ideal de evitarlo, desde el punto de vista préctico y tedri-
co, es remover o hacer que uno de los reactantes se inactive.
No es préactico ni deseable remover la proteina, pero la con-
versidn- del grupo aldehido se ha logrado a través de la pre-
paracién enzimética glucosa oxidasa-catalasa.

La accidn enzimltica convierte a la glucosa en cido -
glucénico. Al tratar cantidades considerables de albimen - _
(clam de huevo), o el huevo entero, el oxigeno necesaric no
se puede difundir adecuadamente y suministrandolo causarfa -
la formacidén 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 H 02 en solucién (35%) -
en esta forma la catalasa descompone suficiente peréxido en-
H20 y 02 para la reaccién enzimética.

Para lograr un producto estable la concentracidn final-
de glucosa libre debe saer de 0.1% (base seca).

La reaccién se lleva a cabo en presencia de un exceso -
de oxigeno, de manera que la reaccidén es de primer orden. En
estas condiciones se requiere del mismo tiempo en reducir el
contenido de glucosa del 3% a 1.5% que de 0.2% a 0.1%. Esto-
es, el tiempo de reaccién es inversamente proporcional e la-
concentracidén de la enzima. La alternativa de un periodo de-
procesado més prolongado es una cuestién econdmica a conside
rar y depende de la capacidad del equipo y de la calidad gue
se le quiera impartir al producto.

Scott (1953); Baldwin y asoc. (1953) desarrollaron un -
proceso de eliminacién de glucosa el cual se lleva a cabo a-
80-100°F y la adicién de H20 se hizo para controlar la espy
maci6n del sistema (Scott, 1353), més tarde se descubrioc oue
la solubilidad del oxfgeno al aumentar a menor temperatura,-
campensaba la disminucién de la velocidad de reaccién de la-
enzima. Précticamente la velocidad era la misma a 900 que a-
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500F (Scott, 1964). Aunque todavfa se realizan procesos a —
800-100°F, se prefiere el efectuado en frio. La comparacidn-
de los dos métodos puede apreciarse en la figura 9. La elimi
nacién de los sacéridos a temperaturas debajo del punto de -
fusidn de la grasa proporciona ventajas a la conservacifén de

la emulsién.

€l albdmen del huevo fresco tiene un pH de 7.0 y aumen-
ta rédpidamente al perder CO_ y al momento de procesarlo el -
valor es de 9.0. Para ajustar el pH dentro del rango de acti
vidad de la enzima, se agrega por cada 1000 lbs. de albimen,
1 1b. de Acido cftrico seco (en forma de solucién del 5-10%)
neutralizando' de nuevo la suspensién. En seguida se agregan-
600 ml. de H,0_ (35%) y la preparacién enzimdtica de glucosa
oxidasa- catalasa. Un proceso de 12-16 horas requiere de - -
75,000 unidades de glucosa oxidasa con la respectiva canti-.
dad de catalasa del sistema se mantiene a 55¢F porque facili
ta la separacién de la cascara.

La espuma tenderd a aumentar répidamente al actuar la -
preparacién enzimética. El grado de espumacién debe mantener
se de manera que facilita la flotacién de impurezas (yema, -
bacterias o grasa). El peréxido de hidrfgerno se adiciona con
tinuamente hasta la conclusién de la reaccidn. Tan pronto cg
mo la espuma comienza a disminuir o deja de acunmularse se -
adiciona el perdxido (35%) en una proporcién de 5 ml./ min./
1000 1bs. de albimen.

Después de 2.5 hrs. aproximadamente, aumenta de nuevo -
la espuma y la proporcién del perdxido se divide a la mitad-
(2.5 ml./min. /1000 1b. De igual manera en las préximas 2.5 -
hrs., se repite el mismo procedimiento y la proporcién se re-
duce a 1.25 ml./min./1000 1b. hasta que concluya la reaccidn,

El tiempo de reaccidn esta er funcidn de la regularidad
con que se agrega el perbéxido y er. cierto grado también de -



129

la temperatura cuando es menor de SSoF. La reaccién se consi
dera conclufda cuando el nivel de glucosa es de 0. % (base -
seca). Disminuir mds el contenido de glucosa requiere de més
tiempo o mayor cantidad de enzima. E1 pH final es de 6.2, y-
el 1fquido se puede secar por medio de métodos convenciona——

les.
Empresas fabricantes de huevo en polvo: (12)

Abarrotes Nacional, S.A.
Deshidratadora de México, S.A.
Fervig, S.A.

