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INTRODUCCION

l.a elaboracidén del sivao v su aceptacidn  en todo
el  mundo, ha despertado en estos Ultimos afos el
interds de buscar nuevas alternativas gque satisfagan la
creciente demanda  del mercedo, como la sustitucidn de
la materia prima tradicional, "la soya" por praductos
autdctonos como el tarwi en nuestro medio. Ldgicamente
para &l logro de éstas metas, s hace necesario buscar

les condiciones més adecuadas que nos permitan obtener

un producto de  calidad competitiva, con menores
costos de producocidn. Es asi que nace la idea de
buscar dichas condiciones, realizando un  estudio
cigntifico de Tan variables CuiE influven

determinantemente en la fermentacidn del sivao.

£l logro de altos niveles de proteasas v
amilasas fangicsas en 1la primera  fTase de elaboracidn

del sivao conocido como el "koji” es iloportante v casi
determinante pués es  fuente de enzimas que degradaran
los constituventes de las materias primas & conponentes
de bajo peso snclecular gue proporcionaréan el sabor,

aroma v valor nutritivo al producto final.
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1.~ Evaluar las condiciones dptimas de; aireacidn,
humedad relativa, actividad de agua inicial del
gsustrato y temperatuwra durante &l cultivo de
Aspergillus oryzae ATCC 20386, para l1a
produccidn cle amilasas Y proteasas Winl



fermentacion en sustrato sdlido.

Obtener una preparacidon oruda de amilasas Yy
proteasas para suplementsar  la fermentacion  en
salmuera, corn la finalidad de  aumentar los
niveles cle actividad de éstas dos enzimas v
alcanzar  valores m&s altos de  rerdimiento de

nitrdgeno en un de fermentacidn mas corto.

Hacer wum  seguimiento de las variables: nitrogeno
total, aminonitrdgena libre, azlcares reductores,
acidéz, pH, &ctividad amildsica vy proteoclitica
durante la fermentacidn en salmuera, vy establecer

&l rendimiento de nitrdgeno.



CAPITULDO 1

REVISION DE LITERATURA

1.1. BENERALIDADES

El sivao es un liguido pardo oscuro de diferente

firragancia con gusto salado gue es uWusado comp agente
sazonxdor en la preparacidn  de comidas v como un
condimento de mesa. Es producto de una fermentacidn
muy activa de  hongos, bacterias v leveduras sobre una
mezcla de soaya, trigo v sal (Kalis=z, 1280). La via
quaimica s @] segundo métedo de obtencidn, donde el
sustrato es inicialmente hidrolizado por la accidn de
un &cido fuerte, v en  wna segunda fase se procede a
L& fermentacidn en  salmuera (ITINTEC, 1284).

Actualmente la elaboracidon del sivao ha desarrollado a
un estado altamente tecnoldgico v llevado a una grarn
escala comercial, sin variar ldgicamente el fundamento
de su elaboracidn gue se remonta inclusive & 3,000 afnos
atras (Beuchat, 1283%). Iricialmente los granos de sova
enteros, humedecidos v cocidos son mezclados con el

trigo tostado v partido e inoculados con el cultivo



iniciador de Aspergillus oryzae o A. sovae. L.a mercla

-y

s incubada  por 2-3 diasiy la masa resultante llamada

&
Kodi, es pussto  en salmusra al 18 4 al cual se L

dencming, masa Moromiy éste &l ser incubado con
Pedioccocus halophilus v Zigosacharomices rouxii &
temperatura  controlada da imicico & un fermentacion
lédctica Yy alcondlica permitiendo que los

constituyentes de alto pesc molecular de  la masa se

hidrolicen. La masa Moromi es prensada, pars obtener

una solucidn cruda  de sivao, el cual s partewrizada,
filtrada vy embotellada {(Kalisz, 1988). A este
procedimiente de elaboracidn por via fermentativa lo

