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INTRODUCCION 

La e l a b o r a c i ó n  d e l  siyao y su aceptación en todo 

e l  mundo,  ha despertado en estos ú l t i m o s  a�os e l  

interés de buscar nuevas a l t e r n a t i v a s  que satisfagan l a  

creciente demanda d e l  mercado,  como l a  sustitución de 

l a  materia  prima t r a d i c i o n a l ,  " l a  !::.oya" por pr·oduc::tos 

autóctonos como e l  tarwi en nuestro m e d i o .  Lógicamente 

para e l  logro de éstas metas,  se hace necesario buscar 

las condiciones más adecuadas que nos permitan obtener 

un 

costos de p r o d u c c i ó n .  Es .�s.í. 

competitiva,  

re·a l izando 

con menores 

1 a idea dr:? 

un estudio buscar d i c h a s  c o n d i c i o n e s ,  

producto de c a l i d a d  

cie ·nt.:í . f i c o  de  1 ¿,¡S v e r: i c: 1 b  l e s  que i n f l u y e n  

d e t e rmi n a n t e m e nt e  en l a  f e r m e nt a c ión d e l  s i y a o .  

E l  lo g r o  de a l t o s  n i v e l e s  de  

a m i l a s a s  f ú n g i c a s  en l a  p r im e r a  f a s e  de e l a b o r a c i ó n  

d e l  s i y a o  c o n o c ido como e l  II k o.i i II es impo r t a nte y  C c 1 s i  

d e t e r m in a n t e  p ués  es f u e nt e  de  e n z im a s que  d e g r a d a r á n 

l o s  c on s t i tu y ent e s de  l a s  m a t e r i a s p r im a s  a  componente s 

d e  b a j o  pe s o  m o l e c u l a r  que p r o po r ci o n a r á n e l  s a bo r ,  

a r o m a  y v a l o r  n u t r i t i v o  a l  p r o d u ct o  f i n a l .  



Por otro l a d a  l a  m e z c l a  o  s u s t i t u c i ó n ,  que 

comunmente se r e a l i z a  en e l  mercado;  d e l  siyao 

auténticamente fermentado con e l  h i d r o l i z a d o  

químicamente,  a f e c t a  grandemente l a  c a l i d a d ,  sabor y 

aroma del  producto.  Es aquí donde e l  LISO de 

b i o c a t a l i z a d o r e s  demuestra sus reales  ventajas en 

r e l a c i ó n  a  los  reactivos químicos  convencionales en 

estos procesos de interés i n d u s t r i a l ,  pues estos no 

producen toxinas y  su gran e s p e c i f i c i d a d  de acción 

p o s i b i l i t a  que los mismas pueden ser u t i l i z a d o s  con 

materiales  bioquímicos complejos  como son a q u e l l o s  que 

forman parte de los  a limentos y  sus restos ,  sin causar 

cambios indeseables,  además de que ejercen su acción 

bajo condiciones moderadas de temperatura y p H .  E l  

d e s a r r o l l o  de métodos de fermentación para l a  

producción de enzimas asegura una p o t e n c i a l i d a d  

i l i m i t a d a  en cuanto a su d i s p o n i b i l i d a d ;  así tenemos a l  

método de fermentación en sustrato s ó l i d o ,  una 

técnica re lativamente s e n c i l l a  y  actua lmente empleada 

can mayor énfasis  para l a  producción de e n z i m a s  por 

como por e j e m p l o  l a  t r a d i c i o n a l  técnica  de 

e laboración  d e l  k o j i .  

Se trata pues de obtener un k o j i  con a l t o s  

n i v e l e s  de actividad  a m i l á s i c a  y  p r o t e o l i t i c a  

conociendo l a s  condiciones óptimas de crecimiento de 

Aspergillus oryzae; condiciones que serán usadas 

también para obtener una preparación e n z i m á t i c a  por 

fermentación en sustrato s ó l i d o  de sa lvado de t r i g o ,  de 

ta l  manera que su u t i l i z a c i ó n  en l a  subsecuente 

fermentación en sa lmuera se l o g r e  una intensa a c t i v i d a d  

e n z i m á t i c a  que acorte e l  tiempo de f e r m e n t a c i ó n .  

B a j e  este contexto los o b j e t i v o s  p lanteados 

fueron los s i g u i e n t e s :  

l  -  E v a l u a r  las condiciones óptimas d e ;  a i r e a c i ó n ,  

humedad r e l a t i v a ,  ac tivid a d  de agua i n i c i a l  d e l  

sustrato y temperatura durante e l  c u l t i v o  de 

Asperqillus oryzae ATCC 20386, para l a  

producción de ami lasas y  
,  proteasas por 



fermentación en sustrato s ó l i d o .  

2 . -  Obtener una preparación cruda de a m i l a s a s  y  

proteasas 

s a l m u e r a ,  con l a  f i n a l i d a d  de aumentar los  

l a  fermentación en para suplementar 

n i v e l e s  de actividad  de éstas dos enzimas y  

a l c a n z a r  v a l o r e s  más a l t o s  de rendimiento de 

nitrógeno en un de fermentación más corto.  

3 .  Hacer un seguimiento de l a s  v a r i a b l e s :  nitrógeno 

t o t a l ,  aminonitrógeno l i b r e ,  azúcares reductores,  

a c i d é z ,  pH,  a c t i v i d a d  a m i l á s i c a  y  p r o t e o l i t i c a  

durante l a  fermentación en s a l m u e r a ,  y  establecer  

e l  rendimiento de n i t r ó g e n o .  



CAPITULO I 

REVISION DE LITERATURA 

1 . 1 .  GENERALIDADES 

E l  siyao  

fragancia  con 

sazonador en 

condimento de 

es un l i q u i d o  pardo oscuro de d i f e r e n t e  

gusto salado que es usado como agente 

l a  preparación de comidas y como un 

mesa.  Es producto de una fermentación 

muy activa de hongos, bacterias y  levaduras sobre una 

m e z c l a  de s o y a ,  trigo  y  sal ( K a l i s z ,  1 9 8 0 ) .  La vía 

q u í m i c a  es e l  segundo métedo de o b t e n c i ó n ,  donde e l  

sustrato es i n i c i a l m e n t e  h i d r a l i z a d o  por l a  acción de 

un á c i d a  fuerte,  y  en una segunda fase se procede a 

una fermentación en salmuera ( I T I N T E C ,  1 9 8 4 ) .  

Actualmente l a  e l a b o r a c i ó n  del  siyao ha d e s a r r o l l a d o  a  

un estado altamente t e c n o l ó g i c o  y  l l e v a d o  a  una gran 

e s c a l a  c o m e r c i a l ,  sin v a r i a r  lógicamente e l  fundamento 

de su e l a b o r a c i ó n  que se remonta i n c l u s i v e  a  3 , 0 0 0  a�os 

atras ( B e u c h a t ,  1 9 8 3 ) .  I n i c i a l m e n t e  los  granos de soya 

enteros ,  

trigo 

humedecidos y cocidos son m e z c l a d o s  

tostado y partido e inocu lados con e l  

con el  

c u l t i v o  
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i n i c i a d o r  de Aspergillus oryzae o �  soyae. La m e z c l a  

es incubada por 2-3 d i a s ; y  l a  masa resultante  l l a m a d a  

K o j i ,  es puesto en salmuera a l  18 % a l  cual  se l e  

denomina,  masa M o r o m i ;  éste a l  ser incubado con 

Pedioccocus halophilus y 

temperatura controlada 

Ziqosacharomices rouxii a 

da i n i c i o  a  un fermentación 

l á c t i c a  y  a l c o h ó l i c a  permitiendo que los 

h i d r o l i c e n .  La masa Moromi es prensada,  

l a  masa se 

para obtener 

constituyentes de a l t o  peso m o l e c u l a r  de 

una s o l u c i ó n  cruda de s i y a o ,  e l  cual es parteurizada ,  

f i l t r a d a  y  e m b o t e l l a d a  ( K a l i s z ,  

por vía 

1 9 8 8 ) .  A  este 

procedimiento de elaboración fermentativa l o  

l lamaremos procedimiento t r a d i c i o n a l .  La u t i l i z a c i ó n  de 

materias primas y sus proporciones podría variar  de 

acuerdo a l a s  zonas de p r o d u c c i ó n ,  éstas d i f e r e n c i a s  

son los que van a c a r a c t e r i z a r  a  los  diferentes 

s i y a o s .  Han habido intentos para e l a b o r a r  siyao usando 

como materia prima otros insumos como ;  m a n í ,  avena,  

cebada y 

comercia l  (Yong y  

haber 

Wood,  1 9 7 4 ) .  

logrado mucho é x i t o  

Sin embargo M u J i c a  

centeno sin 

( 1 9 8 7 )  aprovechando l a  conocida t e c n o l o g í a  de l a  soya ,  

r e a l i z ó  investigaciones con l a  f i n a l i d a d  de demostrar a 

esca la  de 

tarwi 

laboratorio l a  p o s i b i l i d a d  de e m p l e a r  e l  

mayor contenido en l u g a r  de l a  soya,  por su 

protéico y  c o n s t i t u i r  un recurso propio  de l a  z o n a ,  

obteniendo resultados satisfactorios y  superiores en 

sus c a r a c t er í s t i c a s  f í s i c o - q u í m i c a s  con respecto a los 

siyaos producidos en nuestro p a i s .  Queda mucho por 

investigar ,  y  es l a  b i o t e c n o l o g í a  quien ofrece muchas 

a lternativas que permitan reducir  los costos de 

producción sin a l t e r a r  l a  c a l i d a d  d e l  producto .  Así 

por e j e m p l o  l a  fermentación d e l  

i n m o v i l i z a d a s  ( O s a k i ,  e t . a l .  1 9 8 5 ) ,  

siyao con c é l u l a s  

l a  e laboración  de l  

KoJi  con a d i c i ó n  de s o l u c i o n e s .  enzimáticas  de 

peptidasas ( B e u c h a t ,  1 9 8 4 ) ,  aunque su información es 

aún i n s u f i c i e n t e  en l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  s i y a o .  



1 . 2 .  MATERIAS PRIMAS 

1 . 2 . 1 .  EL TARWI 

E l  t a r w i ;  Lupinus mutabilis,es  un recurso 

protéico df.� l a  sierra peruana,  que constituyó una de 

las  p r i n c i p a l e s  fuentes de proteína vegetal  en l a  

a l i m e n t a c i ó n  populc1r  d e l  Tahuantinsuyo ,  pero l a  

m o d i f i c a c i ó n  de patrones a l i m e n t a c i o - n u t r i c i o n a l e s  en 

los  diversos geo-sistemas a l t i t u d i n a l e s  que se d i ó  en 

l a  c o l o n i a  c o n l l e v a r o n  lc:1 disminución  de l a  

produccion de más de 300 sp vegetales ( H u r t a d o , 1 9 8 2 ) .  

El  tarwi tiene gran importancia  en zonas andinas  donde 

j  ustamentei l a  soya y otros c u l t i v o s  protéicos están 

l i m i t a d a s  por razones e c o l ó g i c a s .  Esta d i c o t i l e d o n e a  

de l a  f  arn.í L í  a  l e g u m i n o s a ,  es conocido como II tarwi II 

por los Aymaras,  en e l  sur d e l  Perú y B o l i v i a ,  A lt ramuz  

r-2n España,  "Cho cho " en Ecuador y e l  Pen'.1 y 

"chuchusmuti 1 1  en Bo L í . v  í.a , Crece a los 2!:K>O a Lf.000 msnm 

y es bastante resistente a l a s  sequías y h e l a d a s ,  poco 

e>:igent.E? en cu an t.o a l a  c  a  L í . d  ed  del  sue lo y e l  imét ,  

sembrados con m a í z ,  h a b a s ,  papas ,  e t c .  

m a r g i n a l e s  

donde si 1�ve 

l l e g á n d o s e  a  sembrar también en terrenos 

como cerco b i o l ó g i c o .  

Sin  embargo e l  tarwi 

que en cierta medida hacen 

Su p r i n c i p i o  amargo debe a lé1 presencia de más de 
,.., ., 

.::. /; 

presenta a l g u n a s  desventajas 

consumo .  poco a c e p t a b l e  su 

de a l c a l o i d e s  como: l  i:,t. l u p a n i n a ,  13-- 

h i d r o x i l u p a n i n a ,  4 - h i cl r c x i l u p a n i n a ,  a l f a - i s o l u p a n i n a  y  

o t r o s .  .1985) . Entonces se hace necesario 

reducir  l � s . a l c a l o i d e s  a  menos d e l  0 . 0 1  %  para que su 

consumo no sea t. ó  x  í .c o  ,  los cua l  puede conseguirse por 

un proceso senc:i l l.o dE": l a  propiedad 

h i d r o s o l u b l e  de sus a l c a l o i d e s  ( J i m e n e s ,  1 9 8 7 ) .  

Se han r e a l i z a d o  investigaciones a i s l a d a s  sobre 

muchos aspectos de esta importante leguminosa,  con l a  

incentivar su mayor aprovechamiento en 

forma directa  o  i n d i r e c t a .  

C c o i l l o - ( 1 9 8 3 )  y  León ( 1 9 8 3 )  estudiaron los  ritmos 
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de acumulación de proteinas tanto en hojas y granos de 

varios  ecotipos proceentes de l a  p r o v i n c i a  de Huamanga.  

G a r c í a  Blásquez  ( 1 9 7 9 )  y  Paredes ( 1 9 8 3 )  mostraton 

interes por e l  potencial  a l i m e n t i c i o  de sus granos 

r e a l i z a n d o  a n á l i s i s  q u i m i c o - b r o m a t o l ó g i c o s  de varios 

ecotipos con l a  f i n a l i d a d  de obtener un concentrado 

protéico e l  que podría ser transformado en harina  y  ser 

usado en l a  p a n i f i c a c i ó n  y  otros productos elaborados.  

F i n a l m e n t e  podemos d e c i r  que e l  estudio de los  

procesos fermentativos donde ésta leguminosa interviene 

como fuente r i c a  de nitrógeno protéico 

p o s i b i l i d a d e s  de su i n d u s t r i a l i z a c i ó n .  

aumenta las 

1 . 2 . 2 .  EL TRIGO Y EL SALVADO DE TRIGO 

E l  trigo en l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  siyao y 

producción de enzimas cumple un r o l  muy importante .  

-  En e l  K o j i  el  trigo ajusta l a  humedad d e l  sustrato a 

n i v e l e s  óptimos,  aproximadamente a 45 % ,  de manera que 

crea una condición adecuada para una intensa a c t i v i d a d  

f ó n g i c a  que se r e f l e j a  en un mayor actividad 

e n z i m á t i c a .  

E l  t r i g o  sirve como mejor fuente de carbohidratos,  

a  p a r t i r  de los cua les se forman ,  los  azúcares,  a l c o h o l  

y  ácidos orgánicos durante l a  fermentación ,  que 

contribuyen con e l  sabor y aroma d e l  s i y a o .  

-  Sirve como fuente de l i g n i n a  y  g l u c ó s i d o s  que son 

los presursores de l  sabor v a n i l i n i c o  d e l  s i y a o ;  y  

-  S i r v e  como fuente rica de ácido g l u t á m i c o  uno de los 

p r i n c i p a l e s  responsables d e l  aroma del  s i y a o .  