Industrial Deshidretadora, S.A.

Quimica Interamericana, S.A.

Fabricantes de mayonesa:

Herdez, S.A. (12)
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DIAGRAMA OE FLUB (fig. 1) (a)

1.- Cuarto de separacién de la céscara y yema.
2.- Enfriador.

3.~ Tanque de almacenamiento.

4.- Calentador.

5.- Tanque de reaccién.

6. = Pasteurizador.
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V.10 APLICACION DE GLUCOSA ISOMERASA. (4)

Esta enzima es una de las que ha recibido mayor impulso
en su aplicacién.

Manufactura de Fructosa:

El impulso tecnolégico que se la ha dado a la glucosa -
isomerasa ha permitido desarrollar procesos nuevos y sofisti
cados. Se llevan a cabo en forma continua, hidrolizados del-
almiddn con la enzima irmobilizada.

Existen métodos donde se emplean membranas semipermea—
bles en reactores de agitacién continua. El licor isomeriza-
do se extrae an la misma proporcidn en que se alimenta el -
substrato logrando un; procesc estacionario.

La enzima se retiene en la zona de reaccién por la mem-
brana, y en la medida en que pierda la actividad catalftica-
es sustituida; de esta manera se mantiene la concentracién -
de la enzima constante, lo que pemite un efluente del pro—
ducto en forma constante.

Takasaki (1972) formuls un proceso con glucosa isomera-
sa fija en las paredes celulares, las cuales suspendidas en-
una solucién con el substrato se b-mbean a través de un fil-
tro, formando una capa con las particulas celulares. La solu
cién pasando a través de la capa celular se isomeriza al gra
do deseado controlando el flujo a través del sistema.

La actividad de estos procesos depende de muchos facto-
res; como el pH, la temperatura y la concentracién de gluco-
sa de los hidrolizados del almiddn alimentados al sistema.

La adicidn de pequsefas concentraciones de sales de mag-
nesio y bisulfito @ le solucién del substrat- favorecen la -
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actividad y estabilidad de la enzima.

Las ventajas del sistema inmobilizado resultan en una—
alta actividad por unidad de masa, dando como resultado que-
una gran cantidad de enzima puede empacarse en un reactor re
lativamente pequefio, logrando procesar grandes cantidades de
substrato.

El proceso se wuelve continuo colocando reactores en pa
ralelo o en serie. La reaccién se controla mediante un pola-
rimetro, ya que la conversifn causa una disminucién en la rp
tacién especifica.



ASFECTOS DEL MERCADD.
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En México se comercializan varias enzimas y la indus—._
tria alimentaria emplea algunas de ellas. La mayor parte de-
los productos enziméticos son importados, sin embargo, se -
producen y exportan amilasas y proteasas (las enzimas de ma-
yor consumo).

Por medio de la informacién estadfstica disponible se -
tratard de mostrer las tendencias aparentes al consumo de a)
gunas enzimas comerciales.

VI.1.1 Amilases.

La industria de la panificacién utiliza gran cantidad -
de amilasas. La enzima (o enzimas) se agrega a la harina en-
el molino o bien, al elaborar el pan. La tabla 6.1 muestra -
los datos de produccién de harina de trigo de primera.

TARLA 6.1 (%6)
PRODUCCION DE HARINA OE THIGO DE PRIMERA

Toneladas
1975 1,438,403
1976 1,501,209
1977 1,601,496
1978 1,679,339
1979 1,845,622

1980 1,881,096
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L~s datos se ajustan a una linea recta por medio del mé

todo de minimos cuadrados proysctando una produccidén aparen-
te de harina de trigo de primera clase (figura 9).

La determinacién de las constantes "m" y "b" se hace -~
con las siguientes ecuaciones:

y = m(x) + b

(10) ()

b=_3Sy mEx (11) (s)

m.- Pendients de la recta.
b.- Interseccién en el eje de las ordenadas.