Namaremos procedimiento tradicionzal. La utilizacidn de
materias primas v sus proporciones podria vardiar de
acuerde & las  zonas  de produccidn, déstas diferencias
son los  que van  a caracterizar a los diferentes
givaos. Han habido intentos pare elaborsr siveo usando

comg  materia prima obtros nsumos Ccomoy; Mmani, avVera,

cebada vy centeno  sin  haber logrado mucho  éxito
camercial {(Yarng v Wood, 1974). Sim embargo Mujica

(1987) aprovechando le conocida tecnclogia de la soya,

realizd investigaciones con la finslidad de demostrar a

escala de laboratorico la posibilidad de emplear el
tarwi  en lugsr de la soysa, por su mayor contenido
protéico v constituir wn recurso propio de la zoana,
obteniendo resultados satisfactorics v supsricores en

sus caracteristicas fisico-quimicas con respecto a los
sivaos producidos  en nuestro pais. Gueda mucho por

investigar, v &% la biotecrnologia gquien ofrece muchas

alternativas que persitan reducir  los costos de
produccidn sin &lterar la calidad del producto. ASsi
por ejemplo la  fermentacidn del sivao con  células

inmovilizadas {(Osaki, et.al. 198%5), & elaboracidn del
Fodli con adicidn  de spluciones. enzimaticas de
peptidasaxs (Beuchat, 1984), aungue su informacidn s

atm insuficiente en la elaboracidn del siyao.



1.2. MATERIAS PRIMAS
i.2.1. _EL TARWI

£1 tarwis Lupinus mutabilis.es un recurss
protéico der la sierra peruana, que constituyd una de
las prihcipaleﬁ fuentes de proteina vegetal en la
alimentacidn popular  del Tahuwarntinsuyo, pero 1la
modificacidn de patrones alimentacio-nutricionales en
los diversos geo-sistemas altitudinales que se did  en
la colonia  conllevaron & leo disminucidn de:  la
produccion  de més de 3I00  sp vegetales (Hurtado,l982).

1 tarwi tiene gran importancia en fonas andinas donde

justamente: la soya vy otros cultivos protéicos estan
limitadas por razones ecoldgicas. Esta dicotiledonea
de la familia leguminosa, es conocido come "tarwi®

por los fAvmaras, en el sw del Ferd v Bolivii, Altramus
& kEspana, "Chocho" en Ecuador v &l norte del Perde oy
"chuchusmuti” en FBoltvia. Crece a los 2000 & 4000 msnm

y 25  bastante resistente & las seguias vy heladas, poco

exigente: en  Ccuanto a la caltded del swuelo vy climea,
Hlegéndose & sembrar también en terrenos marginales
sembrados con  madiz, habas, papas, etc. daonde sirve

como cerco bioldgico.
Sin embargo el tarwi  presente algunas desventajas

gue en Ccilerts medida hacen poco aceptable su  consumo.

Su principio amargo debe & la presencia de mas de 2 %
de  alcaloides como: La esparteina, lupanina, 13-
hidroxilupaning, d4-hidroxilupanina, alfa-isclupanina vy
otros. {Faredes, 198%) . Entonces se hace necesario

reducir los alcaloides a menos del 0.01 4 para gue su
consume no sea  todxico, los cual puede consequirse por
Wi pProceso sencille de lavedo por  la  propiedsd
hidrosoluble de sus alcaloides (Jimenes, 1987,

S han realizado investigeaciones ailsladas sobre
muchos aspectos  de esti importsante leguminosa, con la
finalidad de incentivear su mayor aprovechamiento en
forma directa o indirecta.

Cooillo-(19283) v Ledn (1983) estudiaron los ritmos
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de acumulacidn de proteinas tanto en hojas v granos de

f
i

varios ecotipos proceentes de la provincia de Huamanga.
Garocia Rlasquez (197%9) v Faredes (1982) mostraton
interes por el potencial alimenticio de sus granos
realizando &ndlisis quimico-bromatoldgicos de varios
ecotipos cor la fimnalidad de  obterner wn concentrado
protéico e que podria ser btransformado en haring v ser
usado en la panificacidrn v otros productos elaborados.
Finalmente podemos decir gue ] estudio de los
mrocesns fermentativos donde dsta legumirnosa interviene
come fuente  rica de nitrédgeno protéico aumenta las

posibilidades de su industrializacidn.