E l  uso de l  s a l v a d o  de t r i g o  en l a  a c t u a l i d a d  se 

incrementa en l a s  industrias de l a  fermentación .  Como 

materia prima juega un rol  casi determinante en los 

costos de sus productos,  por su b a j o  costo y sus 

bondades n u t r i c i o n a l e s ,  

m i n e r a l e s .  ( v e r  T a b l a  

r i c o s  en v i t a m i n a s ,  

I ) .  Prácticamente 

f i b r a s  y  

l a s  3/4 

partes d e l  costo de operación de un proceso de 

c r e c i m i e n t o ,  por l o  fermentación procede d e l  medio de 
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que se investiga constantemente otras fuentes 

a l t e r n a t i v a s  de nutrientes b i o l ó g i c o s  que permitan 

beneficiarse de l a s  f luctuaciones del  p r e c i o ,  a l  mismo 

tiempo que suministren todos los  nutrientes requeridos 

en e l  proceso de l a  forma mas económica p o s i b l e .  

( W i s e m a n ,  1 9 8 6 ) .  

E l  salvado de t r i g o ,  conocido también como 

cáscara,  afrecho o a f r e n e c i l l o  constituye e l  residuo de 

l a  m o l i e n d a  de distintas variedades de t r i g o .  Está 

integrado p r i n c i p a l m e n t e  por e l  pericarpio  y  las  

porciones más s u p e r f i c i a l e s  d e l  endospermo.  Su uso en 

l a  a l i m e n t a c i ó n  tiende a  g e n e r a l i z a r s e  después de 

muchos a�os en e l  que se l o  consideraba un desecho cuyo 

p r i n c i p a l  destino era para formar parte de los 

a l i m e n t o s  ba lanceados para l a  c r i a  de aves de corra l  y  

otros de g r a n j a .  Estas circunstancias se debe a que se 

trata de una de l a s  porciones mas r i c a s  en distintos 

tipos de f i b r a  que posee e l  grano ( S a l i n a s ,  1 9 8 8 ) .  

1 . 3 .  FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO 

La fermentación en sustrato 

recientemente retomada por sus 

r e a l e s  costos de inversión .  Se usa ésta t e r m i n o l o g í a  

s ó l i d o  es una técnica 

rea les ventajas y  sus 

para d e s c r i b i r  l a  fermentación en que el  

microorganismo 

predominantemente 

crece 

i n s o l u b l e  

sobre 

sin una 

un 

fase 

sustrato 

l i q u i d a  

l i b r e ,  y  es usado para obtener productos especia les 

como l a  enzimas ( a m i  l a s a s ,  proteasas,  p e c t i n a s a s ,  

l a c t a s a s ,  a m i l o g l u c a s i d a s a s ,  c e l u l a s a s ,  

invertasas,  e t c . ) ,  a n t i b i ó t i c o s  y  otros m e t a b o l i t o s  

secundarios con a f l a t o x i n a s ,  o c h r a t o x i n a s ,  e t c .  

( H e s s e l t i n e �  1 9 7 2 ) .  

� l  contenido de humedad en ésta técnica es de 30- 

80 % ,  y  los microorganismos cuyo crecimiento se adapta 

mas a l a s  condiciones de baja  a c t i v i d a d  de agua y l a  

presencia de sustrato s ó l i d o  casi i n t r a t a b l e s  son los 

hongos ;  por ésta razón que todas las preparaciones 



e n z i m á t i c a s  producidas por ésta t é c n i c a  son 

provenientes de h o n g o s . (  Frost y Moss,  1 9 8 7 ) .  

TABLA I I  

ALGUNAS ENZIMAS PRODUCIDAS POR FERMEMENTACION 

EN SUSTRATO SOLIDO ( F r o s t  y  Moss,  1 9 8 7 )  

ENZ I.MA 

CE? 1 u 1 as-,a. 

OF�GANISMO 

Trich_pderma vir.ide 

Tricho�erm� reesei 

ALGUNOS MED I os_ 

CQMUJ1ES­ 

S a l v a d o  de T r i g D  

S a l v a d o  de t r i g o  

Trichoder.ma harzianum Salvado de 

t r i g o  Amy 1 og 1 ucosid;asa Asper:.gj. l). us n iger:. Sa 1 vado 

de T 1rigo Glucosida1sa A��i:g_i l l u s  P h o e n i c i s  

Gc::1 l c• .ctosidasa Aspe1,·ci.;i. J. l_u<:,. i:WJamor i 

Inve1rt .asa Asn.c�rg i l).us <:."l.w.amo.ir i. 

{:¡sp,erqi l 1 .. LlS n iq_uer 

As_Qprq i l lus. oi:.y].".af� S a l v a d o  de Trigo 

Pectinasc:1  

A r r o z ,  

Mucor p u s i l l u �  S a l v a d o  de Trigo 

Coniott11.1rium d.iJ:',l.o-- Salv.::1do de 

Ami l a s a  

Lactasa 

T r i g o ,  

d i e l l é 1  

�J?í<.li l lus nü=@r:. 

Scr.)t;tLI 1 c:1r· �psi s §.P_ 

desgrasado 

S a l v a d o  de Trigo 

Sed .vado de 

+ z » ,  F e ,  Cu 

La fermentación en sustrato s ó l i d o  ha sido usada en 

conoce corno 

por muchos 

koj i i• que 

s i g l o s ,  pr o c e s o 

Ln vo l u cr-e e l  

que ahora 

crec:i .miento de 

hongos f i l a m e n t o s o s  corno e l  Asperqillus oryzae o 

Asperqillus_soyae, sobre una m e z c l a  húmeda de a r r o z ,  

r:;;oya y t r i g o ,  para producir una m e z c l a  de en�:imas 

a rn i l o l i t i c a s  y  p r o t e o l i t i c a s  e x t r a c e l u l a r e s  que pueden 



ser usados en l a  h i d r ó l i s i s  de otros sustratos,  y 

efectuar e l  cambio de sabores. ( H e s s e l t i n e ,  1 9 7 2 ) .  

Frost y Moss ( 1 9 8 7 ) ,  ha descrito diferentes tipos 

de fermentadores para esta técnica de fermentación,  de 

los cuales mencionaremos las más u s u a l e s :  

-  E l  fermentador de tambores rotativos,  en este dise�o 

se usan tambores c i l í n d r i c o s ,  dispuestos 

horizontalmente y  usualmente montados sobre un r o d i l l o  

que proporciona soporte y a l a  vez actúa como un 

dispositivo de rotación y m e z c l a .  Estos dise�os son 

usados especialmente en l a  

Trichoderma viride. 

- Un segundo tipo de fermentador s u p l e  

con p a l e t a s  dispuestas en e l  interior  

los  rc idillos- , ,  

y que efectúan 

producción de c e l u l a s a  por 

l a  m e z c l a  del .  s.ustré:1to f=m fE;.rme�ntación .  

E l  sistema estacionario constituye e l  dise�o más 

s i m p l e ,  pues usa sistemas de camas o bandejas aireadas 

donde e l  sustrato es tendido donde se r e a l i z a  l a  

fermentación sin a g i t a c i ó n .  La producción de a m i l a s a s  

y  proteasas se r e a l i z a  por este s i s t e m a .  

Y  por ú l t i m o  e l  sistema que convina e l  sistema 

rotativo y e l  sistema estacionario;  donde e l  sustrato 

parcialmente fermentado es transferido  de una cámara 

superior estacionario  a otra i n f e r i o r  r o t a t i v a ,  donde 

l a  fermentación se c o n c l u y e .  

1 . 3 . 1 .  NATURALEZA DEL SUSTRATO 

TRATAMIENTO 

y su PRE- 

Las materias primas más usadas como sustrato son 

los cerea les de mayor importancia a g r o - i n d u s t r i a l ,  

como e l  t r i g o ,  m a í z ,  e l  arroz y  otros como l a  s o y a ,  y  

e l  s·a 1 vado de tr-igo ya sea.n en t.er¿:..s o procesadas.  

E l  pre-tratamiento de l a  materia prima a usarse es 

uno de los factores más importantes de l a  

f e r m e n t a c i ó n .  E l  tama�o de las p a r t í c u l a s  de l  

deben estar dentro de un rango l i m i t a d o ,  de 

necesidad de l  pre-tratamiento ,  r e a l i z a n d o  e l  

sustrato 

ahí  l a  

partido 
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d e l  grano hasta en 5-6 veces.  A c t u a l m e n t e  e l  sustrato 

inversión es e l  s a l v a d o  de t r i g o  simplemente 

empleado 

costo de 

para l a  producción de e n z i m a s ,  por su b a j o  

humedecido o suplementado con a l g u n a s  pocas s a l e s ,  

aunque e l  uso de l a s  s a l e s  se hace menos necesario en 

aire 

l i b r e  

del  

l o s  a c t u a l e s  procesos comerciales  de p r o d u c c i ó n .  

E l  sustrato s ó l i d o  debe estar dispuesto de tal  

forma que permita;  l a  l i b r e  c i r c u l a c i ó n  d e l  

( e s p e c i a l m e n t e  en e l  sistema e s t a c i o n a r i o )  y  l a  

expansión d e l  m i c e l i o ,  además de que e l  volúmen 

sustrato en r e l a c i ó n  con l a s  medidas d e l  envase que 

los contiene no debe ser muy e s t r e c h a ,  de otra manera 

no se aseguraría una buena aireación y 

consecuentemente e l  é x i t o  d e l  

La e s t e r i l i z a c i ó n  d e l  

proceso .  

sustrato o medio s ó l i d o  

su y FERMENTACION DE 

EVALUACION 

CONDICIONES 1 . 3 . 2 .  

puede l l e v a r s e  a  cabo por presión a vapor a menudo a pH 

bajo que en l o  común ;  por métodos químicos o  por 

combinación de ambos ,  aunque los a l t o s  n i v e l e s  de 

e s t e r i l i z a c i ó n  no se logran como en los métodos de 

fermentación sumergida,  s i n  embargo no son necesarios 

por su misma n a t u r a l e z a ,  pues su b a j a  a c t i v i d a d  de 

agua que i n h i b e  e l  d e s a r r o l l a  de microorganismos 

contaminantes ;  permite que los s o f i s t i c a d o s  sistemas 

de protección de contaminantes no sean necesarios para 

obtener una operación s a t i s f a c t o r i a .  Frost y Moss,  

1 9 8 7 ) .  

Luego de l a  e s t e r i l i z a c i ó n  y  cocción  d e l  m e d i o �  

éste es i n o c u l a d o  con una suspensión de esporas o 

i n ó c u l o  vegetativo de l a  cepa d e l  hongo escogido.  E l  

c r e c i m i e n t o  y  l a  expansión d e l  m i c e l i o  requiere de un 

tiempo genera lmente de 1 - 1 0  d í a s ,  a  

c o n t r o l a d a  en un rango de 25- 40 QC y con 

temperatura 

un n i v e l  de 

humedad del 

30-80% .  

sustrato que puede o s c i l a r  entre los 
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E l  control  de estas dos v a r i a b l e s  puede causar 

p r o b l e m a s ,  y a  que l a  producción de m e t a b o l i t o s  c a l i e n t a  

e l  medio,  y  l a  pérdida de humedad puede ser a l t a ,  

perjudicando e l  normal  crecimiento del  m i c r o o r g a n i s m o .  

La a d i c i ó n  de agua durante l a  fermentación ha dado 

soluciones s a t i s f a c t o r i a s ,  pero es preciso determinar 

mediante ensayos l a  cantidad y  monento adecuado de 

a d i c i ó n  de a g u a ,  

e n z i m á t i c a .  Se usan 

para no afectar  l a  producción 

también de manera usual s o l u c i o n e s  

que regulan l a  humedad del  ambiente dispuestos en las  

partes bajas  del  fermentador,  para que l a  p é r d i d a  de l a  

humedad del  sustrato sea menor ( N i s h i o  e t . a l .  1 9 8 1 ) .  

E l  contro l  de l  pH es genera lmente i m p o s i b l e ,  pero 

un grado de control  se puede efectuar por una adición  

j u i c i o s a  de un 

medio ( F r o s t  y  Moss,  1 9 8 7 ) .  Estos y 

nitrógeno a l  

otros aspectos 

suplemento de s a l e s  de 

b i o l ó g i c o s ,  químicos y  f í s i c o s  proporcionan un 

ambiente favorable para que se d e s a r r o l l e  un 

determinado proceso b i o l ó g i c o .  

Hacer un seguimiento de las  v a r i a b l e s  que se 

d e s a r r o l l a n  en l a  fermentación es d i f i c u l t o s o  pero no 

i m p o s i b l e ,  ya que l a  inhomogenización d e l  c u l t i v o  

representa una d i f i c u l t a d  de muestreo .  Actua lmente se 

ha logrado r e a l i z a r  una medición aproximada de l a  

biomasa f ú n g i c a  por métodos i n d i r e c t o s .  Uno de e l l o s  

i n v o l u c r a  l a  medición de l a  g l u c o s a m i d a ,  que se 

presenta como un componente común de todas las c é l u l a s  

f ú n g i c a s .  Otros métodos i m p l i c a n  l a  medición de l a  

evolución de 

p r i n c i p a l m e n t e  

e n z i m á t i c a s .  

! a  medición 

el  

de l a s  actividades 

l a  tasa se C02,  consumo de 02 y 

1 . 3 . 3 .  VENTAJAS Y DESVENTAJAS 

Ventajas 

Generalmente se usan medios muy s i m p l e s  por e j e m p l o ;  

cereales cocidos a vapor a los cuales pueden a�adirse 

trazas de s a l e s  i n o r g á n i c a s .  



Ya 

b a j a  
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que l a  fermentación se 

a c t i v i d a d  de a g u a ,  

r e a l i z a  en condiciones de 

el  crecimiento de muchas 

bacterias contaminantes es i n h i b i d a �  por esta razón 

disminuye l a  necesidad de un proceso de e s t e r i l � z a c i ó n  

extensivo.  

Debido a que l a  humedad del  sustrato es b a j o �  e l  

volúmen de medio por unidad de peso es bajo y 

consecuentemente l a  actividad de las  enzimas por unidad 

de sustrato puede ser más a l t o �  l o  que no ocurre en 

un sistema sumergido.  

La fase de i n ó c u l o  es generalmente i n n e c e s a r i o ,  ya 

que puede . s e m b r a r s e  directamente con esporas�  e 

i n c l u s i v e  con esporas g e r m i n a d a s ,  que permiten 

acortar l a  fase de letargo (Nakadai  y  Nasuno ,  1 9 8 8 ) .  

La recuperación e n z i m á t i c a  por extracción  del  

sustrato fermentado con peque�as cantidades de agua,  

puede darnos soluciones e n z i m á t i c a s  con a l t a s  

concentraciones .  

Desventajas 

Frost y Moss ( 1 9 8 7 )  han 

asociadas a l a  producción de 

E l  proceso es l i m i t a d o  

t o l e r a r  condiciones bajas de 

descrito  l a s  desventajas 

enzimas por ésta t é c n i c a .  

a  los hongos,  que pueden 

humedad .  

La medición de los parámetros d e l  proceso es 

d i f i c u l t o s o  puesto que e l  c u l t i v o  es bastante 

inhomogéneo .  

- E l  contro l  de pH,  l a  temperatura�  transferencias de 

oxigenes y  e l .  contenido de humedad es d i f i c u l t o s o .  

Muchos de los sustratos a excepción de l  arroz 

necesitan de pre-tratamientos.  

-  La cantidad de esporas que se necesita 

es bastante g r a n d e .  

-  La adición de agua e s t e r i l ,  necesaria para mantener 

l a  a c t i v i d a d  de agua en e l  sustrato aumenta las  

p o s i b i l i d a d e s  de c o n t a m i n a c i ó n ,  además de que ésta 

cantidad y  el  momento en que se a dic i o n a n  deben ser 

como i n ó c u l o  

cuidadosamente determinados y  c o n t r o l a d o s .  