Aungue no toda la harina es suplementada con enzimas, -
la cantidad que si lo es, puede considerarse que aumenta en-
la misma proporcidén que la produccién de harina, manteniendo
una demanda creciente de amilasas en la industria panificado
ra.

En los procedimientos de panaderfia se utilizen de 10 a-
15 unidades de actividad de amilasa por cada 100 gr. de hari
na. Exicten preparaciones desde 200,000 Unidades/gr. hasta -
160 U. /gr., segin la aplicacién que se desee.
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TABULACION. (datos de la tabla 6. 1)

x Yy

1,438,403
1,501,209
1,601,496
1,679,339
1,845,622
1,881,096

-

O O s W N

$xy = 36,477,351

Ex Xy - 34,815,077.5 €y = 9,947,165
e
2
Ex" = 9 Ex = 21
‘lez = 73.5 N = 6
N

Substi tuyendo en las ecuaciones (10) y (11):
m = 94,987
b = 1,325,406

Resultando la ecuacién:
Yo = 94,987(x) + 1,325,406 (12)

Yo' - valor de produccién ajustado.
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P ign lucosa de mafz: VI, 1.2
La elaboracién de glucosa, representa un amplio mercado
pare la glucoamilasa y en ocasiones su utilizacién vd acompa

fiada de tratamientos con &y @amilasas.

Se procederd a efectuar el mismo procedimiento anterior
de proyeccién de la produccién de glucosa (figura 10).

TABLA 6.2 (16)
PRODUCCION OE GLUCOSA

Afios Toneladas.
1975 41,769
976 48,552
1977 50,241
978 50,488
1979 54,856
1980 56,729
TABULACION

x y

1 41,769
2 48,552

3 50,241

a 50,488
5 54,856
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Exy = 1,106,202 £y - 302,635
zx ‘¥ = 1,0599,222.5 £x = 21
N
:xa = 91 N = 6
llez = 73.5
N

Substi tuyendo los valores en las ecuaciones (10) y (11)
se obtienen los pardmetros de la ecuacién "m" y "b".
m. = 2,684.5
b = 41,043.3

y, = 2,684.5(x) + 41,043.3 (13)
La representacién gréfica se muestra en la figure 10.

Se utilizan aproximadamente 200 unidades de glucoamila-
sa por Kilogramo de almidén seco.

A continuacién se muestran los datos estadisticos de la
importacién de diastasa de Aspergillus oryzae (mezcla de -
y Pamilasas se emplea ampliamente en la industria cervecera
y rjenificadora), amilasa bacteriana y amilasa (de otras fuen
tes). Figuras 11, 12 y 13. (14)
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EMPRESAS IMPORTADORAS DE AMILASAS. (1)

Oiastasa de Aspergillus oryzar:

PROBST, S.A.
C. CAZENAVE TAPIE OELECOSE

ENMEX, S.A.

ENZIMAS Y PRODUCTDS QUIMICOS, S.A.

Amilasa bacteriana:

CEAVECERIA CUALHTEMOC, S.A.
CYANAMIO MEX. S.A. OE C.V.
J.T. BAKER, S.A. DE C.V.
CERVECERIA MOCTEZUMA, S.A.
ENMEX, S.A.

0S0 NEGRO, S.A.

CERVECERIA MODELO, S.A.

Amilasa (otras fuentes):

MERCK MEX. S.A.
AECORDATI MEX. S.A.
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DE CELWASA. VI.2 (%)

Aparentemente toda la celulasa utilizada en el pais es-
de importacién. Se procederd, con la informacién estadistica,
a efectuar una proyeccifn del consumo de la enzima por el mé
todo de mfnimos cuadrados.

La tabla 6.3 musstre la importacién en los Gltimos afos.