1.2.2. EL _TRIGO Y EL. SALVADO DE TRIGO

£l trigo en la elaboracidn del sivao v
poroduccidn de enzimas cumple un o rol may dimportante.
- Ern el Koji el trigo ajusta la humedad del sustrato a
niveles dpltimos, aprodimadamente & 45 4, de manera que
crea una condicidrn adecuada  para una intensa actividad
fungica que s refleia 80 un mayor actividad

enzimatica.

El trigo sirve ot me jor fuente de  carbohidratos,
& partir de los cuales se forman, los azdcares, alcohol
v acidos  organicos durante la fermentacidn, quee
contribuyen con el sabor v aroma del s8ivao.
-~ Sirve como fuente de  ligrning vy glucdsidos que son
log preswsores del sabor vanilinico del sivao; v
- Sirve como fuente rics de dcido gluté&mico uno de los
principales responsables del aroma del sivao.

El uso del salvado de trigo en la actualidad se
incrementa en lag industriss de la fermentacidn. Como

materia prims juegs  Wwn rol casi determinante en los

costos  de sus productos, por su bajo costo Y OGS
hondades nutricionales, ricos en vitaminas, fibras vy
minerales. (ver Tabla Iy, Fracticamente las Z/4
partes del costo de operacidn de un proceso de

fermentacian procede del medio de crecimiento, por lo
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cque e investigsa constantemente otras fuentes
altermpativas de nutrientes bioldgicos que permitan
beneficiarse de las fluctuaciones del precie. al  mismo
tiempo que suministren todos los nutrientes requeridos
en el proceso de la  forma mas  econdmice posible.
(Wiseman, 1786).

El salvado de trigo, conocido  también COme
chdscara, afrecho o afrenecillo constituyve =1 residuo de
la moliends de distintas variedades de trigo. Esté
integrado  principalmente  por el pericarpio vy las
porciones mas superficiales del endospermo. Su usc en
la &limentacidn  tiende & generalizarse después de
muchos afos en el gque se lo consideraba un desecho cuvo
principal destino @ra  para  formar parte de los
alimerntos balanceados para la cria de aves de corral vy
otros de granja. Estas circunstancias se debe & gque se
trata de una de las porcliones mas  ricas en distintos

tipos de fibra gue posee el grano {(Salinas, 1788).

1.3. FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

La fermentacidn en sustrato edlido es una téomica
recientemente retomada por sus reales ventaias v SIS

reales costos de inversidn., Be usa ésta  terminologia

para  describir & la fermentacidn  en que &l
microorganismo Crece sabre LA sustrato
predominantemente  inscoluble sin una fase liguida
libre, v es usado para oabtener productos especiales
coma la  enwvimas (amilasas, proteasas, pectinassas,
lactasas., amiloglucosidasas, e inas, celulasas,
invertasas, etc.), antibidticos v otros metabolitos
segcundarios con aflatoxinas, ochratoxinas, etc.

(Hesseltine, 1972).

1l contenide de humedad en  ésta técnica es de 30—
80 %, v los microorganismos cuyo crecimiento se  adapta
mas & las condiciones de baijs actividad de agua v la

presencia de sustrato sdélido casi intratables son los

hongoss por  ésta raszdn gue todas las preparaciones



enzimiaticas produclidas por
provenientes de hongos. Frost vy

TABLA II

énta

Moss,

téEcnica =Amly

1987).

ALGUNAS ENZIMAS PRODUCIDAS POR FERMEMENTACION

EN SUSTRATO SOLIDO (Frost vy

Moss,

1987)