( H e s s e l t i n e ,  1 9 7 2 ) .  

.  ,·· 

1 1  

1 . 4 .  PRODUCCION DE ENZIMAS 

La e l a b o r a c i ó n  de a l i m e n t o s  fermentados de 

i m p o r t a n c i a  i n d u s t r i a l ,  es e l  r e s u l t a d o  de una s e r i e  

de r e a c c i o n e s  e n z i m á t i c a s  c o m p l e j a s  y  c o o r d i n a d a s  

dentro y fuera de l a  c é l u l a  que intervienen en l a  

f e r m e n t a c i ó n .  La i n d u s t r i a  a p r o v e c h a  ésta p r o p i e d a d  

de r e a l i z a r  c i e r t a s  O t r a n s f o r m a c i o n e s  que r e s u l t a n  

costosas,  d i f í c i l e s  y  r e q u i e r e n  de mucho tiempo según 

l a s  t é c n i c a s  c o n v e n c i o n a l e s .  ( M a z z a  y  B a l a t t i ,  1 9 7 0 ) .  

Una p o s i b i l i d a d  que a c t u a l m e n t e  toma mayor 

i m p o r t a n c i a  es e l  uso de preparados e n z i m á t i c o s  en l a s  

f e r m e n t a c i o n e s  i n d u s t r i a l e s  por presentar ventajas  con 

respecto a l  uso de reactivos q uím icos c o n v e n c i o n a l e s .  

Las e n z i m a s  l o c a l i z a d a s  d e n t r o  de l a  c é l u l a ,  

presen tan  

d i f e r e n c i a  de l a s  e n z i m a s  

e x t r a c c i ó n ,  

e x t r a c e l u l a r e s  

a  a l g u n a s  d i f i c u l t a d e s  para su 

que son 

rec u peradas  muy f á c i l m e n t e ,  pues éstas e n z i m a s  que 

general mente son h i d r o l i t i c a s  se secretan a l  medio de 

c u l t i v o �  y  son s o l u b l e s  en so l u c i o n e s  acuosa s .  

En estos ú l t i m o s  a�os se venden a n u a l m e n t e  en 

todo e l  mundo 1500 tn de e n z i m a ,  no obs tan te 1250  tn de 

toda esta ca n t i d a d  l o  c o nst i t uye n  s o l a m e n t e 4  e n z i m a s ;  

l as pro teasas, g l u c o a m i l a s a s ,  a l f a - a m i l a s a s  y  g lucosa- 

isomerasas ;  e l  resto de otros c ien tos de e n z i m a s  que 

se venden en 

homogeneidad 

todo e l  

por l o  

mundo 

que son 

se 

muy 

p u r i f i c a n  

caros y 

hasta l a  

se venden 

solamen te en m i l i g r a m o s  por aílo y su a p l i c a c i ó n  está 

en su uso en l a s  i n v es t i gac i o n e s más o menos 

s o f i s t i c a d a s .  ( W i s e m a n ,  1 9 8 6 ) .  

La pri mera etapa en l a  p ro d u c c i ó n  c o m er c i a l  de l a  

e n z i m a  co m ienza con l a  s e l e c c i ó n  d e l  m i c r o o rga n i s m o  

que posee l a  capac i d a d  de prod u cción  de l a  e n z i m a 

deseada y con buenos re n d i m i e n t o s,  además de presentar 

o tras  c a r a c t e r í s t i c a s  como no ser p a t ó ge n o ,  no 

p ro d uc i r  s ustan c ias t ó x i c a s ,  ser es t ab l e 
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qenétic :¿ ,mente, e t c .  En general  l a s  cepas que producen 

se pt-oteasa 

género 

n i q e r ,  

y  

d e l  

B.. 

dentr-·o 

c1l fa-ami lc:1sa 

las  cepas con a l t a  capacidad 

B a c i l l u s  

compr·end idc.'IS 

rendimientos de 

A s p e r g i l l u s  y  

_g; u b t j l i s- , ) .  

La mayor parte de 

E"ncuentran 

é:11 tas 

productora que actualment(?. se u t i l i z a n  en las 

industrias provienen de mutantes que han sido obtenidos 

a p l i c a n d o  d i s t i n t a s  técnicas de mutación genética,  

t a l e s  como métodos f í s i c o s ,  q u í m i c o s  y  de 

recombinación g e n é t i c a .  

Una segunda etapa consiste en escoger e l  sistema 

de fermentación adecuada,  ya sea sumergido,  s e m i s ó l i d o  

o  s ó l i d o .  En cuanto a l  media es importante tener 

presente que l a  composición d e l  mismo puede d e c i d i r  e l  

é x i t o  del  proceso .  Un medio de producción debe 

contener:  fuentes de e n e r g í a ,  de n i t r ó g e n o ,  factores de 

crec :imient .o ,  

de estas 

.i.nductcire-1s-, y 

componentes y l a  r e l a c i ó n  

E l  b a l a n c e  

fuente de 

carbono-nitrógeno es fundamenta l  en l a  producción de l a  

e n z i m a .  

1 . 4 . 1 .  AISLAMIENTO DE LAS ENZIMAS PRODUCIDAS 

Muchas de l a s  enzimas producidas a partir  de 

distintos  organismos pueden tener uso c o m e r c i a l  por l o  

que deben ser separados de l a s  c é l u l a s  que los 

producen y d e l  medio de producción.  Existen métodos 

f í s i c o s  y  químicos de e x t r a c c i ó n  de estas e n z i m a s .  

Los métodos f í s i c o s  son re lativamente v i o l e n t o s  y  

pueden ocasionar problemas ya que daRan las propias 

e n z i m a s .  La e x t r a c c i ó n  q u í m i c a  permite l a  l i b e r a c i ó n  

muy d e l i c a d a  de las e n z i m a s ,  l o  que necesita so lamente 

una suave a g i t a c i ó n  para dispersar  e l  agente q u í m i c o  de 

los producidos e x t r a c e l u l a r m e n t e  

e: - :tracción 

s o l u b l e s  y  

u t i l i z a d o  durante e l  proceso .  Las enzimas 

siempre m e z c l a d o s  con l a s  c é l u l a s  que los producen�  

ácidos n u c l é i c o s ,  sa les componentes d e l  m e d i o ;  que son 
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Une, de;: 1 c,s métodos más comunes 

de concentración es l a  p r e c i p i t a c i ó n  con muchas 

variedades que se resumen 

1 9 8 6 )  •  

en lc:1 T a b l a  I  I  I  •  (  l.iJi seman � 

En l a  p r e c i p i t a c i ó n  con solventes o r g á n i c o s ,  éstas 

reducen l a  constante d i e l é c t r i c a  del  medio acuoso 

disminuyendo l a  s o l u b i l i d a d  de l a s  proteínas 

permitiendo a las  m o l é c u l a s  de proteína in ter-accionar 

más f á c i l m e n t e  entr-e sí  que con e l  agua.  Las m o l é c u l a s  

de d i s o l v e n t e  también pueden inter-cambiarse con e l  agua 

que está unida  a  las pr-oteínas l o  que provoca l a  

p r- e c i p i t a c i ó n  por deshidr-atación de l a  p r o t e i n a .  Estos 

tr-es efectos tienen l u g a r-  probablemente en l a  

precipitación  de prote.í.nas. Las pr-oteínas se 

precipitan  satisfactoriamente con d i s o l v e n t e s  orgánicos 

siempn? que l a  temperatura permanezca por debajo de 

5QC.  Por- encima de esta temperatura puede tener l u g a r  

l a  d e s n a t u r a l i z a c i ó n  de l a  proteína .  Los disolventes  

deben ser m i s i b l e s  con e l  agua y no deben ser 

f á c i l m e n t e  i n f l a m a b l e s �  como por e j e m p l o  e l  isopropanol  

se ha u t i l i z a d o  para p r e c i p i t a r  l a  a m i l a g l u c o s i d a s a .  

T,:1mbién se han u t i l i z a d o  m e t a n o l ,  e t a n o l ,  

aunque su uso i n d u s t r i a l  es l i m i t a d o  debido a que son 

i n f l a m a b l e s  y  relativamente caros .  

Las enzimas se pueden p r e c i p i t a r  y  fraccionar  con 

l a  técnica .  "sc :\ lado"  par-a l o  que se u t i l i z a  s u l f a t o  

amónico que es un compuesto económico ,  muy 

que se e n f r í a  a l  diso lverse y  es inocuo par-a 

parte de e n z i m a s .  

s o l u b l e ,  

l a  mayor 

1 . 4 . 2 .  ELABORACION DEL SIYAO CON PREPARACIONES 

ENZIMATICAS. 

La producción e f i c i e n t e  de l a s  enzimas de inter-és 

especia lmente l a s  ami.lasas <r 
I 

proteas,.as es muy 

importante en l a  economía de l a  f a b r i c a c i ó n  de l  siyao 

e labor-ado con preparaciones e n z i m a t i c a s ,  de Aspergillus 

oryzae. Gener-almente l a  fuente de producción 1  o 
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salvado de t r i g o  por c o n s t i t u i r  un 

desecho a g r í c o l a  de bajo  costo.  La f i g u r a  N o . 1  muestra 

e l  procediemiento de l a  elaboración  d e l  siyao con 

preparaciones e n z i m á t i c a s �  en éste procedimiento 

practicamente se obia  l a  fase de 

TABLA 1 1 1  

ALGUNAS FORMAS DE CONCENTRAR ENZIMAS (Wiseman, 1986) 

PRECIPITAC.  AGENTE ESPEC. EFECTIVIDAD INCONVENIENTE. 

Sales inorg .  Sulfato  Amónico 

Cloruro Sodio 

Sulfato  Sód ico  

Acetato Cálc ico  

Muy Bueno 

Regular  

Bueno 

Regular 

Disolventes 

orgánicos  

Acetona 

Etanol  

Isopropanol  

Bueno 

Bueno 

Bueno 

Peligro  I n cend io  

P e l i g r o  I n cendio  

Pe l i g ro  Incendio  

Pol i  meros Cetavlón Bueno Costo 

cargados Sulfato de Pro- 

tamina .  Bueno Costo 

Polieti lén-imina  Bueno Costo 

DEAE-Destrano Regular Costo 

preparación d e l  k o j i , f u e n t e  de e n z i m a s �  y  se i n i c i a  

directamente con l a  fermentación en salmuera  de l a s  

materias primas ya tratadas ( N a k a d a i  y  Nasuno,  1 9 8 8 ) .  

Los v a l o r e s  de pH,  cantidad de a l c o h ó l ,  azócares 

reductores y rendimiento de nitrógeno son superiores 

t r a d i c i o n a l m e n t e .  

r e l a t i v a  por una razón 

ésta 

importante 

aquel  elaborado 

superioridad es 

Los preparados 

mediante este procedimiento que con 

Aunque�  

e n z i m á t i c o s  usados constan de e n z i m a s  e x t r a c e l u l a r e s ,  

pero no s ó l o  éstos se encargan de r e a l i z a r  todo e l  

t r a b a j o ,  se han detectado a l g u n a s  enzimas  

i n t r a c e l u l a r e s  del  hongo que cumplen  r o l e s  importantes 

y que favorecen e l  aroma y sabor del  producto,  es el  

caso de l a s  g l u t a m i n a s a s  y  demás peptidasas .  La 

presencia d e l  primero va aumentar l a  formación de 

ácido g l u t á m i c o  y  otros aminoácidos 

responsables del  aroma .  
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Actualmente se estudian métodos que permitan 

incrementar l a  presencia de éstos aminoácidos 

importantes.  E l  tratamiento ácido d e l  sustrato 

protéico es una de l a s  a l t e r n a t i v a s  que presenta 

Nakadai  y  Nasuno ( 1 9 8 8 ) ,  en este método e l  sustrato 

protéico ( h a r i n a  de soya desgrasada)  es tratado con 

á c i d o  c l o r h í d r i c o  para h i d r o l i z a r  las  proteinas a sus 

componentes s i m p l e s  ( a m i n o á c i d o s ) , s e g u i d a m e n t e  l a  

m e z c l a  á c i d a  es n e u t r a l i z a d a  antes de proceder a l a  

fermentación en salmuera a  l a  cual se l e  a d i c i o n a  

recien l a  preparación e n z i m á t i c a  ( V e r  f i g u r a  Ng 2 )  



CAPITULO I I  

MATERIALES Y METODOS 

E l  presente estudio se r e a l i z ó  en los ambientes de 

los laboratorios de B i o q u í m i c a  ( p a r a  los  aspectos 

f .Í.S.:Í.  C D S ,  

aspectos 

bioqu.i .mi co s ) y 

mi cr-obí.o l ó q  í.co  s  )  

M i c r o b i o l o g í a  ( p a r a  los 

d e l  prersente t r a b a j o  de 

in ves tig2 1c:.:i.ón.  

2 . 1 .  MATERIALES 

2 . 1 . 1 .  MATERIA PRIMA 

Se u t i l i z a r o n  20 K g .  de tarwi (Lupinus 

mutabilis)  v2,rie-:dacl "Os,cc:\r B l a n c o "  procedentes d e l  

d i s t r i t o  de A c o c r o , 2 0  Kg de trigo (Triticum v u l q a r e ) ,  

variedad  " G a v i l á n "  y  1''..' Kg de � .alvado de t r i g o ,  

adquirido  en los m o l i n o s  p a r t i c u l a r e s  de l a  l o c a l i d a d ,  

que procesan diferentes variedades de trigo a  harina 

de panadería .  Se u t i l i z ó  además 10 Kg de sa l  comercia l  

a g r a n e l ,  no y o d a d a .  
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CEPAS MICROBIANAS 

Se u t i l i z a r o n  cepas i n d u s t r i a l e s  d e ;  

-  Asperqillus oryzae ATCC 20386 

- Pediococcus halophilus ATCC 21786 

Zyqosaccharomyces rouxxi ATCC 34518 

2 . 1 . 3 .  MEDIOS DE CULTIVO 

Agar Papa Dextrosa 

Agar M a l t a  

C a l d o  estracto de M a l t a  

-  Medio H a r o l d ' s  M40Y 

Medio Acetato de Sodio 

- Agar Glucosa O x i t e t r a c i c l i n a  ( O G A )  

2 . 1 . 4 .  EQUIPOS REACTIVOS Y OTROS MATERIALES.  

Fermentador de v i d r i o  para fermentaciones en 

Sustrato S ó l i d o .  

Bandeja de madera de 45 x 2 8 . 5  x  8  c m .  

03 Recipientes  

c a p a c i d a d .  

Fotocolorimetro marca Fek 60 

Ltrs de de v i d r i o  de 10 

- Estufa marca G A N Z .  

-  Ba�o M a r i a  a g i t a d a ,  VIBROTHERM 

- Centrifuga marca E L Z E T T .  C a p .  6000 rpm 

pH-metro marca RADELQUIS t i p o  OP-205 

- B a l a n z a  a n a l í t i c a  marca GANZ c a p .  100 g .  

Agitador magnético marca ASISTENT 

- Homogenizador marca B I O M I X  

Agitador de p a l e t a  marca ER-10 

- Bomba de a i r e  marca JUNIOR .  

Proteasa a l c a l i n a  de Aspergillus o r y z a e , S i g m a ,  

C h e m . C o . U S A .  

-  A z o c a s e i n a ,  F l u k a  

-  Almidón s o l u b l e  de papa,  F l u k a  

M a t e r i a l e s  de v i d r i o  marca PYREX y R I M A X  

-  Reactivos según métodos.  