TABLA 6.3
Afos Kilogramos.
1975 151
1976 1,683
1977 1, 83
1978 1,111
1979 2,312
1960 2,659
TABULACION
x y
1 151
2 1,683
3 1, 183
4 1,111
5 2,312 \‘
6 2,659
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Substituyendo en las ecuaciones (10) y (11) los siguien
tes valores:

Ixy = 39,024

Ex Ey = 31,846.5 &y = 9,099
N
Zxa = 91 Ex = 21
L3P - ms N -6
N
Se obtiene:
m = 410.%
b = 81

Quedando la ecuacidén

yc = 410."(!) + 81 (14)

Yo - Importacién corregida

Las gr&ficas (figuras 14 y 15) muestran la tendencia al
consumo y la importacién de celulasa.
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EMPREGAS QUE IMPORTAN CELWASA. (14)

CEAVECERIA MOCTEZUMA, S.A.
FECORDATI, S.A.

ALIMENTOS VERACRUZ, S.A.

C. CAZENWE TAPIE DELECOSE
CERVECERIA CUALHTEMOC, 6.A.
CEAVECERTA MODELO, S.A.

ENEX, S.A.

ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.
OFTASA, S.A. DE C.V.

0S0 NEGRD, S.A.

SYONEY ROSS CO. S.A.

150
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CONSLMD OE PECTINASA. VI.3 (16)

Los datos estadisticos sobre la importacidn de pectina-
sa no se encuentran descritos; por lo que la tendencia a su-
consumo, se puede explorar a través de la produccidn de jugn
de fruta.

Por medio del método de minimos se ajustar& una tenden-
cia lireal de la produccién.

TABLA 6.4
PRODUCCIDN OE JUGO DE FRUTA
Afos Toneladas
1975 55,003
1976 61,642
157? 58,385
1978 56,995
1979 67,415
1980 65,524
TABULACION
x y
1 55,003
2 61,642
3 58,385
4 56,995

(@)

67,415
€ 65,524
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Procediendo a calcular los términos de las ecuaciones -
(0) y (11) se obtiene:

Exy = 1,311,641

Zx ’x = 1,277,374 &y = 364,964
N
:xa = 91 €x = 21
I txlz = 3.5 N = 6
N

Calculando las constantss de la ecuacién:

m = 1,958.1

b = 53,973.9
Resul tando 1@ ecuacién:

Y, = 1.850.7 (x) + s54,082.5 (15)
Yeo- produccidn corregida.

La representacién gréfica se muestra en la figura 16.
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IMPORTACION OE IWERTASA. VI.4 (1)

El consumo aparente de invertasa puede apreciarse con -
los datos estadfsticos de importacién (tabla 6.5) representa
dos también gr&ficamente (figura 17).

El mercado de esta enzima tiende a disminuir, o a mante
nerse constante En otros paises ha sido desplazada por la -
glucosa isomerasa, en algunos procesos.

TABLA 6.5
IMPORTACION DE INERTASA
Afos Kilogramos
1975 1,425
1976 4,628
.19’77 4,332
1978 3,061
1979 1,822
1980 2, 81

Empresas que importan invertasas:
NERCK MEX, S.A.
ANACHEM, S.A.
PRODUCTOS HARIMNA, S.A.
PROVEEDOR CIENTIFICO, S.A.
NAARDEN 0.0.P. FRAGANCES, S.A. DE C.v.



fon.

Fig1?

IMPORTACION
OE

INVERTASA

i

973

19M

1978 1976 197 1978 1979

1980



156
CONSUMD OE PAPAINA EN LA ELABORACION DE CERVEZA. VI.S (16)

La papaina es la protsasa més utilizada en la elabora——
ci6n de la cerveza. Aproximadamente se emplean 8 ppm de pa-—
paina comercial en los procedimientos de prevencidn de la -
turbidez (chillproofing) significando una creciente demanda-
de la enzima.

Ajustando los datos de produccién de cerveza (Tabla - _
6.6) por medio del método de minimos cuadrados se cbtiene:

TABLA 6.6
PRODUCCION OE CERVEZA
Afos “3
1975 1,951,893
1976 1,937,732
1977 2, 160,551
1978 2,263,323
1979 2,546,355

1980 2,685,275
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TABULACION (tabla 6.6)

x y

1,951,893
1,937,732
2,160,561
2,263,323
2,546,355
2,655,275

-

o O &6 W N

Exy = 50,025,727

$x 3y = 47,302,951.5 Zy = 13,515,129
N
2
x = 91 x = 21
(lx)2 = 73.5 N = 6
N

Substi tuyendo estos valores en las ecuaciones (10) y -

"0 "b " o

(11) se obtienen los parémetros "m" y

m = 155,587.17
b = 1,707,966.4

La ecuacién de la recta es:
y, = 156,587(x) + 1,707,966 (%)

Yo'~ valor de produccién corregido.
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Aproximado un consumo de papaina de € ppm se puede esti
mar en base a 1los datos de produccidn de cerveza, el consumo
aparents de papafna por la industria cervecera (Tabla 6.7).