EMZite  DiiGaniah

Celulasna Trichpderma viride

Trichoderna resseil

Wb o f e i o Y

Trichoder ma

trigo Amyloglucosidizsa

harzianuwm

ALGUNOS MEDI10S
oMU IES-

Salvado de Trigo

Salvado de trigo

Salvado de

Salvado

de Tirigo Glucosidassa feperglllus

Fhoenicis

Galectosidasa

Ao perrerd 1 lue, awwamor i

Inver-tasa

Geperaillus niguer

Froteinasa Feperglllus ory zai

Salvado de Trigo

+ urea
Renina Mucor pusiliue Salvado de Trigo
Fectinasa Cordothyi-ivm  dicdo- Salverdo  de
Brroz,
gdielle desgrasado

fmi lasa

Scopuleriopsis

Salvado de Trigo

Qedvado de

Frigo,
fapergillus niger + In, Fe, Cu
Fusarium moniliforme

l.a fermentacidn

@l hriente por muchos

siglos, proceso

e sustrato sdlido ha sido usada en

que ahora se

concoe comp keji, que  involucra el crecimiento  de
hongos filamentosos como el Asperqillus gryzae o
Asperqgiilus sgvae, sobre una mezcla humedsa de SErOE,
rsova v trigo, para producir una mezcla de ensimas

amiloliticas v proteocliticas

extracelulares qgque pueden
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mer usados en la nidrolisls de otros sustratos, v
efectuar el cambio de sabores. (Hesseltine, 19723).

Frost v Mose (1987), ha descrito diferentes tipos
de fermentadores pare esta téonica de fermentacidn, de
los cuales mencionsremos 1&s mas uwsuales:

-~ El fermentador de tambores rotativos, en este disefo
se RL-F-1 tambores cilindricos, dispuestos

horizontalmente v usualmente montados sobre un rodillo

que proporcionsa soporte v & la ver actda como LAr
dispositivo de rotacidn v mezcla. Estos disefos son

usados especialmente en la produccién de celulasa por
Trichoderma viride.

- Urn segundo tipo de fermentador suple los  rodilloss,
con  paletas dispuestas en el interior vy gue efectldan
la mezcla del sustrato en  fermemtacidn.

o =y sistema estacionario ornstituy 1 Lsen -§-3
El sistemna estacionari constituyve el disefo mas

simple, puss uss sistemae de camas o bandeliss aireadas
donde el sustrato es tendido donde se realiza la
fermentacidn €in agitacidn. La produccion de amilasas

vy proteasas se realiza por este sistema.

- Y por  Ultimo el sistema gue convina el sistema
rotativo v el sistema sstacionarioy; donde el sustrato
parcialmente fermentado es transferido de una cémara
supesrior estacionario a otra inferior rotativa, donde

la fermentacion se concluye.

1.3.1. NATURALEZA DEL SUSTRATO Y 8u PRE—

CL / TRATAMIENTO
L.és materias primas més usadas como  sustrato son
los cersales de mayor importancia agro-industrial,
como el trigo, madz, el arroz vy ctroe como la sova, v

2l gsalvado de trigo va sean entersas o procesadas.
El pre-tratamiento de la materia prima a usarse es

(kT T de los  factores A importantes de i1a

/ fermentacidn. El tamafo de las particulas del sustrato
debern estar derntro de wun ramngo limitada, de ahi la

necesidad del pre-tratamiento, realizando el partido



clel grano hasta en S-6 veces. Actualmente &l sustrato
empleado para la produccidn de enzimss, por su bajo
costo de  dnversidn es @l salvado de trigo simplemente
humedecide o suplementado  con algunas pocas sales,
aunque &l uso de laxs ssles se hace menos necesario en
los actuales procesos comerciales de produccidn.
£l sustreto sdlido debe estsr dispuesto de tal
forma oque permitas la  libre circulacidn del aire
{(repecialmente en el sistema estacionario) v la libre
expansion del micelio, ademas de gue el voldmen del
sustrato en relacidn con las medidas del envase gue
los contiene no debe ser muy estrecha, de otra manera
’ T se asequraria LA & buena aireacion Y
consecuentemente el éxito del proceso.
La esterilizacidn del sustrato o medio sdlido

puede llevarse a cabo por presidn & vapor & menudo & pH

bajo gque en 1o comdany por métodos guaimicos o potr
combinacion de ambos, aungue los  &xltos niveles cer
esterilizacidn  no se logran como en los métodos de

fermentacidn sumergida, sin embargo no son Nnecesarios

por su o misma nabtuwralesa, pues  su baja actividad de
agua  que  inhibe el dessrrollo de MiICroOrganismos
contaminantes: permite gque los sofisticados sistemas

de protecceidn de contaminantes no sean necesarios para

obtener una operacidn satisfactoria. ( Frost vy Moss,
1987,
1.3.2. CONDICIONES DE FERMENTACION Y 54U
EVALUACION
Llawego de la esterilizscidn v coccidn del medio,