Otros equipos según métodos .  
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2 . 2  METODOS 

2 . 2 . 1 .  DISEÑO EXPERIMENTAL 

E l  presente estudio ha sido d i v i d i d o  en tres 

e t a p a s .  La primera etapa referido únicamente a l a  

o p t i m i z a c i ó n  de las  condiciones de crecimiento de 

Aspergillus oryzae ATCC 20386 en una fermentación en 

sustrato s ó l i d o  de una m e z c l a  de tarwi y trigo en un 

fermentador de v i d r i o  especialmente dise�ado para este 

a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .  

l a  obtención de un 

La segunda etapa 

preparado crudo 

n i v e l e s  de 

se refiere a  

e n z i m á t i c o  por 

e s t u d i o ,  con l a  f i n a l i d a d  de lograr  a l t o s  

fermentación s ó l i d a  de salvado  de con las  

condiciones anteriormente optimizadas y  que será usado 

como suplemento en l a  fermentación en s a l m u e r a .  

La ú l t i m a  etapa constituye fermentación en 

sa lmuera o M o r o m i ;  para l o  cual  se ha considerado tres 

tratamientos,  e l  primero de los cua les constituyó e l  

testigo o p a t r ó n ,  que está referido c:tl moromi que 

procede de un k o j i  e laborado t r a d i c i o n a l m e n t e .  En el  

segundo y tercer tratamiento e l  k o j i  es fermentado en 

e l  fermentador de v i d r i o ,  con l a  d i r e f e n c i a  que e l  

l a  preparación e n z i m á t i c a .  tercero es sup lementado con 

La fermentaciódn en sa lmuera en sus tres tratamientos 

duró e l  tiempo en que a l c a n z a r o n  mas d e l  50% de 

rendimiento de n i t r ó g e n o . ( v e r  figura  N o : 4 )  

2 . 2 . 2 .  PREPARACION DEL INOCULO 

E l  i n ó c u l o  que posteriormente se 

u t i l i z ó  para el  c u l t i v o  del  k o j i  tanto en bandeja  como 

en e l  fermentador de Sustrato S ó l i d o ,  consistió en una 

suspensión de esporas de Aspergillus oryzae ATCC 20386 

en solución Tween 80 a l  1  %  donde se a l c a n z ó  l a  mayor 

y mejor  concentración determinado en un ensayo previo 

La mejor concentración está determinada en función 

de l a  mejor  a c t i v i d a d  a m i l á � i c a  y  proteásica a l c a n z a d a  

a  un tiempo de fermentación con diferentes  

concentraciones de i n ó c u l o ) .  



FIGURA No 4 PROCF.DTMT.FNTO nE PRODUCCtoN DE AMTLASAS Y PROTEASAS 
DE Aspergillus  oryzae  EN LA El.i\130Ri\CION DE SIYAO DE 

TARWI 

� -  oryzae  
ATCC 20386 

INOCULO 

Arroz pulido  y  sancochado 

7 5 m l , s u s p e n c i 6 n  10 esporas/ml en Tween 80 

ACUOSO DE 
Y PROTEASAS 

PREPARACION CRUDA DE 
AMILASAS Y PROTEASAS 

Salvado de Trigo con 
Urea al  0 . 8 %  

1-----lALCOHOL 3v 

Jr�=::���Fermentaci6n en un 
� Fermentador de vidrio  

de S u s t r a t o  S6lido .  

Harina de Tarwi y 
Trigo tostado y  par­ 
tido .  ( 1 : l )  

.\., ---- ---- --- -� 

Granos de Tar.wi pela 
do y Trigo t o s t a d o ;  
pa r t i do .  ( 1 : l )  

Fermentaci6n 
.  en bandeja 

"TradicionRl" 

Sa Imuer a -' 
--· 18% 4 .  38 - 

Granos de Tarwi ente 
ro y Trigo t o s t a d o ;  
p a r t i d o .  ( 1 : 1 )  

l  

'  
a  
-,  

)  

Mor.omi :  
"TRADICIONAL" 

Moromi . :  
"SUSTRATO SOLIDO" 

Moromi :  
"PREPARAC.E N 7.IMAT."  

E T A P A r E H M E N T A T I  V A 

Joºc x 63 d í as  

S IY A O :  
E l a b o r ado tradi­  
cio n a l m e nte  

S l YAO :  
E la b o r a do de un K o j i  
en unn fermcntaci6n 
� � ! i d a  con l a s  condi 
c J  o n  es  de producción 
e nz i má  t  íc a optimizadas 

SIYAO :  
Elaborado con Pre­ 
paraci 6n E n z im fi tica 
como s u p l e m e nto .  
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Para e l l o  se u t i l i z a r o n  tubos de ensayo de 36 

210 mm en cuyas paredes se acondicionaron 

cuidadosamente arroz p u l i d o  y  sancochado,  para luego 

de ser e s t e r i l i z a d o  a  1 5  p s i .  x  1 5  m i n .  

2  m l  de una suspensión de esporas en 

inocu 1  ars-,e con 

s o l u c i ó n  s a l i n a  

f i s i o l ó g i c a ,  cuidando que l a  humedad del  arroz resulte  

por n i v e l e s  inferiores a l  40 % de manera que se logre 

una buena e s p o r u l a c i ó n ,  luego de una incubación por 10 

días a  30QC.  Pasado este tiempo se r e a l i z ó  l a  cosecha 

con 10 ml  de solución Tween 80 a l  1  '%. ,  agitan do 

cuidadosamente e l  tubo pc:,1r·a los granos de arroz  no se 

desprendan junto con las espora.s .  

2 . 2 . 3 .  OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE 

CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS ORYZAE ATCC 

20386 EN LA ELABORACION DEL KOJI DE 

TARWI Y TRIGO 

A .  Tratamiento y acondicionamiento de las 

primas 

materias 

Los granos secos de tarwi �;;e remojaron con 0 . 7  

l  t .  (  p  o  r' cé:1da K g .  el f:? pE?SO) temperatura. 

ambiente por 3 . 5  h o r a s .  Luego de e s c u r r i r  e l  agua se 

cocinaron por· 40 m i n . ,  en s o l u c i ó n  de NaCl  a l  2  %  en 

una proporción de 3 l t .  por cada kg de grano amargo 

i n . i c: i a l .  Seguidamente los granos cocidos completaron 

su desamargado en un recipiente con f l u j o  constante de 

aguc:1 de rio durante 72 h r s �  tiempo en e l  cual se 

asume un 99 % de d e s a m a r g a d o . ( Z e v a l l o s ,  1 9 8 0 ) .  Los 

granos ahora desamargados ,  se pe laron manua lmente,  y  

fueron secados a l  s o l , ( a  excepción  de una porción que 

fue destinada a l a  elaboración  d e l  k o j i  

La h a r i n a  de tarwi  se obtuvo después de 

t r a d . i c: i o n a l ) .  

l a  m o l i e n d a  

d e l  tarwi desamargado�  pe lado y  s e c o .  

E l  tiempo de cocción tarwi en el  

autoc lave a. 1
0:::  

•,�I psi fue de 60 minutos ,  tiempo en e l  

cual  los granos adquieren un consistencia pastosa,  a l  

ser ap lastados por l a s  yemas de los d e d o s . ( B e u c h a t ,  



1 9 8 3 ) .  

E l  
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t r i g o  fue tostado en una tostadora artesanal 

hasta tomar un c o l o r  pardo-dorado y una textura 

crocante.  Seguidamente se partieron los granos hasta en 

4-5 partes en una moledora común de g r a n o s .  

La proporción d e l  tarwi y t r i g o  se c a l c u l ó  de l a  

s i g u i e n t e  m a n e r a :  Para cada 100 g r .  de k o j i  ( c o n  

45-50% de humedad)  se tomaron 27 g r .  de tarwi y 27 g r .  

de t r i g o ,  que equivalen a tomar 7 5 . 7  g r .  de tarwi 

humedecido 1 2 4 . 3  g r .  de trigo tostado.  Puesto en el  

remojo e l  tarwi su peso aumenta en un órden de 180% y 

e l  t r i g o  en e l  tostado disminuye por pérdida de humeda 

en un Orden d e l  10 % .  

B .  CONDICIONES DE CULTIVO EN SUSTRATO SOLIDO 

La m e z c l a  de tarwi y t r i g o  fue dispuesta en 10 

p l a c a s  de Petri  de 150 mm con 150 g r .  cada u n o ,  dos de 

l a s  c u a l e s  fueron usadas para determinar l a  a c t i v i d a d  

del agua i n i c i a l  d e l  s u s t r a t o , a w ;  y  e l  porcentaje  de 

humedad d e l  

f e r m e n t a c i ó n .  

directamente 

sustrato,  %HS; 

son dos 

r e l a c i o n a d a s  

l a  

magnitudes 

por l a  

La aw y %HS 

proporciona les 

con que se i n i c i a  

siguiente e c u a c i ó n :  

%  HS w_ / 100 

E l  resto de l a s  p l a c a s  fueron i n o c u l a d o s  con 5 m l  

luego ser incubados en un 

Aspeqillus oryzae, para 

fermentador de v i d r i o ,  

de l a  suspención de esporas de 

e s p e c i a l m e n t e  dise�ado para fermentaciones s ó l i d a s ,  

cuyas dimenciones se muestran en l a  f i g u r a  NQ 3 ,  

donde se buscó o p t i m i z a r  los parámetros t a l e s  c o m o :  

tasa de a i r e a c i ó n ,  humedad r e l a t i v a ,  actividad  de l  

agua,  y temperatura,  a  f i n  de a l c a n z a r  l a  m á x i m a  

producción e n z i m á t i c a ,  en función a l a s  actividades 

a m i l á s i c a  y  p r o t e á s i c a .  

La tasa de a i r e a c i ó n  estuvo determinado por e l  
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volúmen del  a i r e  e s t e r i l  que ingresaba a l  fermentador 

Se dispusieron para este f i n  4  bombas de 

a i r e  ( t i p o  a c u a r i o )  y  una v á l v u l a  que reguló  e l  f l u j o  

además de un f i l t r o  de membrana de 0 . 2 u m ,  

G e r l m a n ,  Acre 5 0 .  

E l  humedad Y..HR; fue 

r -egulada por .1 l t  de una solución de N a C l .  

diferentes concentraciones m o l a l e s  a  excepción del  Y..HR 

= 7 5 ,  que fue regulado por una solución  de g l i c e r i n a  

( T c::i b l a  IY) 

La a c t i v i d a d  de agua i n i c i a l  deseada d e l  

sustrato,  e s t e r i l i z a d o  se a j u s t ó :  por desecación hasta 

l l e g a r  a  valores de 0 . 4 5  y  0 . 4 0  y  adicionando agua 

e s t e r i l  para los va lores de 0 . 5 0  y  0 5 5 .  

La temperatura se reguló  a  2 5 ,  �57 Q C .  a l  

i n t r o d u c i r  todo e l  fermentador en una estufa marca 

GANZ c a l i b r a d a  a  l a s  temperaturas r e s p e c t i v a s .  

C .  DOSAJE ENZIMATICO 

E-:.1 muestreo 

e> :cepción d e l  

se r e a l i z ó  con i n t e r v a l o s  de 12 

primero que se r e a l i z ó  a  l a s  24 hr-s n ) 

tomando una p l a c a  de sustrato fermentado ,  para ser 

suspendido a razón de 

con agua d e s i o n i z a d a  y  

1 : 1 0  en función a su peso seco ,  

luego sometido a agitación por 

:3 hrr::,. a 5 Q C .  E l  f i l t r a d o  de l a  suspención con papel  

Watman NQ 0 2 ,  constituyó e l  estracto crudo de enzimas 

en donde se determinó 

s o l u b l e s .  

l a s  a c t i v i d a d  de las en�:imas 
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AMILASAS La determinación  se r e a l i z ó  por un método ¡ m o d i f i c a d o _  u i l i z a n d o  una 

'
b a s a d o  en Bergman ,  e t . a l .  ( 1 9 8 0 ) .  

Fundamento: 

p í c r i c o  f,¡Q 1 u c í ó n  

1..  .. c:I acción  arn í, lasas sobre:: los  

carbohidratos,  r e s u l t a  en l a  l i b e r a c i ó n  de m o l e c u l a s  más s i m p l e s  como l a  m a l t o s a .  La presencia de l a  ma ltosa 
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' á c i d o ,  p í c r i c o  con el  cual se forma un c o m p l e j o  

puede cuantificarse indirectamente a l  t r a t a r l a s  con e l  

coloreado ( r o j o ) ,  y  su i n t e n c i d a d  es directamente 

proporcional  con l a  cantidad de maltosa presente.  La 

a c t i v i d a d  viene expresada como Unidades ( U ) / 0 . 5 m l  de 

estracto e n z i m � t i c o ' .  Los valores  de a c t i v i d a d  fueron 

c a l c u l a d o s  en base a una curva standard obtenida 

p l a t e a n d o  diferentes concentraciones de maltosa versus 

a b s o r v a n c i a .  ( v e r  G r á f i c a  NQ 1 )  de donde 

maltosa  l i b e r a d a  bajo  las  condicones d a d a s .  

! U =  lmg de 

Reactivos: 

B u f f e r  Acetato 0 . 1  M .  Se preparó d i s o l v i e n d o  8 . 2 0 3  g  

de CH3COONa .3H20 .  y 8 . 7 6 8 g  de NaCl  en agt,a d e s t i l a d a ,  

para 1 Lt de s o l u c i ó n .  

Carbonato de sodio a l  20% ( p / v ) .  

S o l u c i ó n  de M a l t o s a ,  3 m g / m l .  Se preparo d i s o l v i e n d o  

0 , 3 g  de m a l t o s a  monohidratada para 100ml de s o l u c i ó n .  

A c .  P í c r i c o ,  1 . 2 % .  este reactivo es a l t a m e n t e  t ó x i c o  

y  en estado s ó l i d o  es e x p l o s i v o ,  por l o  que se trabajó  

en campana de t i r o  y  si pipetear d i r e c t a m e n t e .  

Solución de a l m i d ó n ,  1 . 6 7 % .  Se pesaron 1 . 6 7 g  de 

amidón de papa y se colocaron en un matraz  de 250 m l  

para completar a  100ml  con agua y c a l e n t a r  a  e b u l l i c i ó n  

por 3 m i n .  de t a l  forma que l a  temperatura aumente en 

forma p r o g r e s i v a .  

Procedimiento: 

- Se c o l o c ó  en un tubo de ensayo 3 m l  de a l m i d ó n  1 . 6 7 % ,  

con 1 . 5  m l  de buffer acetato 0 . 1  M  y  NaCl  

0 . 1 5  M  para t e r m o s t a t i z a r l o  a  3 7 º C  por 1 5  m i n .  

-  Seguidamente se a�adió 0 . 5  m l  de estracto c r u d o ,  que 

da i n i c i o  a  l a  r e a c c i ó n .  Luego de tres m i n .  se tomó una 

a l i c u o t a  de 0 . 5  m l  y  se m e z c l ó  con 0 . 5  m l  de carbonato 

de sodio para bloquear l a  r e a c c i ó n .  

-  Inmediantamente se aíladió 1 . 5  m l  de á c .  p í c r i c o  y  se 

l l e v o  a  Baílo María en e b u l l i c i ó n  por 10 m i n .  

-  La so lución co loreada resu ltante se d i l u y ó  con agua a 

razón de 1 : 3  y  se determinó su absorvancia en un 
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de c:1 l m i d ó n ,  () • �I rn I de 

'"'\  -:r 
.,:.: . .  _,;. 

de 

fotocolorimetro Fek 6 0 ,  f i l t r o  verde ( 5 3 0 n m )  

E l  b l a n c o  d e l  sustrato estuvo constituido  de 0 . 5  m l  

carbonato de sodio y 1 . 5  m l  de á c .  p í c r i c o .  