TABLA 6.7
Afing Kg de papaina
1975 15,615
1976 15,501
977 17,284
1978 18, 106
1979 20,370
1980 21,242
TABULACION
x y
1 15,615
2 15,501
3 17,284
4 18, 106
5 20,370
6 21,242
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Desarrollando el mismo método:

zxy = 4(!),195

$x 3y = 37,813 2y = 108,118
N

Ix = 91 Ex = 21

‘!Xla = 73.5 N = 6

N

Substituyendo en las ecuaciones (10) y (11):

m = 1,244
b = 13,663

Quedando la ecuacién que marca la tendencia al consumo:

y, = 12a8(x) + 13,63 (m)

Yo'~ Consumo corregido de papaina.

Las figuras: 18, 19 y 20 muestran la tendencia a la prp
duccién de cerveza, consumo de papaina y la importacién de -
la enzima respectivaments



EMPRESAS QUE IMPORTAN PAPAINA. (14)

CENTRAL DROGAS, §.A.
CIA. MEOICINAL LA CAMPANA
Mc. CORMICK MEX. 5.A.

MEFCK MEX. S.A.

QUIMICA FARMACEUTICA LATINA
LAB. MIXIM, S.A.

ALFONSD MARHX, §.A.

C. CAZENAVE TAPIE DELECOSE
CERVECERIA CUALHTEMOC, S.A.
CEAVECERIA MOCTEZUMA, S.A.
EMEX, S.A.

GLUCOSA, S.A.

QUIMORGAN, S.A.

SIGMA MEX. S.A.

SIGNA, S.A.

TRAVENL, S.A.

MYCOFRAM MEX. S.A.
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IMPORTACION OE PROTEASAS DE ORIGEN ANIMAL Y OTRAS FUENTES. -
vi.e (14)

Las gréficas que se presentan a continuacién, represen-
tan la informacién estadistica de la importaci6n de: bromeli
na, pancreatina, pepsina, tripsina, quimotripsina, proteasas
y cuajo. También se menciona en cada caso las empresas que -
importan estas enzimas.

Los datos graficados se muestran en las tablas 6.8 has-
ta 6.13.

IMPORTACION DE BROMELINA, VI.6.1 (14)

TARLA 6.8

Afigs Kgs.
1975 467
1976 1,404
1977 1,858
1978 1,254
1979 2,114
1980 1, 187

Los datos anteriores se graficaran en la figura 21.



EMPRESAS IMPORTADORAS

LAB. LEPETIT, S.A.
MERCK MEX. §.A.
ENEX, 5.A.

SICA, S.A.

SIGMA MEX. 5.A.
SIGNA, S.A.

CIBA GEIGY MEX. S.A.

(%)
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IMPORTACION DE PANCREATINA. VI.6.2 (14)

TABLA 6.9

Afios Toneladas
1975 11.21
1976 12.35
1977 18.932
978 14.307
979 9.396
1980 9.15

Los datos se encusntran tabulados en la gréfica 22.
EMPRESAS IMPORTADORAS, (1)

1.C.N. FARMACEUTICA, S.A.

IND. MEDICINAL AMERICANA, S.A.
LAB. KRIYA, S.A.

QUIMICA FARMACEUTICA LATINA, S.A.
GUIMICA KNOLL MEX. S.A.
REPRESENTACIONES UNIVERSALES ESPECIALIDADES
FARMACEUTICAS .

QUIMICA FARMACEUTICA LATINA, S.A.
FECOROATL MEX. S.A.

LAB. A. H, ROBINS MEX. S.A. DE G.V.
A FONGO MARHZ, S.A.



CIA. MEDICINAL LA CAMPANA, S.A. DE C.V.

