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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 



<r 
::z: 
..... u-. ;;-.,: ..-, . ... <::"• ..... 

u .;. <r .... o, ..... . .... c.,, 

..... IE in N 01; 

:z: 

.,. .. 

� N :r..t (".f ..... ,r:. JJ: 
t, ... ; t, ... ,.I 

...... ¿ 
r.:,, 

o 
O• ,:r, 

..... Q 

"" 
.:::;. 

"' ::> 

- � 
,..., ... r- . ... 

'" 
,., 

u·, r•. 

.... .:::;. ,:::,, ,,, 

""' ..... 

"' 
o 11'.l .:;;:. ... 

:> 

u\ 
<1' 

<r 
.,,, 

...; .;::::. • -e ,u 
00 -o 

..... _, ,:::,, ... 

::> ::, ..... 

, .. 
•Yl .,_ 

u'1 ..., 
·= .. 

,...,, 
...... ;->J: ..... 

:w: 
,-. e ..... ..... 
.. �, e:,, ... O• o 

a ... 
... 
.... 

.... 

,;:: 

o 
11' 

,.o 
---.!: ..... 

,:::;. :- .. ': -e- 
o::: "' 

11\ 
....... :;?: ,. ...... &.;J"• o·· O'• ,.., 

� .. .... 
...... 

... 

c. 1:;: ,,., 

e::, 

- 
�- 

= a) 11' 
<C a) 

-� 
, .. �-- 

::> o- , .... ., :-J: c.,-. ..... 

..... .... 
,..., O• "'' <r ..... 

,_ .,,. e:,, ... 

o:r, 
,,. 

"" 
..... IS?! ..... 

o::: 
...... 

;,- ... 

- . "' sn ..... 

e::, 

'" 
se 

(.Q <:: 
s-e r- ..... ;-� 

1).o 
...... o ::-...:: r .... 

o::: 
- 

o, 

""' 
,:,:, ·.O ,: 

....... . .. 
, ....... O• ...... .., o·, f.'·I O• 

"' et) 13'! ,;s ,¡, -e:, 

� 
;¡¡; "' � 
o:: o 
4: N 

"' ....... O-· 
..... 

,, ... ,.1 ..... ;.,..:: l:P°· .. .. -e o 

..... 
"' 

........ •-O . ..... 

....... u --1 
,:,, ....... ,::::.·, _, .� .... 

""" ,:::, 
:;;:; "' ·� 

,:a <)1 

"" ...; 
o 

·- ,a: ....... 
l"'A 

u 

i: <:: 
,a: 

'"' 
"' "' ··� � ·  

.:;:- .. ;.-': 

;; .. ... o::: 
N :z ..... ·,O ... 

e, ::, ....... ,::,, r.,, �.-. 

(.Q w 
,u 

% 
o 

., .. 

� .... 11' 

u 
,,_ 

1:, ..... <r 
o:r, ce r,-., ..... ........ ;,,-· .. -: ""' 

..... �·· 
o 

"" o.: 
lfl ... 

o... 
..... ... .;·-4 ... . ..... 

·- "" E l.>.. 
,.,. .. 

·�·· 
O• ·n 

o ul ,::, 

u lll ... 
.... 

;;, . 

o 
o 

'" 
,;, 

........ ,. :-- .. -: rr- �· 
;,- u'1 

:X: 
..... 

w ,_ ... , ..... .... -� �- in 
"" .... o:,, ,O 

""' 
.. ,(J º' o . ... 

,u 

"' l.J.j "O 

et) 

<t: ... ...,, N .- .. -: .,:, ..... ': 

<t: c.n 

..... <t: t,"':, .... 

"" 
..... ... � . «: 

"" 
o::: -; 

,:::,·, o:,, 1:J, 

··- <l: <::> e:, 

.... � 
c.n 
<C 
z 

;,--.': ..... � .. ;·.J: 

....... o "'1' 
..:: ·.O 

....... ..,.. ..... 

-· -· 
..... 

o O• 

"" 
ó• 

o::: 
o.. 

.. 
• C· 

-- :X:: u•, 
.... J: ..... :;- .. ': t·":• •• 

.... 

e:, 

-· 
o o <.:> 

;"lt t..!:i 1:r.:: <t: 

c..:. .. � L.U :;.- . 

<t: et: .... -�·"' 
�- ..- 

f.5 
a: 
en 



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 



constituye e l  

14 

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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