-- E 1 b l a n c o  de ractivos c o n s i s t i ó  en 0 . 5  m l  de c:t�lL\c:I 

d e s t i l a d a ,  0 . 5  m l  de carbonato de sodio y 

pí cr :i. co , 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

1 . � ,  de á  c ,  

Se determinó por e l  método d e l �  azocaseina  reportado 

por· M a n o j ,  e t .  e l .  (  1 . 9 8 B ) .  

Fundamento: 

L.i:1 a c ción dE,: l a s  proteasas sobre 

resulta  en 1 él. l i b e r a c i ó n  de grupos p e p t i d i c o s  que 

determinan l a  produción de c o l o r  y  que son ú t i l e s  en l a  

detección y  estimación cuantitativa de l a  proteasa.  es 

asi que l a  azocaseina tiene v en taja s  con respecto a l a  

c:,::. .. sein�� nor-ma I .  Este nuevo compuesto presenta una 

¡r·ea e e i ó r i  rec,1cción e s p e c í f i c a ,  y  es 

s o l u b l e  en agua.  La a c t i v i d a d  viene expresada en U / 0 . 1  

m  I  de e x t r a c t o  e n z i m á t i c o , a  pi::1r·ti r  ele u.na c urv a 

standard obtenida plateando d i f e r e n t e s  concentraciones 

d e  Proteasa A l c a l i n a  de Aspergillus oryzae versus 

absorvancia ( v e r  g r á f i c a  NQ 2 )  de d o n d e :  1U - lmg de 

proteasa b a j o  las condiciones d a d a s .  

Reactivos: 

B u f f e r  B o r a t o ,  0 . 2 M ,  pH 7 . 5 .  Se pesó 1 2 . 0 7 8 g  de H3B03 

y se d i s o l v i e r ó n  en 1 L t .  

NaOH 2M Se d i s u e l v e n  3 9 . 9 7 7 9  de NaOH en 0 . 5  Lt de 

s o L u  c  í ó n  ,  

4 ,  ::,mg I m 1 • Se d i s o l v i e r o n  0 . 4 5 g  de 

azocaseina en buffer borato 0 . 2 M  hasta comp letar  l O O m l .  

St-? d í .ao L v  í.e r on cuidadosamente 175mg de 

proteasa de Aspergillu oryzae, S i g m a ,  Type X X I I I  en 

agua d e s t i l a d a  hasta completar  1 0 0 m l , a  p a r t i r  d e l  cual  

se r e a l i z a r o n  l a s  

l a  curva s t a n d a r d .  

respectivas d i l u c i o n e s  para obtener 
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Procedimiento: 

\ 
En s o l u c i ó n  de de ensayo se colocaron 1 . B m l  de l a  tamponada y se termostatizaron a azocaseina un tubo 

3 7 º C  por 1 5  m i n .  
-  Se a�adió  seguidamente 0 . 2 m l  de extracto e n z i m á t i c o  y  se incubó a 3 7 º C  por 60 m i n .  y  a l  cabo de éste tiempo se detuvo l a  reacción por a d i c i ó n  de 2ml  de ATA.  - E l  b l a n c o  de sustrato estuvo constituido  de 1 . B m l  de a z o c a s e i n a �  2ml  de ATA y 0 . 2 m l  de e x t r a c t o �  y  e l  b l a n c o  de reactivos de 2ml  de agua d e s t i l a d a  y  2  m l  de ATA .  Los tres tubos se centrifugaron a  3000 rpm por 10 min 
y a  una a l i c u o t a  de 3 m l  de sobrenadante se l e  a�adió 1 . 5  m l  de NaOH 2N para e s t a b i l i z a r  l a  r e a c c i ó n .  

Las lecturas de absorvancia se r e a l i z a r o n  en un 
fotocolorímetro 
de 1 c m .  de paso.  Fek 60 � f i l t r o  a z u l ( 4 4 5 n m )  en cubetas 

\  

\  
OBTENCION DE UNA PREPARACION ENZIMATICA 

DE AMILASAS Y PROTEASAS. 

A .  MEDIO DE PRODUCCION 

2 . 2 . 4 .  

Para l a  obtención de una preparación enzi�ática en donde l a  mayor parte está constituido de amilasas y  

proteasas e x t r a c e l u l a r e s  se ha u t i l i z a d o  e l  sa lvado de t r i g o  o  a f r e c h o .  
Se humedecieron 860 g r s .  de sa lvado con 640 m l  de 

agua corriente y  se e s t e r i l i z a r o n  en un autoc lave a  1 5  

psi por 1 5  m i n .  

B .  CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION 

E l  proceso fermentativo de producción de amilasas 

V  
I  

proteasas se l l e v ó  a  cabo en e l  fermentador de 

sustrato s ó l i d o ,  donde se colocaron 10 p l a c a s  de 150 mm 
con 150 grs de medio cada u n o .  Los parámetros d e :  tasa de a i r e a c i ó n ,  humedad r e l a t i v a ,  a c t i v idad  de agua y temperatura fueron ajustados a los v a l o r e s  obtenidos 
anteriormente ( s e c c i ó n  2 . 2 . 3 . B )  determinándose además 
la  necesidad o no de a d i c i o n a r  sa les nitrogenadas a l  



m e d i o .  

C.OBTENCION DEL ESTRACTO Y PREPARACION ENZIMATICA 

La e x t r a c c i ó n  de las  enzimas e x t r a c e l u l a r e s  

s o l u b l e s  en agua ,  se r e a l i z ó  por remojo en agua dE"! 1 

sustrato fermentado,  i n i c i a l m e n t e  en una proporción de 

l :  1 0  Em 

tiempo 

función a  su 

temperatu.r,::1 y 

peso seco,  determinándose e l  

a g i t a c i ó n  óptima que favorece 

un a buen¿, el·( t r a c c i ó n ,  todc:;s f::!n f u n c i ó n  a  sus 

a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de amilasas  y  

Lcéi se) 1 u c í ó n  rE?su l té)n te luego de un f i 1 tr-c:,do 

cual f  u e constituyó e l  estracto crudo e n z i m á t i c o ,  e l  

sometido a un proceso de c o n c e n t r a c i ó n ,  usando los 

métodos de p r e c ipit a ci ó n  protéica con a l c o h o l  e t í l i c o  y  

s a l e s  de s u l f a t o  de amonio i n d i s t i n t a m e n t e .  

A un volómen de estracto se l e  a d i c i o n ó  a l c o h o l  

96Q o s u l f a t o  de amonio,  en di f e r e nt e s  p r op o r c i o n e s ,  

para determinar 

m o l é c u l a s  protéicas se 

f i n a l  

i . n s o l u b i l i z a n  y  

en que las 

preci pi t¿,n 

l a  concentración 

luego de permanecer a lm a c e n a d o  a 5  QC por 18  h r s .  Los 

pri::ci pi ta dos r e sultante s  fueron c o l e c t a d o s  por .. 

c e n t r i f u g a c i ó n ,  desecados en 

QC d1::::secados y f i n a l m e n t e  p u l v e r i z a d o s ,  c onstit u y e ndo 

este p o l v o ,  preparado e n z i m á t i c o .  ( N a k a d a i  y  

Nasuno,  1 9 8 8 )  ( D i  J e s o ,  1 9 6 8 ) .  

Para e f e ctos  de d e t e r m i n a r  l a  e f e c t i v i d d  d e l  

proceso en té rmino s  de p o r c e nt a j e  de rec upe r a ción de 

l a  e n z i m a ;  los p r e cipi t a d o s de un volúmen c onocido de 

d e s i o n i z a d a  a l  vo l úmen 

nuevamente 

i n i c i a l  d e l  e s t r a c t o ,  

en agua 

a l  cual  

fuer-en r-esuspendidos 

se d ete rminó su a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a ,  r e l a c i o n a n d o  l o  

l  uE.�i]O con l a  a c ti v id a d  d e l  e str a cto  s in  ser sometida a 

p r e c i p i t a c i ó n  ( q u e  c o n s titu y e  e l  100 % de a c t i v i d a d ) .  

2 . 2 . 4 .  FERMENTACION DEL MOROMI 

El. C::�)liE.tityó pE1ra l o s  tr- e s  

tr atamientos l a  fe rmentación en s a lmu e r- a  d e l  k o j i  de 
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e 1 abor-ador:;; con l a s  siguientes 

p a r t i c u l a r- i d a d e s .  

E l  e l  mor-omi 

procedia del  k o j i  elaborado en bandejas de 45 x  2 8 . 5  x  

8  cm usando tar-wi entero desamar-gado, y t r i g o  p a r t i d o .  

E l  sE•gundo trat.:,..mif::•nto "SUSTRATO S O L I D O " :  EL 

koj i fue e l a b o r a d o  en e l  fermentador de sustrato 

s ó l i d o  '/ con las  condiciones de crecimiento ó p t i m a s ,  

usando tarwi  pelado desamargado y tr-igo  p a r- t i d o .  

E l  tercer tr.:.;it¿,,miento "PREPAf'\P,CION E N Z I M A T I C A " :  

!":! 1 k o j i  fue i<JUi::11 a l  s;egundo con l a  difer ·enc .ia que· e l  

tan1i estaba en fo1,·ma df:? h a r i n a ,  i::\df2má.S, en l a  

fE1 1 ' ·mentac::ión d e l  mo,, .. orn í, !::,f:!! c1dic::ionc1  ,:¡.e¡>. 2 gr ·s.  de-: un 

pr-eparado enzimático para a g i l i z a r  l a  fermentación .  

Teniendo en c::uenta estas p a r t i c u l a r i d a d e s ,  l  .  !:, 

kg de k o j i  fue transferido a  un recipiente  10 l t  de 

c a p a c i d a d ,  conteniendo 4 . 3 8  l t  de s o l u c i ó n  s a l i n a  a l  

18% que equiva len a l  140% d e l  volúmen que ocupa 1 . 5  kg 

c:le k o i i .  

Los tres fermentadores dispuestos de cucharones 

que f a c í. L í  t.ar-on l a  homogenización periódica \/  
I  

el  

muestreo ;  fueron l l e v a d o s  a  una estufa c a l i b r a d a  a  30 

º C .  por espacio de 2 meses. E l  contenido de 1 C)S 

fermentadores fue agitado diariamente por- e l  primer 

mes y luego 3 veces por semana.  

Los inóculos de Pediococcus halophilus ATCC 

21786 '/ zigosacchamomyces rou>:ii ATCC 34�.',18 

correspondieron a l  5  %  d e l  volúmen d e l  moromi .  200 ml  

de cada uno se inocularon a l  tercer d i a  de i n i c i a d a  l a  

fermentación en sa lmuera,  luego de r e a l i z a r  estudios 

previos de crecimiento tanto de l a  bacteria como de l a  

levadura a d i f e r e n t e s ¡  crecientes concentraciones de 

s a l �  para determinar el  tiempc::, y lc,1 concentración de 

sal  óptimas en e l  momento de inoculación  ( f i g . N Q  05 

La concentración d e l  i n ó c u l o  de l a  bacteria  fue 1 5  

10,;; en e l  medio Acetato de Sodio m o d i f i c a d o  por 
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T a n i g u c h i  e t .  a l .  ( 1 9 8 8 ) ,  y  de l a  levadura fue 22 x 1d 

en un medio YM m o d i f i c a d o  por Watanabe y 

( 1 9 8 7 ) .  

T a k a k u w a ,  

Se r e a l i z a r o n  los c o n t r o l e s  q u i n c e n a l e s  de l a s  

v a r i a b l e s :  nitrógeno t o t a l ,  nitrógeno a m i n i c o ,  a c i d e z ,  

pH y azúcares reductores durante 2 . 5  meses 

e l  cual e l  rendimiento de nitrógeno en 

tratamientos superó e l  50 % .  

E l  muestreo quin�enal  consistió en l a  toma de 70 

m l  de moromi luego de r e a l i z a r  una vigorosa a g i t a c i ó n  

los tres 

tiempo en 

en e l  fermentador.  Esta muestra fue prensada 

manualmente con una d o b l e  t e l a  de n a n z ú ,  luego 

f i l t r a d a  en pape l  Watman NQ 2 para ser sometido a los 

diferentes a n á l i s i s  inmediatamente .  Los métodos de l o s  

a n á l i s i s  f i s i c o - q u i m i c o s  fueron los recomendados por l a  

IT INTEC ( 1 9 8 4 ) ,  usando reactivos de l a s  m a r c a s :  F l u k a ,  

M e r k ,  S i g m a ,  A l d r i c h ,  e t c .  

Nitrógeno t o t a l :  

Método M i c r o - K j e l d a h l  

A m i n o - n i t r ó g e n o :  

Método de Wort para Amino Nitrógeno l i b r e  

Azúcares Reductores: 

Método d e l  Reactivo de M u l l e r  

pH : 

Método d e l  pHmetro.  

A c i d e z  

Método de t i t u l a c i ó n  ácido-base 

Además se r e a l i z ó  1 �  determinación de l a  

actividad 

fermentación 

a m i l á s i c a  y  proteásica durante l a  

d e l  moromi.  

2 . 2 . 5 .  EVALUACIDN ESTADISTICA 

Todos los datos de los parámetros estudiados en e l  

fermentador de sustrato s ó l i d o  para o p t i m i z a r  l a s  

c o n d i c i o n e s  de crecimiento d e l  hongo ,  fL 1eron sometidos 

a un dise�o e x p e r i m e n t a l  de dos v í a s ,  

siguientes e s p e c i f i c a c i o n e s :  

según l a s  
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07 tiempo de f e r m e n t a c i ó n :  24 

horc1s; 

horas.  

48 horc:1s; 60 horas;  72 h o r a s ;  84 h o r a s ; y  96 

2dc1 • . .  V:í.a ( P a r á m e t r o s  de f e r m e n t a c i ó n )  

a )  03 tasas de a i r e a c i ó n ;  b a j a ,  m e d i a ,  a l t a .  

b )  04 % de humedad r e l a t i v a :  7 5 , 8 5 , 9 0  y  9 6 . 5 %  

c )  04 a c t i v i d a d e s  de a g u a :  0 . 4 0 ,  0 . 4 5 ,  0 . 5 0  y  0 . 5 5  

d )  03 temperatura de f e r m e n t a c i ó n :  2 5 ,  30 y 3 7 . 5  

Q C .  e )  02 fermentaciones de s a l v a d o :  con Urea y 

Todc,s los d  s t.oss dti: l a s  v a r i a b l e s  f í s i c o - q u í m i c a s  

obtenidas durante los dos meses de fermentación del  

moromi fueron diseño completamente 

randomizado en a r r e g l o  f a c t o r i a l  de 3 x 5 con dos 

N a t u r a l e z a  d e l  Moromi ( M )  con tres 

n i v e l e s :  M . 1  

M . 2  

M . 3  

-  Tr ad L c  Lon a I 

- Sustrato S ó l i d o  

=  Preparación e n z i m á t i c a  

1  

2  

-:r  

·-· 

····· 2 d o .  F a c t o r :  Tiempo df.;! f f=:1�men t.a c í . ó n  

n i v e l e s :  F  . 1  -· 0:3 dí,:.-15 de te1rmentación 

F r;.i 
-· 18 díc:-1s de fer  .. mentc:1ción 

•  =  

F . : :;  
_,.  ... r 

d:í.a.s de ter-mentc.'\C.ión -· 
-, ::, . .::, 

F .4·  -· 48 d.í .c1S df:.� fF.:rmf.?.ntación 

F . 5  ··- 
6:3; dí.as;  de-?. ·fe r-mr.�n t,::1 e i ón 

( F )  con c i n c o  

1  

2  

3  

4  

e:  

�· 



CAPITULO I I I  

RESULTADOS Y DISCUSIONES 

2 . 1 .  PREPARACION DEL INOCULO 

Para obtener un buen siyao no s o l o  hace f a l t a  una 

buena materia p r i m a ,  también es necesario una cepa con 

a l t o s  n i v e l e s  de producción a m i l á s i c a  y  especialmente 

p r o t e o l i t i c a .  Por esta razón se a d q u i r i ó  un cepa 

industrial  de Aspergillus oryzae a l a  American Type 

Culture C o l l e c t i o n  recomendada para l a  elaboración del  

siyao por e l  I n s t i t u t o  para l a  Investigación  

C i e n t í f i c a  del  Japón-NODA. 