é¢ste ez  incoulado con una  suspension  de  esporas o
intdcuwlo vegetativo de la cepa del hongo escogido. E1
crecimiento v la expansidn del micelio reguiere de un
tismpo generalmente de 110 dias, & temperatura
controlada en un rango de 2% 40 QC v con un nivel de
humerdad  del sustrato gue puede oscilar entre los

Z0-80%.
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21 control de estas dos veariables pusde causar
prroblemas, va gque la produccidn de metabolitos calienta
&1 medio, v la pérdida de humedad puede ser alta,
perjudicandoe &l mormal orecimiento del microorganismo.
la adicidn  de aguse durante la fermentacidn ha dado
spluciones satisfactorias, pero es preciso detsrminar

medliante ensayos la cantidad v monento sdecuado  de

adicidn  de agua, para no  afectar  1la producclan
ernzimatica. Se usan también de manera usual soluciones

gue regulan la humedad del ambients dispuesstos en las
partes bajas del fermentador, para gue la pérdida de la
humedad del sustrato sez menor (Nishio et.al. 1981},

£l control del pH s generalmente imposible, pero

un gradoe de control se pusde efectuar por una  adicidn

djuicioss de u suplemento de sales de nitrdgeno &l
medio (Frost v Moss, 1987). Eatos v otros aspectos
bioldgicos, quimicos v fisicos prOpoOrcLonan LAr
ambients favorable para qgue SE desarralle  un

determinado proceso bioldgico.

Hacer un  seguimiento de las variables que se
desarrollan en  la fermentacidn s dificultoso pero no
impoeible, va que la irnhomcgenizacidrn del  cwltivo
representa una dificultad de muestreo. Actuslmente se
ha logrado reslizar una medicidn aproximada de  la
biomasa fungica por métodos indirectos. Uno de ellos
involucra la medicidn de la glucosamida, gue se
presents como un componente comian de todas las células
fungicas. Otroe métodos implican  la medicidn de la
evolucidn de la tasa se 02, el consumo de Q2 v
principalmerte la medicidn de las actividades

enzimaticas.

1.3.35. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Ventajas
- Gerneralmente se usan medios muy simples por eiemplos
cereales cocidos a vapor a los cuales pueden afadirse

trazaese de salee inorganicas.
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- Yz gque la fermentacidn se realiza en condiciones de

bhaia asctividad de &agua, el crecimiento de muchas
bacterias contaminantes es inhibida, por esta razndén

disminuye la necesidad de un  proceso de esterilizacidn

antensivo.

-~ Debido & gue la humedad del sustrato es bajo, el
volimen de medic por unidad de peso es bajo v

consecuentemente la actividad de las snzimas por unidad
de sustrato puede ser més alto, lo gue no aourre en

un sistemas sumergido.

- L& fase de indoculo es generalmente  innecessrio, yva
gque puedes sembrarse directamente con ssporas,
inclusive Con ssporas germinadas.  que permiten

acortar la fase de letargo (Makadai y Nasuno, 1988).

= la recuperacitn enzim&tics por extraccidn del
sustrato fermentado con  pequefas cantidades de agua,
puede gdarnos soluciones enzimaticas con altas
concentraciones.

Desventajas
- Frost v Moss (1987) harn descrito las decventajas

ascociadas a la produccidn de enzimas por &sta técnica.
-~ El proceso es limitado & los  hongos, que paechen

tolerar condiciones bajas de humedad.

~ L& medicidn de los parametros  del proceso s
dificultoso pussto gue el cultivo  es bastante

inhomogénea.

- El control de pH, la temperatura, transferenciss de
oxrigenos vy el. contenido de humedad es dificultoso.

- Fluchos de  los sustratos & @ edcepcidn el AT OE
necesitan de pre-tratamientos.