Empresas importadoras de pancreatina......

ENMEX, 5.A.
GLUCOSA, S.A.

LAB. CARNDT, 5.A.

LAS. LIOMONT, S.A.

LAB. QERALT MIR, S.A.

NORWICH PHARMACAL CO. MEX. S.A.
PROVEEDOR CIENTIFICO

SIGLO XXI EDITORES, S.A.

GIGMA MEX. S.A.

SYDNEY ROSS CO. S.A.

COSBEL, S.A. DE C.v.

CIBA GEIGY MEX. S.A. OE C.V.
MERCK MEX. S.A. DE C.V.

ORGANON MEX. S.A.

CENTRAL DE DROGAS, S.A.

DROMEX, S.A.

LAB. LEPETIT MEX. S.A.
RECOADATI MEX. S.A.

168
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IMPORTACION DE PEPSINA, TRIPSINA Y QUIMOTRIPSINA VI.6.3 (14)

Los datos de la tabla 6.10 representan las cantidades -
de pepsina, tripsina y quimotripsina importadas, donde la -
tripsina y quimotripsina representan una pequefia porcidn del
total.

TARLA 6. 10
IMPORTACION DE PEPSIMA . ...
Aflos Toneladas
1975 0.667
1976 0.746
1977 0.860
1978 1.098
v7™ 2.964
1980 2.667

EMPRESAS IMPORTADDRAS OE PEPSINA, (14)
MEFCK MEX. S.A.
A.H. ROBINS MEX. S.A.
RECDRDATI MEX. S.A.
QUIMICA FARMACEUTICA LATINA
ALFONSD MARHX, S.A.
CASA ROCAS, S.A.
ENMEX, S.A.
EQUIPAR GUADALAJARA, S.A.
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LAB. WEINER, S.A.L.
PROVEEODR CIENTIFICO, S.A.

Empresas importadores.................
SIGMA, MEX. S.A.
VIOES GUADALUPE
VINICOLA CETTO, S.A. DE C.V.
CENTRAL DE DROBAS, S.A.

EMPRESAS IMPORTADOAAS OE TRIPSINA, (14)
LYMANOL, S.A.

MERCK MEX. S.A.

PROD. GEDEON RICHTER, S.A.
SICA, S.A.

ALFONSO MARHX, S.A,

C.Y.D. CONTINENTAL, S.A.
IND. NIZA, S.A.

J.T. BAKER, S.A. DE C.V.
PROVEEDDR CIENTIFICO
ITALOMEX; S.A.

LAB. TORNEL, S.A.

CICA, S.A.

EMPRESAS IMPORTADORAS DE QUIMBTRIPSINA. (14)
PROD. GEDEON RICHTER, S.A.
ALFONSD MARHX, S.A.
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LAB. WEINER, S.A.L.
PROVEEOOR CIENTIFICO, S.A.

Empresas importadoras.................
SIGMA, MEX. S.A.
VIDES GUADAL UPE
VINICOLA CETTO, S.A. DE C.V.
CENTRAL DE DROGAS, S.A.

EMPRESAS IMPORTADDRAS DE TRIPSINA. (1)
LYMANOL, S.A.

MERCK MEX. S.A.

PAOD. GEDEDN RICHTER, S.A.
SICA, S.A.

ALFONSO MARHX, S.A.

C.Y.D. CONTINENTAL, S.A.
IND. NIZA, S.A.

J.T. BAKER, S.A. DE C.V.
PAOVEEDDR CIENTIFICO
ITALOMEX, S.A.

LAB. TORNEL, S.A.

CICA, S.A.

EMPRESAS IMPORTADORAS DE QUIMBTRIPSINA. (1a)
PROD. GEDEON RICHTER, S.A.
ALFONSD MARHX, S.A.



C.Y. D. CONTINENTAL S.R.L.
J.T. BAKER, S.A. DE C.V.
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C.Y. D. CONTINENTAL S.R.L.
J.T. BAKER, S.A. DE C.V.
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IMPORTACION DE PROTEASAS DE OTRAS FLENTES. VI.6.4 (14)

La tabla 6.11 musstra los datos de importacidn de pro—-
teasas de origen microbiano, graficados en la figura 24.