Luego de reactivar l a  cepa l i o f i l i z a d a  en c a l d o  y  

Agar M a l t a ,  se procedió a m u l t i p l i c a r  e l  hongo en 5 

tubos de 26 x 210 cm con arroz p u l i d o  y  s a n c o c h a d o �  de 

los c u a l e s  se cosecharon con 400 m l  de Tween 80 las 

esporas formadas a l  

concentración de ésta suspensión 

de i n c u b a c i ó n .  La 

fue de 106 

cabo de 10 d i a s  

e s p o r a s / m l �  y  luego reconcentraciones suscesivas por 

c e n t r i f u g a c i ó n ,  l a  concentración fue de 10• e s p o r a s / m i .  
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muestra l a  actividad a m i l í s i c a  y  

p r o t e o l í t i c a  en un k o j i  de tarwi y t r i g o  de 72 horas 

de fermentación usando 5 m l  de i n ó c u l o  a  diferentes 

concentraciones.  Se puede apreciar  claramente que 

constantes desde ambas actividades se hacen máximas y  

una concentración de 107 esporas/rol  y  sus valores ( v e r  

T a b l a  V , A n e x o )  nos permitieron e l e g i r  l a  concentración 

de i n ó c u l o  optimo y  que fue usada en todas las 

fermentaciones suscesivas.  Entonces l a  menor 

concentración que arrojó l a  mayor a c t i v i d a d  fue 107  

e s p o r a s / m l .  

2 . 2 . -  OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE 

Aspergillus oryzae ATCC 20386 

La 

o p t i m i z a r  

primera 

l a s  

parte del  

condiciones de 

estudio consistió 

crecimiento en 

en 

un 

fermentador de sustrato s ó l i d o  teniendo en 

parámetros.  

cuenta 4 

E l  medio de fermentación para todos los casos 

fue l a  m e z c l a  de tarwi y trigo ( 1 . 1 )  e  inoculados 5  

m l .  de una suspensión de 107  e s p o r a s / m i .  para 

p l a c a  con 150 g r  de medio .  

cada 

E l  tiempo de c u l t i v o  d e l  k o j i  normalmente se 

r e a l i z a  por hrs para no p e r m i t i r  una excesiva 

e s p o r u l a c i ó n  que podría dar un sabor indeseable  a l  

siyao (Yong y  Wood ,  1 9 7 4 ) . N o s o t r o s  hemos tratado de 

pro longar este tiempo con l a  f i n a l i d a d  de incrementar 

l a  actividad e n z i m á t i c a  sin  

e s p o r u l a c i ó n .  

promover una mayor 

2 . 2 . 1 .  TASA DE AIREACION 

E l  metabo l ismo aerobio d e l  hongo hace 

necesario e l  suministro  de oxígeno en l a  fermentación 

s ó l i d a .  La g r á f i c a  NQ 4 muestra los cursos de 

producción de a m i l a s a s  y  proteasas en c u l t i v o s  con 

tres diferentes tasas de a i r e a c i ó n :  b a j a ,  media y a l t a  

que equiva len a 6 0 ,  140 y 280 l t / h r  respectivamente .  

Encontrándose con un n i v e l  de confianza  de 1% 
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d i f e r e n c i a s  altamente s i g n i f i c a t i v a s  entre las  tasas de 

c,1it-eación 

para l a  

para l a  producción de proteasas,  mas no así 

producción de a m i l a s a s .  Con respecto a l  

tiempo de fermentación en horas,  hay d i  ferencic:is 

s i g n i f i c a t i v a s  entre los 7 tiempos para l a  producción 

de las  mismas e n z i m a s ,  esto debido fundamentalmente a 

que e l  contenido de humedad del  sustrato que está 

menos o mas aireado tiende R  mantener o dismunuirse 

respectivamente a n i v e l e s  no óptimos y 

consecuentemente a f e c t a r  l a  producción e n z i m á t i c a .  La 

t a b l a  V I  ( A n e x o )  nos dá una idea más c l a r a  de esta 

a f i r m a c i ó n ;  e l  contenido de humedad disminuye  de 5 0 . 9  

%  a  3 6 . 7  cuando l a  a i r e a c i ó n  es b a j a ,  y  disminuye a  

2 1 . 1 %  cuando l a  aireación es a l t a .  

en 

A l  respecto Nakadai  y Nasuno 

una fermentación s ó l i d a  de 

( 1 9 8 8 )  reportan que 

sa lvado de trigo 

can ai r ·pac:ión f o r z a d a  los n i v e l e s  d e l  contenido de 

humedad decrecen a  menos de 30% en s o l o  35 h r �  hecho 

que o ce s í  o ri ó  e l  pr ·oduc :ción e n z i m á t i c a  c:1 

partir  de éstos momentos. 

2 . 2 . 2  HUMEDAD R E L A T I V A ( % )  

Con l a  f i n a l i d a d  de d i s m i n u i r  e l  efecto 

deshidratante de l  aire seco que c i r c u l a  como se vió en 

e l  ensayo a n t e r i o r ,  se c o l o c ó  una s o l u c i ó n  de NaCl  o 

g l i c e r i n a  que reguló l a  humedad d e l  a i r e  que c i r c u l a  

en e l  interior  d e l  fermentador a va lores de 75 a 9 6 . 5 %  

de humed,:1d. 

La G r á f i c a  NQ 5 muestra e l  efecto de l a  humedad 

r e l a t i v a  en los cursos de producción de a m i l a s a s  y  

prc ,teasas ,  encontrándose d i  f  E':ren c:ias a 1  b:�men te.� 

s i g n i f i c a t i v a s  en 

producción de 

todos los 

los 

es as.i 

v a l o r e s  

que para l a  

más a l t o s  

}.,.¡ fermentac:.i .ón con 85% de humedad 

r e l a t i v a �  mientras que para l a  producción de proteasas 

los n i v e l e s  óptimos se encuentran a los 85 y 90%.  

Las d i f e r e n c i a s  podrían deberse fundamenta lmente a l  
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mayor o menor tiempo en que l a  a c t i v i d a d  d e l  agua d e l  

sustrato que permanece próximo a  sus n i v e l e s  óptimos 

de p r o d u c c i ó n .  La tendencia siempre a l  e q u i l i b r i o  en 

todo sistema es a p l i c a b l e  también a l  contenido de 

humedad dentro d e l  fermentador,  es así que e l  sustrato 

tiende a  perder humedad hasta l l e g a r  al  e q u i l i b r i o  con 

l a  humedad de 

acentuados con 

su medio ambiente,  y  este e f e c t o  se ven 

l a  presencia d e l  f l u j o  de a i r e .  Entonces 

l a  cantidad de agua d i s p o n i b l e  o  a c t i v i d a d  de agua d e l  

sustrato (  i n d i s p e n s a b l e  para e l  metabolismo d e l  

hongo)  se reduce c o n si d e r a b l e m e n t e .  Cheftel  y  

C h e f t e l  1 9 8 2 ) .  

Cabe mencionar que cuanto más próxima esté l a  

humedad r e l a t i v a  a  saturación surgen prob lemas como :  

l a s  p á r t i c u l a s  de agua suelen condensarse obstruyendo 

los poros d e l  f i l t r o  de membrana,  e i n c l u s i v e  crean 

trampas de agua en l o s  tubos que conducen e l  a i r e  

ocasionando una aireación i n s u f i c i e n t e .  

2 . 2 . 3 .  ACTIVIDAD DE AGUA ( a _ )  

Q u i z á  uno de las parámetros que determina 

e l  é x i t o  de una fermentación s ó l i d a  es e l  contenido de 

humedad d e l  sustrato ,  expresado en a c t i v i d a d  d e l  agua,  

dentro de e l l o  l a  a c t i v i d a d  d e l  agua a l  i n i c i o  de l a  

fermentación es d e t e r m i n a n t e ,  para l a  germinación de 

esporas y su a d a p t a c i ó n �  que son precursores de una 

e n z i m á t i c a  es a q u e l l a  i n i c i a d o  con 0 . 4 5  

producción 

de ª- 

buena y posterior producción e n z i m á t i c a .  

La fermentación que muestra una a l t a  

Estadísticamente se encontraron d i f e r e n c i a s  a ltamente 

s i g n i f i c a t i v a s  en 

T a b l a  V I I I ,  a n e x e ) .  

Frost y Moss 

todos l o s  casos ( v e r  G r á f i c a  NQ 6 y 

( 1 9 8 7 )  considera a  l a  a_ como una 

de l a s  v a r i a b l e s  más importantes que se deben tener en 

c u e n t a ,  además de l a  temperatura d e l  s u s t r a t o ,  y  

nosotros estamos de acuerdo;  de l a  t a b l a  NQ I X  ( a n e x o )  

podemos deducir  q u e :  una fermentación i n i c i a d a  a  0 . 4 5  
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d e ª -  produce 163% y 241% más de proteasa y amilasa 

respectivamente,  que una fermentación i n i c i a d a  a  o  ,  ::,::,. 

E-)ervc1.is, et c:1 l .  ( 1 9 8 7 )  a f i r m a  que una leve variación  

d e l  contenido de humedad d e l  sustrato conduce a un 

decrecimiento dri,stico en e l  crecimiento 

esporulación de los  hongos. Por su parte Beuchat,  

( 1 9 8 3 )  recomienda in i c í  ar- con 4!:,i:. de humedad y se 

mantenga durante l a  fermentación entre 37 y 27% para 

g a r a n t i z a r  una a l t a  actividad  del  k o j i .  M u j i c a  ( 1 9 8 7 )  

i n i c i ó  l a  - fermentación del  co i i fi.>n bandej e'!. con 38% 

decreciendo a l  f i n a l  hasta 2 1 % .  Las pérdidas excesivas 

de humedad pueden ser contrarrestadas con l a  adición 

de ¿,gua tiempo determinado 

c u i d a d o s a m e n t e . p a r a  no i n f l u i r  p e r j u d i c i a l m e n t e  en e l  

c r e c i m i e n t o .  Nakadai  y Nasuno ( 1 9 8 8 )  siguieron este 

procedimiento ,  a�adiendo agua e s t e r i l  a  las 20 hrs de 

incubación logrando así que l a  humedad no disminuya a  

menos d e l  

TEMPEF:1-'i TURA 

La G r á f i c a  NQ 7 muestra l a  tendencia de 

los diferentes va lores de a c t i v i d a d  a m i l á s i c a  y  

proteásica a 2 5 �  30 y 37 º C ,  encontrándose d i f e r e n c i a s  

a ltamente s i g n i f i c a t i v a s  entre 

para l a  producción de proteasas�  

temperaturas solo 

df,? igu21 l manera 

d i f e r e n c i a s  entre los tiempos de fermentación fueron 

a ltamente s i g n i f i c a t i v a s  tanto para l a  producción de 

ami l a s a s  'I 
I 

proteasas .Los nos hace suponer que l a  

temperatura óptima de producción de proteasas está a l  

rr-.:c>dedor- d e l  l a  producción de 

c:im:i. l é:"15as. no ·fuf.!- 

" C .  

c1fectada s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a  1  C.lS 37 

Al  respecto Yok o t au c s ( 1 9 7 2 )  merrc í .on e que 

temperaturas a lrededor de 35 QC son l a s  adecuadas para 

una buena producción de proteasas por Aspergillus 

oryzae. Beuchat ( 1 9 8 4 ) ,  por su parte aconseja mantener 

l a  temperatura d e l  k o j i  de 25Q-35QC con una temperatura 
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óptima de 30 º C .  

En una fermentación en sustrato s ó l i d o  e l  control  

e s t r i c t o  de l a  temperatura es muy d i f i c i l ,  pues a l  

c a l i b r a r  l a  temperatura de l a  estufa a  30QC por 

e j e m p l o ,  no se asegura con esto que e l  sustrato en 

fermentación 

generalmente un k o j i  c u l t i v a d o  con aireación 

se encuentre a l a  misma temperatura,  

i n s u f i c i e n t e  l l e g a r á  a  tener temperaturas mayores de 

40QC,  l o  c u a l  no es recomendable para una e f i c i e n t e  

producción e n z i m á t i c a .  (Yong y Wood,  1 9 7 4 ) .  Entonces l a  

i m p o r t a n c i a  de una buena a i r e a c i ó n ,  i m p l i c a  también 

mantener l a  temperatura a v a l o r e s  próximos a lo  

deseado.  Frost y Moss, 1987 afirman que e l  incremento 

de l a  temperatura en e l  sustrato es 

intensa producción de m e t a b o l i t o s .  

r e f l e j o  de una 

3 . 3 .  OBTENCION DE UNA PREPARACION ENZIMATICA 

La segunda parte de l  estudio estuvo d i r i g i d o  a  

obtener una preparación que servirá posteriormente como 

sup lemento en l a  fermentación d e l  m o r o m i .  

La F i g u r a  NQ 8 muestra l o s  cursos de producción de 

a m i l a s a s  y  proteasas en una fermentación de sa lvado de 

t r i g o ,  c o n / s i n  a d i c i ó n  de u r e a .  Las va lares de 

a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en l a  fermentación de l  salvado 

fueron bastante bajos por l o  que hubo l a  necesidad de 

a d i c i o n a r  urea en un 0 . 8 %  ( d e l  peso d e l  s a l v a d o )  como 

l o  recomienda para este caso Nakadai  y Nasuno ( 1 9 8 8 ) .  

Las d i f e r e n c i a s  obtenidas entre estos dos tratamientos 

fueron a l t a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a s ,  l o  que nos i n d i c a  que 

l a  fermentación con a d i c i ó n  de urea fue m e j 9 r .  

Las coMdiciones de c r e c i m i e n t o  para 6stas 

fermentaciones fueron�  a l t a  tasa de aireación 85% de 

H R ,  0 . 4 5  de a� y 37 � c .  

La a l t a  r e l a c i ó n  C : N  d e l  medio n a t u r a l  puede no 

haber satisfecho los requerimientos n L t t r i c i o n a l e s  del  

hongo en cuanto a fuentes de nitrógeno  de manera que 

su mayor d i s p o n i b i l i d a d  y  l a  u t i l i z a c i ó n  de compuestos 
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nitrogenados inorgánicos y  orgánicos como l a  urea 

permite un mayor d e s a r r o l l o  d e l  microorganismo y  un 

a l t o  rendimiento de productos primarios y  secundarios 

(Pérez  y  Gamarra,  1 9 7 9 ) .  