- L& centidad de esporas que se necesita  como indculo
es bastante grande.

- La adicidn de agua esteril, necesaria para mantener

la actividad de agua en &l sustrato aumenta las
posibilidades de contaminacidn, ademas de que ésta
cantidad v el momento en gue se adicionan debern ser

cuidadosamente determinados Yy controlados.
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{(Hesseltine, 1972\,

1.4. PRODUCCION DE ENZE[MAS

=) elaboraecidn de alimentos fermentados de
importancia industrial, es el resultado de una serie
e reacciones enzimdticas complejias v coordinadas
derntrc v Tusra de la célula gue interviensn en la

fermentacidn. l.ae dindustriaz aprovecha ésta propiedad
de  realizar clerltas Otransformaciones que resultan
costosas, dificiles vy reqguieren de mucho tiempo segun
lag téconiceas convencionales. {(Marza v Balathti, 1970).
Ura posibilidad que actualmente toma mayor
importancia es el uso de preparados enzimaticos en las
fermentaciones industriales por presentar wventajias con
respecto al uso de reactivos gquimicos  convencionales.
l.as enzimas localizadas dentro de la céluls,

presentan  algunas dificultades para su  extraccidn, &

cdiferencia de las enzimas estracelulares gue son
recuperadas  muay facilmente, puss éstas enzimas gue

generalmente son hidroliticas se seoretan al medio  de
cultivo, v son solubles en soluciones acuosas.

En esteos Qltimos afos  se venden anualmente en
todo el mundo 1500 tn de enzima, no obstante 1250 tn de
toda esta cantidad lo constituyen solamente 4 enzimas;

las proteasas, gluccamilasas, alfa-amilasas v glucosa-

isomerasas; el resto de otros cientos de enzimas que
s venden en todo el mundo S ose purifican hasta la
homogeneidad por 1o gue son muy caros vy o se venden
snlamente en miligramos por afico vy su aplicacidn esta
@én su uso en las investigaciones m&s o meENOS

sofisticadas. (Wiseman, 1786).

La primera gtapa en la produccion comercial de la

enzima comienza con  la seleccidn  del microorganismo
que posese  la  capacidad de produccidn  de la enzima

deseada v con buesnes  rendimientos, ademas de presentar

4

otras caracteristicas como no ser  patdoeno, Mo

il

procducir sustanclias toricas, SE estable



genéticsmente, etc. En general las cepas que producen

éxl tos rendimientos de al fa-amilase v prroteasa se
grmcuenteran comprend Ldaag dentro del Q&Enero chex
Afspergillus v Racillus (A, ogryzae. A. niger, B.

L.t mayor parte de las cepas con alta capacidad
praductora Quie actualmentiz se utilizan ern  las

industrias provienen de mutantes que han sido obtenidos

aplicando distintas téonicas de mutacidn genttica,
tales como metodos fisicos, gquimicos Y e

recombinacidn gendética.

Uria segunds etapa  consiste en escoger €] sistema
de fermertacidn adecusda, va sea sumergido, semisdlido
o sdlido. BErn cuwanto &l @ medio es  importante  tener
presernte gque la composicidn del mismo puede decidir el
eéxito del procesc. Un medio de produccidn  debe

cortener: fuentes de energis, de nitrdgeno, factores de

crecimient.o, danductore:s: v sales minerales. El balance
de estos componentes v la relacidn fuente de

carbono-nitrdgeno es fundamental en la producoidn de la

ETTIMma.
1.4.1., AISLAMIENTO DE LAS ENZIMAS PRODUCIDAS
Muchas de las enzimas producidas a  pactic de

distintos arganismos pueden tener uwuso comercial por lo

gue deben ser separados de las células que los
producen v del medio de produccidn. Existen métodos

fislcos v guimicos de extracoidn de estas enzimas.