TABLA 6. 11
IMPORTACION OE PRDTEASAS
Afips Toneladas
1975 6.712
1976 3.196
97?7 5.287
1978 5.684
1979 6.703
1980 6.874

EMPRESAS IMPORTADORAS. (14)

BAYER MEX. S.A.
LIMANDL, S.A.

ENMEX, 5.A.

PROBST, S.A.

GLUCOSA, S.A.

CEAVECERIA CUALHTEMCC, S.A.
CERVECERIA MOCTEZUMA, S.A.
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IMPORTACION OE CUAD. VI.6.5 (14)

TABLA 6. 12
Afios Toneladas
1975 4.133
1976 0.111
1977 0.019
978
1979 0.522
1980 0.5

En la figurea 25 se incluyen ademés los datos de 1973 y-
1974.

EMPRESAS IMPORTADDRAS .

I.C.N. FARMACEUTICA
SANBORN HERMANDS, S.A.
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VI.? PRODUCCION Y COMERCIALIZACION
€En México se producen amilasas, proteasas y cuajo, las-
demés enzimas que se aplican en la industria alimentaria son

importadas por las empresas que las utilizan o bien, se im-.
portan para su venta.

Empresas que fabrican amilasas:

ENMEX, S.A. DE C.V. (amilasa bacteriana)
PFISER, S.A. DE C.V.
TRAVENDL, S.A.

Empresas que comercializan amilasas:

CIBA GEIBY MEX. 5.A. OE C.V.
ENVEX, S.A. DE C.V.

(Amilasa fungal)
ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.
Pm&T, SOA.

(Amiloglusidasa)

ENVEX, S.A. OE C.V.
ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.

(diastasa de malta pura)

DROGAS TACUBA, S.A.
ROMM & HAAS MEX. S.A. DE C.V.



Comercializacién de invertasa.

Empresa.
ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.

Comercializacién de celulasa.

Empresas.
ENMEX, S.A. DE C.V.

Comercializacidn de pectinasa.

Empresas.
ENMEX, S.A. DE C.V.

ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.
CIBA GEIBY MEX. S.A. DE C.V.
PFISER, S.A. DE C.V.

Comercializacién de papafna.

Empresas.
ENMEX, S.A. DE C.V.

ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICCS, S.A.
LAB. MIXIM, S.A.

PRODUCTOS NUTRICIONALES, S.A. DE C.V.
SIGNA, S.A.

179
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Comercializacién de Bromelina.

Empresas
EMMEX, S.A. OE C.V.
ENZIMAS Y PRODUCTOS QUIMICOS, S.A.

Produccién de proteasas.

Empresas productoras.
CUAMEX, S.A. DE C.V.
VELFER, S.A.

PFISER, S.A.

LAB. WILSON, S.A.

Produccidn de enzimas pancréaticas.

Empresas productoras.
BIOQUIMICA NAAVEL, S.A.
ENMEX, S.A. DE C.V.
CANAFARMA, S.A. OE C.V.

Produccién de cuajo.

Empresa productora.
CUAMEX, S.A.



Comercializacién de lipasa.

Empresas.
ENMEX, S.A. OE C.V.

PROOUCTOS NUTRICIONALES, S.A. DE C.V.
Camercializacién de catalasa.

Empresas.
ENMEX, S.A. OE C.V.

FERVIG, S.A.
INDUSTRIAS QUIMICAS DEL CENTRD, S.A.
QUIMICA INTERAMERICAMA, S.A.

Comercializacién de glucosa oxidasa.

Empresa.
ENMEX, S.A. DE C.V.

181
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vi.8 EXPORTACION (14)

Empresas exportadoras:

CIBA GEIGY, S.A.
CYNAMIO, S.A.

PFISER, S.A. DE C.V.
CANAFARMA, 8.A. DE C.V.

En la tabla 6 13 se mestran las centidades (dlls) de -
exportaciones en los Jltimos afios.