La mayor d i s p o n i b i l i d a d  de fuentes nitrogenadas 

se logró con l a  adición de urea,  que promovió l a  

m u l t i p l i c a c i ó n  c e l u l a r  y  

La 

consecuentemente l a  

producción de a m i l a s a s  

mayor 

fue producción e n z i m á t i c a .  

incrementada considerablemente,  a l  i g u a l  que l a  

producción de proteasas,  que incrementó casi e l  d o b l e  

de su producción i n i c i a l  l a s  72 horas de fermentación 

momento en e l  cual l a  producción e n z i m á t i c a  parece 

hacerse m á x i m o . ( V e r  T a b l a  X ,  A n e x o ) .  A l  respecto 

Nakadai  y Nasuno ( 1 9 8 8 )  por l a  misma técnica de 

fermentación lograron obtener a l t a s  producciones de 

a m i l a s a s ,  peptidasas y proteasas a las 50 a 60 horas 

de fermentación de s a l v a d o  de t r i g o  con 0 . 8 %  de urea y 

aireación f o r z a d a ,  e  i n c l u s i v e  este tiempo es acortado 

a 30 a 40 horas cuando usa en e l  i n ó c u l o  esporas 

g e r m i n a d a s .  

La e x t r a c c i ó n  de e n z i m a s  de sa lvado de t r i g o  

fermentado se r e a l i z ó  tomando una p l a c a  de 72 hr con 

a p r o x .  2 9 . 3 0 %  de humedad y se l e  a�adió 10 veces de su 

peso seco ( e s t e  vo lúmen fue de 825 m l ) .  En l a  g r á f i c a  

NQ 9 , 1 0  muestra e l  estudio r e a l i z a d o  para determinar 

l a s  condiciones adecuadas de extracc ión  c o m o :  el  

tiempo en horas,  temperatura y agitación de l a  m e z c l a .  

E l  eneayo de extracción de a m i l a s a s  tuvo como 

resu ltados ( G r á f i c a  nQ 9 ) .  E l  estracto a g i t a d o ( 2 0 0  rpm 

a p r o x . )  l l e g ó  a  un v a l o r  de a c t i v i d a d  máximo a  l a s  4  

horas siendo l a  e x t r a c c i ó n  a  20 QC superior  a l  de 59C.  

Cuando l a  m e z c l a  no es agitada es necesario más tiempo 

de e x t r a c c i ó n  pues l a  cantidad de a m i l a s a s  en el  

estracto a 2 o c c  se hace máximo a l a s  7  h r s ,  siendo 

este,  también superior a l  r e a l i z a d o  a  5  Q C .  

En cuanto 

tendencias son 

a l a s  proteasas ( G r á f i c a  NQ 1 0 )  las 

s i m i l a r e s .  Se extrae l a  mayor 
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c a n t i d a d  p o s i b l e  de proteasas a l  a g i t a r  l a  m e z c l a  por 

4 horas a 20QC e por 7 horas a 20QC cuando no es 

agitado y  cuando l a  temperatura de l a  m e z c l a  es 5QC 

las  e x t r a c c i o n e s  no son e f e c t i v a s .  

Con estos datos podemos a f i r m a r  que l a s  

extracciones r e a l i z a d a s  a  temperatura ambiente,  sin 

a g i t a c i ó n  durante 7 horas son e f e c t i v a s ,  y  nos dan l a  

p o s i b i l i d a d  de reducir a l  máximo e l  volúmen de agua ya 

estracto resultante,  sea en menor 

de manera que e l  

volúmen pero más 

que no es necesario a g i t a r  l a  m e z c l a ,  

concentrado en e n z i m a s .  Este aporte representa una 

volúmenes mayores de ventaja cuando se consideran 

fermentación ,  pues e l  uso de a g i t a d o r e s ,  cámaras 

r e f r i g e r a d a s ,  grandes volúmenes de agua y sobre todo 

a l c o h ó l ,  representaría una desventaja de e x t r a c c i ó n .  

A l a n . ( 1 9 8 6 ) �  hace referencia d e l  efecto 

inactivante de l a  agitación excesiva sobre a l g u n a s  

proteasas por o x i d a c i ó n .  La a g i t a c i ó n  y  a lgunos 

o xidante s  como l a  fenal  oxidasa  presente en los  hongos 

es una desventaja  en l a  e x t r a c c i ó n  de enzim�s  

f ó n g i c a s ,  por l o  que es necesario contrarrestrar  estos 

e f e c t o s ,  evitando l a  a g i t a c i ó n  o  a d i c i o n a n d o  agentes 

reducto res .  Además menciona  que a l g u n a s  en z im a s  

f ú n g i c a s  son l á b i l e s  a l  f r i a ,  ef ecto que puede 

e x p l i c a r  de a l g u n a  manera l a  b a j a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  

en los ens a y o s  a 5 QC .  

E l  paso f i n a l  para l a  obtención de una 

p r e p a r ación cruda de a m i l a s a s  y  p r o t e a s as ,  c onsistió en 

l a  c on c e nt r a c ión de l a s  p roteína s  e n z i m á t i c a s  de l a  

s o l u c i ó n  d e l  estracto crudo e n z i m á t i c o  obtenido en 7 

horas de e x t r a c c i ó n ,  por p r e c i p i t a c i ó n  con a l c o h ó l  y  

s u l f a t o  de amonio ( N a k a d a i  y  N a s u n o , 1 9 8 9 ) , ( D i  J e so 1  

1 9 6 8 ) .  

Se en c o nt r ó  que en una s o l u c i ó n  a l c o h ó l i c a  a l  70% 

pueden recuperarse l a s  a m i l a s a s  en mas de 90% V 
I  

las 

proteasas más d e l  100% ( v e r  G r á f i c a  NQ 1 1 ) .  

este ú l t i m o  resu ltado pareciera i l ó g i c o ,  no 

Aunque 

l o  es si 
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tomamos en cuenta que muchas m o l é c u l a s  e n z i m á t i c a s  en 

e l  estracto crudo pueden estar enmascaradas 

(especialmente su centro a c t i v o )  por otras diferentes 

m o l é c u l a s  pudiendo o b s t a c u l i z a r  su función 

c a t a l i z a d o r a ,  de modo que a l  p r e c i p i t a r  estas 

proteinas,  estemos l i b e r a n d o  indirectamente en cierto 

grado l a s  impurezas;  razón por l a  cual l a  a c t i v i d a d  de 

estas enzimas tratadas resulte ser mayor que las 

i n i c i a l e s ,  es d e c i r  con un porcentaje de recuperación 

mayor ( V e r  T a b l a  NQ X I I ,  A n e x o ) .  

Al  respecto Nakadai y Nasuno ( 1 9 8 9 )  han reportado 

resultados s i m i l a r e s ,  logrando un 93% de recuperación 

de una a l f a - a m i l a s a  y  más de 130% de una peptidasa en 

soluciones a l c o h ó l i c a s  a l  70%.  

En l a  G r á f i c a  NQ 1 2  muestra que l a  a d i c i ó n  de 56 g 

de s u l f a t o  de amonio por cada 100 m l  de estracto 

( e q u i v a l e n t e  a l  80% de s a t u r a c i ó n )  recuperó las 

amilasas y  proteasas en mas de 100%.  

Si bien es cierto que los resu ltados para los dos 

tratamientos fueron s i m i l a r e s ,  a l  f i n a l i z a r  este 

estudio se e l i g i ó  e l  acohó l  

preparado crudo e n z i m á t i c o ,  

para l a  obtención de un 

por su d i s p o n i b i l i d a d  en 

mayores cantidades .  Es así que a l  f i n a l  de este 

proceso ,  se puede obtener por cada 860 g de sa lvado de 

t r i g o , 2 4 . 6  g  de una preparación cruda de a m i l a s a s  y  

proteasas .  

produce e l  

Según 

Aspergillus oryzae son á c i d a s ,  neutras V  

!  

Beuchat ( 1 9 8 4 ) , l a s  proteasas que 

a l c a l i n a s  siendo las dos ú l t i m a s  l a s  mas activas y el  

sistema a m i l á s i c o  está constituido por a l f a - a m i l a s a s  

( e n  mayor p r o p o r c i ó n ) ,  beta-amilasas y  g l u c o - a m i l a s a s  

( A b e ,  e t . a l .  1983;  Wiseman ,  1 9 8 6 ) .  

3 . 4 .  FERMENTACION DEL MOROMI 

Esta tercera parte d e l  trabajo es prácticamente l a  

eva luación  de l a  e f e c t i v i d a d  de cada uno de los 

estudios r e a l i z a d o s .  Para e l l o  se tomaron en cuenta 7 

v a r i a b l e s  a  a n a l i s a r ,  seis de e l l o s  recomendador por 
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l a  I T I N T E C  importantes por estar 

objetivos t r a z a d o s .  

En e l  moromi d e l  

relacionados con los 

primer y segundo tratamiento no 

fue una masa homogénea durante l a s  primeras semanas,  

por que los granos tendían a resuspenderse en l a  

s u p e r f i c i e  de l a  salmuera aún después de a g i t a r l o s .  

Esta f i g u r a  cambió en e l  tercer t r a t a m i e n t o ,  pues l a s  

p a r t í c u l a s  de l a  harina de tarwi fueron mas f á c i l e s  de 

s o l u b i l i z a r s e .  

a m i l a s a s  y  

fermentación 

La a d i c i ó n  

proteasas se 

y fue de 

de l a  preparación cruda de 

r e a l i z ó  a l  i n i c i o  de l a  

4 9 . 2  g  ( s ó l o  a l  tercer 

t r a t a m i e n t o ) .  

La i n o c u l a c i ó n  de Pediococcus halophilus ATCC 

21786 y Ziqosccharomyces ruoxii ATCC 3 4 5 1 8  se r e a l i z ó  

a l  tercer d i a  como l o  recomienda M u j i c a  ( 1 9 8 7 )  y  

constituyó e l  5% d e l  moromi .  

3 . 4 . 1 .  ACTIVIDAD AMILASICA Y PRDTEOLITICA 

Estas v a r i a b l e s  dependen directamente de 

l a  cantidad de e n z i m a  presente en cada fermentador ,  

l o s  va lores de a c t i v i d a d  a m i l á s i c a  y  p r o t e o l í t i c a  más 

a l t a s  corresponde a l  mor ami 

más que e l  moromi 

preparación e n z i m á t i c a ,  y  es a su 

moromi de sustrato s ó l i d o  y  51% 

suplementado con 

vez 45% más que el  

t r a d i c i o n a l  con respecto a l a s  a c t i v i d a d e s  a m i l á s i c a s ,  

y  para 

mismas 

prateasas es 

comparaciones 

60% y 74% 

( v e r  G r á f i c a  

mas considerando 

NQ 1 3 ) .  

l a s  

Estas d i f e r e n c i a s  en un a n á l i s i s  e s t a d í s t i c o  

resultaren a ltamente s i g n i f i c a t i v o s  con Lln n i v e l  de 

c o n f i a n z a  d e l  1 % ,  d i f e r e n c i a s  que debieron deberse a 

l a s  siguientes r a z o n e s �  

-  En un proceso t r a d i c i o n a l  (fermentación  d e l  k o j i  en 

b a n d e j a )  

buena.  

- Usando 

donde l a s  

reguladas 

l a  producción de enzimas puede o no ser 

fermentadores acondicionados para este f i n ,  

c o n d i c i o n e s  de crecimiento d e l  hongo son 

se asegura una buena producción e n z i m á t i c a  
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luego una buena a c t i v i d a d  en 

moromi.  

l a  fermentación del  

-  F i n a l m e n t e  l a  a d i c i ó n  de preparaciones de a m i l a s a s  y  

proteasas incrementa l a  a c t i v i d a d  en e l  moromi de 

acuerdo a l a  proporción que se use.  

Es necesario mencionar e l  n o t a b l e  decrecimiento 

( a p r o x .  40%)  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en los 63 d í a s  

de fermentación ,  posiblemente debido a  l a  inactivación  

de l a s  enzimas por l a s  condicibnes extremas de 

s a l i n i d a d  ( v e r  G r á f i c a  NQ 1 4 ) .  

3 . 4 . 2 .  NITROGENO TOTAL; AMINO-NITROGENO y 

RENDIMIENTO DE NITROGENO: 

Estas tres v a r i a b l e s  son l a s  más 

importantes en l a  fermentación d e l  m o r o m i ,  y  dependen 

directamente de l a  cantidad de enzimas producidas en e l  

k o j i  y  activas en l a  fermentación d e l  m o r o m i .  La 

G r á f i c a  NQ 1 5  muestra l a s  tendencias crecientes de 

estas v a r i a b l e s .  

Estadísticamente se han encontrado d i f e r e n c i a s  

iltamente s i g n i f i c a t i v a s  entre las tres tratamientos ,  

para las tres v a r i a b l e s  con un n i v e l  

1% ( v e r  T a b l a s  N Q s . X I I I � X I V , X V , A n e x o ) .  

de c o n f i a n z a  del  

Los v a l o r e s  

superiores de nitrógeno tota l  en e l  moromi con 

preparación e n z i m á t i c a  pudieron deberse 

fundamenta lmente a dos razones :  

-  La harina d e  tarwi usado como materia  prima fue más 

s o l u b l e  en l a  salmuera desde los primeros d i a s  de 

fermentación de manera que a l  r e a l i z a r  e l  muestreo y 

f i l t r a d o �  e l  siyao crudo debió  contener mas p a r t í c u l a s  

de tarwi que cuando se usa tarwi entero,  

consiguiente mas p r o t e í n a s .  

y  
I  

por 

- La actividad p r o t e o l i t i c a  incrementada por a d i c i ó n  de 

l a  preparación e n z i m á t i c a  ocasiona una mayor 

h i d r ó l i s i s  de las proteínas y l a  consecuente 

s o l u b i l i z a c i ó n  de sus productos .  Este ú l t i m o  i n f l u y e  

más directamente a los va lores de amino-nitrógeno .  



, E n  cuanto a l  

40 

r e n d i m i e n t o  d e l  n i t r ó g e n o ,  el  s i y a o  

con p r e p a r a c i ó n  e n z i m á t i c a  l l e g ó  a  un 50% antes d e l  

primer mes de f e r m e n t a c i ó n ,  y  los 63 d í a s  e l  

r e n d i m i e n t o  a l c a n z ó  e l  72%,  m i e n t r a s  que e l  siyao 

t r a d i c i o n a l  6 2 . 3 %  y  e l  s i y a o  de sustrato s ó l i d o  

6 5 . 8 5 % .  A l  respecto M u j i c a  ( 1 9 8 7 )  l o g r a  rendimientos 

d e l  órden d e l  6 5 . 8 7 %  en dos meses usando tarwi entero 

y d e s a m a r g a d o .  

3 . 4 . 3 .  AZUCARES REDUCTORES, ACIDEZ Y pH 

Estas tres v a r i a b l e s  dependen de l a s  

a m i l a s a s  de l a s  b a c t e r i a s ,  l e v a d u r a s  y  hongos.  

En l a  G r á f i c a  NQ 16 se observa l a  v a r i a c i ó n  en l a  

producción de azúcares r e d u c t o r e s ,  á c i d o  l á c t i c o  y  su 

i n f l u e n c i a  en e l  pH durante l a  fermentación d e l  m o rom i .  