L.os métodos fisicos son  relastiveamente violermtos v

pueden ocasionar problemas va que dafan las  propias
enzimas. La extraccidon guimica  permite la  liberacidn

muy  delicada de las enzimas, lo que necesita solamente

una suave agitacion pera disperser el agente guimico de

et accidn uwtilizado durante el proceso. Las enzimas
solubles v lose producidos extraceluwlarmente estaran
siempre mezclados con las células que las producen,

acidos rnucléicos, sales compornentes del medioy gue son
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mecesarios eliminar. Uno der los mé&todos mas comunes
e concentracidn es la precipitacidon  con muchas
variedades gue sB resumean ern e Tabla I1I. (bliseman,
1786) .

En la precipitacidn con solventes organicos, éstas
reducen la constante digléctrica del medico acuoso
disminuyendo la solubilidad dex las proteinas
permitiendo a las moléculas de proteina  interaccionar
mae facilmente entre si gue con el agua. Las moléculas
dee disolvente tambidén pueden intercambiarse con el agua
gue estd  unida & las  proteinas lo gue  provoos la

precipitacidn por deshidratacidn de  la proteina. Estos

S

tres efectos tienen  lugar probablements =18

. €

A

precipitacidn de proftedinas. l.as proteinas se
precipitan satisfactoriamente con disclventes orgénicos
siempirtz gque la temperatura permanezca por debajo  de
52C. For encima de esta tempesratura pusde tener lugar
la desnaturalizacidn de la proteins. Los disoclventes
deber  ser  misibles con 2l agua vy o deben  ser
facilmente inflamables, como por ejemplo el isopropanal
se he wtilizado pare  precipiter la amilaglucosidasa.
Taambigdn s han  wtilizado metanol, etancl, vy acetona
aungue su weso industrial es  limitado debido & gue son
inflamables v relativamente caros.

Lag enzimase se pueden precipitar vy fraccionar con
la  técnice "salado"  para lo gue se wtiliza sulfato
amdnico gque es un conpuesto  econdmico, miy soluble,
gue se enfria al disclverse v s inocuo para  la mayor

parte de enIimas.

1.4.%2. ELABORACION DEL. SIYAD CON PREPARACIONES
ENZIMATICAS.

la produccion eficiente de las enzimas de interés
especislmente las amilasas v proteas.as 28 mly
importante en la economia de la fabricacidon del siyvao
elaborado con preparaciones enzimaticas, de Asperqillus

oryzae. Generalmente la fuente de produccion la



14

constituye el salvado de trigo por constituie  un
desecho  agricola de baio costo. La figura No.l muestra
el procediemiento de lx elaborascidn del sivaoc con
preparacionss enzimaticas, & tste procedimiento
practicamente se obia la fase de

TABLA T1I
ALGUNAS FORMAS DE CONCENTRAR ENZIMAS (Wiseman, 1986)

FRECIFITALC, ABENTE ESPEC. EFECTIVIDAD  IHCOMVENIENTE.

Sales inorg. Sulfato Amdnico fluy Bueno

Cloruro Sodio Regular

Sultateo Sdédico Eueno

Aretato Céloico Regular
Pisolventes Acetona Rueno Feligro Incendio
orgénicos Etanol Eueno Feligro Incendio

Isopropanol Hueno Feligro Incendio
Folimeros Cetavldn Rueno Costo
rargados Sulfato de Pro-

tamina. Rueno Costo

Foligtilén~imina Bueno Costo

DEAE-Destranc Hegular Costo

preparacidn  del koji,fuente de enzimas, vy s@ inicia
directamente con la fermentacidn en salmiera de las

materias primas ya tratadas  (Makadsai v Nasuno, 1988).

Los valores de pH, cantidad de alcohdl, aztcares
reductores v rendimiento de nitrdgeno son superiores
mediante este procedimiento  gue con aguel elaborado
tradicionalmente. Aurigue, eeta superioridad es
relativa por  una razdn importante : Los preparados

enzimaticos usados constan de  ensimas extracelulares,
pero no sGlo éstos  se  encargen  de realizar todo el
trabajo, S han detectado algunas enTimnas
intracelulares del hongo oue cumplen roles importentes

v ogue  favorecen el aroms v sabor del  producto, es el

s
caso te  las glutaminasas v demds peptidasas. L&
presencia  del primero va  aumentar  la formacidn de
édoido glutamico v otros  aminodcidos

responsables del aroma.
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