TABLA 6. 13
EXPORTACIONES
1975 1976 1977 1978 979
PRDTEASAS 27,230 135,124 eee 197 4,613

AMILASAS — 9,641 56,320 54,981 32,450
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PRECIOS EN EL MERCADD VI.9

El precin de cualquier enzima desende de la potencia de
esta. Existe gren variedad de concentraciones de actividad -
enzimética, en ocasiones la enzima va acompafiada de otras. -
Por ejemplo, la preparacién enzimética utilizada en la indug
tria cervecera donde la papaina se mezcla con otras protea—
sas (bromelina), también la amilasa utilizada en la panifica
cidn se mezcla con proteasas.

Los precios intsmacionales corresponden a los pagados-
por algunas empresas al importar el producto.



Precios de algunas enzimas en el mercado nacional:

ENZIMAS (1 Kg) $ PESOS
Amilasa 166

Blucoamilasa (1t) 230 (100 U/m1)
Celulasa 950

Pectinasa 500 (1500 U/gr)
Papaina 250 (80 U/gr)
Bromelina 500 (720 u/gr)
Protsasa S0 (e0,000 U/gr)
Pancreatina 71 (640 U/gr)
Cuajo microbiano (1t) 205 (10,000 U/gr)

Glucosa oxidasa 11,000 ( 1500/gr)



Precios en el mercado internacional:
ENZIMA (KG)
Anilasa (bacteriana)

Celulasa

Papaina

Bromelina

Proteasas

Pancreatina

Invertasa

$ dlls

2.84

8.75
§7.51
86.2

?.16
2.6
16.52
15.78

4.68
45.57

19.56
20.94
3.3

34.82
19.87
27040

7.51
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CONCLUSIONES
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La industria alimentaria confronta actualmente, la nece
sidad de proporcionar mayor cantidad, mejor contenido nutri-
cional y una presentacién aceptable de sus productos. Esta -
situacién abre la posibilidad @ los procesos enziméticos.

El éxito comercial de cualquier enzima, supone anticipa
damente la necesidad de su aplicacién. Por ejemplo, la deman
da de productos derivados de la soya se incrementé al aumen-
tar el precin de la carme.

€l ambiente social, legislativn y tecnolégico ha creado
circunstancias que favorecen la aplicacién de enzimas no uti
lizadas a escala comercial como; los cientos de toneladas de
desechos celuldsicos gue un proceso enzimético resolveria sa
tisfactoriamente; la produccidén de grandes volimenes de ali-
mentos preprocesados que necesitan conservarse en buenas con
diciones, por largos perfodos (congelados, enlatados o en el
medio ambienta). hasta su consumo; los deshechos de suero, -
representan la potencialidad de aprovecharlos mediante el -
uso de lactasa; la remoci6én de la céscare de frutas y legum-
bres enzimdticamente. Situaciones como esta surgen a cada -
dia y la investigacién de las propiedades, condiciones y ma-
nera de obtener enzimas a escala comercial preparan el cami-
no de nuevas aplicaciones de procesos enzimdticos conforme -
surge la necesidad de utilizarlos.

En México se encuentran latentes las aplicaciones de al
gunas enzimas que en otros paises representan actualmente un
mercado de considerable importancia; como es el uso de la -
glucosa isomerasa. En lo que respecta a la produccidn; puede
mencignarse el caso de la papaina y la bromelina, ya que - -
existe en el pais el cultivo tradicional del papayo y de la-
pifia. Sin embargo no parece haber indicios o intentos de prg
ducir papaina en gran escala a pesar de existir una crecien-
te demanda de la enzima, tanto en el mercado internacional -
como en el nacional. También existen casos como el de la glu
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cosa oxidasa cuyas aplicaciones son numerosas y en extremo -
ventajosas (por las caracter{sticas de la reaccidn que cata-

liza la enzima).

Establecer un panorama real del mercado de las enzimas-
en la industria alimentaria nacional requiere de informacién
que las empresas consideran como confidencial.

Las estadisticas de importacién se limitan a las enzi=—
mas tradicionales que se han venido importando por los Glti-
mos 10 afios o més. Los demés productos enzimaticos se impor-
tan sin descripcién arancelaria, ya sea por la novedad el -
producto o por transacciones convenientes con las autorida-.
des que reglamentan estas situaciones, que normalmente desco
nocen la trascendencia de impulsar el uso de productos enzi-
méticos en la elabnrracién de alimentos.
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