La tendencia de l as dos primeras v a r i a b l e s  en los tres 

tratamientos siempre ascendente y mas marcada 

durante l a s  pri meras  semanas,  pudiendo deberse a l a  

acción en un i n i c i o  de l a s  a m i l a s a s  f ú n g i c a s ,  hasta el  

momento en que e l  número de c é l u l a s  de Pediococcus 

halophilus incrementa de manera que l a  can t i dad  de 

azúcares reductores l i b era d o s  se vé afectado a l  

i n gresar a l  m e t a b o l i s m o fermentativo y co n v e rt irse en 

á c i d o  l á c t i c o ,  por esta r a z ó n ,  también que l o s  valores 

de á c i d e z  expresados en gramos de á c i d o  l á c t i c o  

aumenta con respecto a l  t i em po .  In d i rec tam e n t e  el  

incremento d e l  á c i d o l á c t i c o  c o n f i r m a  un buen 

creci m i e n t o  b a c t e r i a n o ,  a  su vez este i ncremen t o ,  

de term i na que e l  pH de l a  fermentación d i s m i n u y a  a  4 . 0  

creando una l i m i t a c i ó n  en e l  crecimiento b a c t er i a n o ,  y  

p o s i b i l i t a n d o  e l  predom i n i o  de las 

( 1 9 8 7 ) .  

l eva d u ras,  M u j i c a  

E s tadíst icamen te se han en c o n trad o  d i f e r e n c i a s  

a l tamen te s i g n i f i c a t i v a s .  En azúcares reductores entre 

tratamientos y tiempo de f e r m e n t a c i ó n .  En e l  caso d e l  

pH l a s  d i f e r e n c i a s  est a d ís t i cas  fueron en todos los 

casos ( e n t r e  t r a t a m i e n t o s ,  tiempos de fermentación y  
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sus i n t e r a c c i c n e s ) ( v e r  T a b l a  X V I  y  X V I I , a n e x o )  

mientras que en l a  v a r i a b l e  a c i d é z  l a s  d i f e r e n c i a s  

resultaron no s i g n i f i c a t i v a s  entre tratamiento y su 

i n t e r a c c i ó n .  



1 .  Se ha 

CONCLUSIONES 

logrado o p t i m i z a r  las  condiciones dfE.• 

cr ·ecimiento de 8.§Qerqi_l l u s _  01·-y¿c1e ATCC 203B6 en un 

Fermentador de Sustrato S ó l i d o ,  lográndose los  más 

ii:11 tos n i v e l e s  de a c t í.v í.d ad ami 1 á!'.:',i Ci::1 

p r o t e o l i t i c a ,  en k o j i s  de tarwi y trigo  bajo  l a s  

siguientes c o n d i c i o n e s : t a s a  de aireación  a l t a  (280 

Lt/ h r )  ,  hL.tmedc1d actividad  de agua 

i n i c i a l  en e l  sustrato 0 . 4 5  y  temperatura 30QC.  

2 .  Se ha obtenido un preparado crudo de a m i l a s a s  y  

proteasas ( e n  p o l v o )  por fermentación en Sustrato 

S ó l i d o  con salvado de trigo enriquecido de urea 

peso )  e l  rendimiento a l c a n z a d o  fue de 

2 4 . 6 g  de preparación c:r-uda por e ad a 860g dea 

sa lvado de t r i g o  l a  e x t r a c c i ó n  se r e a l i z ó  en medio 

acuoso u t i l i z a n d o  un volumen de s a l v a d o  fermentado 

por 72 h y 10 volúmenes de agua d e s i o n i z a d a  a  

temperatura ambienta l  ( 2 0  C )  par espacio de 7 h  

sin a g i t a c i ó n .  F'c:\r¿::i concentr¿�r- las enzimas por 

p r e c i p i t a c i ó n  se usó etano l  a l  70% ( l v  de extracto 

y  3v de etanol  a b s o l u t o ) ,  pr-ocedimiento que 



permitió  recuperar l a  actividad de a m i l a s a s  en 

9 2 . 9 "1.  y  l a  a c t i v i d a d  de proteasas en 1 0 2 . 1 % .  

··:�· 
.....• De los tr-es t.ratc:1mientos e:-: per- imen tados 

( t r- a d i c i o n a l  �  sustr-ato s ó l i d o  y  pr-eparación 

1 - : - :mzimática) e l  que d i o  un v a l o r-  mas a l t o  de 

rendimiento de nitr-ógeno fue aquel r e a l i z a d o  por- 

fermentación en sustr-ato s ó l i d o  u t i l i z a n d o  har -ina 

de tar-wi y suplementado con 4 9 . 2 g  de preparación 

e n z i m á t i c a  ( e n  po l v o ) por 7 . 5  1  t .  de 

m o r- o m i . , h a b i é n d o s e  obtenido un 50% de rendimiento 

de nitr-ógenc antes del  primer- mes de fer-mentación 

l o  que no sucedió con los demás tr-atamientos.  A l  

cabo de 63 ddías de fermentación los rendimientos 

de nitrógeno a l c a n z a d o s  en los tres tratamientos 

fuE•ron :  " t r- z 1 d i c .:i . o n a l 1 1  
�  62.0 �5"1. �  "sustr-ato s ó l i d o "  

6 8 . 2 1 " ,  y"pn:.>pración e n z i m á t i c a "  7 7 . 0 9 "1. .  

4 . -  Por- otro lado l a  apción por- éste procedimiento de 

el ,:1bori:1ción de siyao puede reducir 

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e l  costo d e l  producto f i n a l � s i  

tenemos t?n cuenta que l a  e l a b o r a c i ó n  t r a d i c i o n a l  

necesita no menos de 6-8 meses de fer  .. mentación.  

Logicamente los costos de oper-ación pueden ser 

menores en dos o menos meses de f e r- m e n t a c i ó n .  

Si bien es cierto que se ha logrado un a l t o  

nitrógeno en menor tiempo de 

fermentación ,  no podemos a f i r m a r  d e f i n i t i v a m e n t e  

e l  logro de un siyao de c1l ta c a l i d a d  y  

compet.E·mc:ia por- l a  tecnología  de las 

prepc1rz1ciones e n z i m á t i c a s ,  debido a que es 

nec•saric también tener en cuenta otras v a r i a b l e s  

de fermPnt.ac:i .ón �  que aunque no deter-minan,  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  en c a l i d a d  d e l  

pensz1mos éste estudio crea una 

a l t e r n a t i v a  prometedora de uso d e  desechos agra- 

:i. n d u s t r- i a l e s  para producir enzimas involucradas en 

J.¿,,i. futura i n d u s t r i a l i z a c i ó n  d e l  con f i n e s  

de e laboración  de siyao en nuestro m e d i o .  



1 . 

RECOMENDACIONES 

Se ha observado durante e l  e s t u d i o ,  que en l a  

fermentación del  salvado de trigo  hay un buen 

crecimiento  y  considerable  e s p o r u l a c i ó n ,  por l o  

que se recomienda e l  uso de éste sustrato 

apropiado y económico para l a  obtención de un 

i n ó c u l o  de esporas en sustición d e l  arroz  p u l i d o .  

Con respecto a los accesorios d e l  fermentador de 

v i d r i o  se recomienda usar peque�as compresoras de 

aire para substituir l a s  bombas de aire tipo  

acuario usadas para l o g r a r  mayores tasas de 

a i r e a c i ó n ,  i n c l u s i v e  por encima de sus valores 

óptimos y  estudiar su efecto en l a s  fermentación 

s ó l i d a .  

3 .  Se recomienda estudiar e l  efecto d e l  pH y 

temperatura d e l  estracto e n z i m á t i c o  acuoso en l a  

recuperación de l a s  a m i l a s a s  y  proteasas con 

a l c o h ó l  y  s u l f a t o  de amonio ,  con l a  f i n a l i d a d  de 

conocer los puntos c r í t i c o s  durante éste 

procedimiento y  proteger a l a s  enzimas a l  máNimo 

contra c u a l q u i e r  a l t e r a c i ó n  de n a t u r a l e z a  f í s i c a  



y / o  q u í m i c a .  

4 .  Se recomienda hacer e l  estudio c i n é t i c o  enzimático  

ele l a  preparación cruda de a m i l a s a s  y  proteasas 

para su c a r a c t e r i z a c i ó n ,  y  poder ser usado con 

mayor base c i e n t í f i c a  en l a s  fermentaciones en 

s a l m u e r a .  Asi mismo se recomienda determinar l a  

proporción de preparaciones enz�máticas a  

adicionar  más convenientes en función de l a  

a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  del  moromi t r a d i c i o n a l ,  

con l a  f i n a l i d a d  de e s t a n d a r i z a r  e l  procedimiento 

de e l a b o r a c i ó n  del  siyao con preparaciones 

e n z i m á t i c a s .  

Se recomienda r e a l i z a r  un panel de preferencias y 

d i f e r e n c i a s  con personas experimentadas en e l  uso 

del  siyao comparando a q u e l l o s  que se c o m e r c i a l i z a n  

en nuestro medio con e l  siyao de tarwi elaborado  

t r a d i c i o n a l m e n t e  o  con l a  ayuda de preparaciones 

e n z i m á t i c a s .  

6 .  Repetir 

también 

el  

l a  

ensayo 

fase 

por 

f i n a l  de refinamiento y 

considerando d u p l i c a d o ,  

e s t a n d a r i z a c i ó n  con l a s  normas técnicas que e x i g e  

l a  ITINTEC para obtener un producto terminado e l  

cual  podrá ser sometido a pruebas de d e g u s t a c i ó n .  
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R E S U M E N 

La fermentación del  siyao comprende;  una 

fermentación en Sustrato S ó l i d o  o  K o j i  y  una 

fermentación sumergida en salmuera o M o r o m i .  B a j o  este 

contexto el  presente estudio se r e a l i z ó  con l a  

f i n a l i d a d  de o p t i m i z a r  l a s  condiciones de crecimiento 

de Asperqillus oryzae ATCC 20386 en una fermentación 

en Sustrato S ó l i d o  de una m e z c l a  de tarwi y trigo  y  

otra de s a l v a d o  de t r i g o ;  y  lograr  a l t o s  n i v e l e s  de 

actividad  a m i l á s i c a  y  p r o t e o l i t i c a  en l a  fermentación 

del  m o r o m i ,  que permitan a c o r t a r  a l  máximo e l  tiempo de 

fermentación con un a l t o  rendimiento de n i t r ó g e n o .  

Se pesaron 1 . 5  Kg de k o j i ,  de tarwi y t r i g o  ( 1 : 1 )  

de tres diferentes maneras:  E l  primero constituido de 

granos de tarwi  desamargados y t r i g o .  E l  segundo 

constituido de granos de tarwi p e l a d o  y  desamargado y 

t r i g o .  E l  tercero constituido por harina  de tarwi 

desamargado y t r i g o .  

Estas m e z c l a s  se inocularon con 5 m l  de una 

suspención de 10 esporas/mi  de Asperqillus oryzae en 

Tween 80 a l  1% por cada 150g de k o j i .  E l  primer k o j i  

fue incubado t r a d i c i o n a l m e n t e  en bandejas de 45 x 2 8 . 5  
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X 8 c m ,  y  

determinaron las  condiciones 

los dos ú l t i m o s  

de 150 mm dispuestos en 

sustrato s ó l i d o  donde se 

fueron incubados en p l a c a s  

un fermentador de v i d r i o  de 

a i r e a c i ó n ,  85% de HR,  

que fueron:  a l t a  tasa de 

0 . 4 5  de Aw i n i c i a l ,  30QC de 

tiempo en e l  cual  se observó 

óptimas de c r e c i m i e n t o ,  

temperatura,  por 72 h r s ,  

l a  mayor producción de a m i l a s a s  y  proteasas.  

Posteriormente los  tres k o j i s  fueron transferidos a  

recipientes de v i d r i o  de 10 l t  de capacidad conteniendo 

4 . 3 8  l t  de salmuera a l  18% que equivalen a l  120% del  

volúmen que ocupa 1 . 5  k g .  de k o j i  con 45% de 

humedad,habiéndose trabajado con un volumen ú t i l  de 7 . 5  

L t .  

Para le lamente se procedió a e l a b o r a r  una 

preparación cruda de a m i l a s a s  y  proteasas.  Para e l l o  

se r e a l i z ó  una fermentación s ó l i d a  de sa lvado de trigo 

por 72 hrs a partir d e l  cua l  se e x t r a j o  las proteínas 

s o l u b l e s  en una s o l u c i ó n  acuosa,  constituyendo éste e l  

estracto crudo enzimático que luego fue sometido a una 

concentración por p r e c i p i t a c i ó n  con a l c o h ó l  e t í l i c o .  E l  

precipitado resu ltante con un rendimiento de 2 4 . 6  g  por 

cada 860 de sa lvado de trigo denominado preparación 

cruda de e n z i m a s ,  fue a�adido a l  tercer fermentador de l  

moromi.  

A l  tercer d í a  los fermentadores fueron inoculados 

con 200 m l  de Pediococcus halophilus ATCC 21786 Y 200 

m l  de Zigosacharomices rouxii ATCC 34518 que sumados 

equ iva len  a l  5% d e l  va lúrnen de l  morarni .  Los muestreas 

se r e a l i z a r e n  cada 1 5  d í a s  hasta los 63 d í a s �  tiempo 

en e l  cua l  superaron los tres fermentadores el  50% de 

r e n d i m ien t o .  Especificamente se logró en e l  moromi 

t r a d i c i o n a l  un 6 2 . 5 % ;  en e l  moromi de sustrato s ó l i d o  

6 0 . 2 %  y  en e l  moromi de preparación e n z i m á t i c a  7 7 . 0 9 %  

de r e n d i m i e n t o .  

Estadísticamente se han logrado d i f e r e n c i a s  

altamente  s i g n i f i c a t i v a s  entre los tres tratamientos 

para todas las v a r i a b l e s  estudiadas .  
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TABLA XU ; 

CONCEMTRACfON 
DE ALCOHOL 
t./OL UMEN.F lNAL 

CONCENTRACJ.OM DEL EXTRACTO CRUDO ENZll1AHCO 
POR EL METOOO DE PRESIPITACIOM PROTE[CA 
A.- PREClPITACION CON ALCOHOL 

: AMILASAS : PRO TE ASAS . 
· - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ' - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

:ÁCH',/IOAD:i: RECUPERAC.:ACTIVIDAD:1. RECUPERAC.! 
1 

2ú 

30 

40 

50 

60 

7() 

0.1.)32 

0.033 

0.033 

0.237 

0.258 

ll.9 

12.2 

12.2 

13.7 

87.7 

95.6 

6.78 

u.sr 

17.59 

35.65 

94.29 

120.85 

5.9 .. 

l0.1 . 

15.3 : 

31 . 

82 . 

105.1 '. 

80 0.251 92.9 U7.29 102.1 

Actividad del es.tracto crudo de amilas.as = 0.270 nooxi 
-3 

Actividad del es.tt-acto cr-v.do de pr-oteasas = U4.99*10 uooz: 

B.- PRECIPlTACION CON SULFATO DE AMONIO 

1. SATURACIOM Al'1lLASAS PROTEASAS 
DE SULFATO EN L � - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - � - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ­  
SOLUCION FINAL :ACTIVtDAD:r: RECUPERAC.!ACTI'./IOAD!i. RECUPERAC.: . 

20 

40 

60 

80 

100 

0.025 

0.086 

0.186 

0.283 

8.7 

30.4 

66.1 

102.6 

1.00.2 

21.')9 

34.44 

39.01 

127.21 

124.05 

18.ú 

29.4 

108.6 

105.9 

Actividad del e:tracto crudo de a:mil-as.as = 0.282 (lOO'l.) 

Actividad del estt-acto crudo de proteasas = 117.14t.10 
-3 

uoozi 

t. Los precipitados resultantes, fueron colectados, secados 
pulverizados. y res.us.pendidos en a.gua des.ionizada., al vo- 
1.f:men inicial del es.tracto usado para medir sus activi­ 
dades enzim:Jiticas .• 
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