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UBJETIVO

EXl principal objetivo que se pretendid alcanzar con
este trabajo, en el cual se trataron exclusivamente el ==
40. estdémago de ternero {cuajo), que en este caso en par-
ticular fueron de chivos lactantes., Fué proporcionar un
panorama general sobre uno de los métodos por los cuales
se pueds obtener el mayor rendimiento posible de esta en=
zime renina, ya que desde hace mucho tiempo en la indus=-

tria lechsra se ha usado con el ffn de cuajar la leche,

Adenss se hace referencia a las pruebas bacterioldgi
cas que se deben efsctuar con el objeto de proporcionar -
un producto libre de microorganismos patdgenos al hombre.
As{ como uno de los métodos de purificacién para separar

a las enzimes que se encuentran unidas a la rentina,
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INTRODUCCION

Uno de los alimentos nutritivos altamente estimados -
por el hombre es el queso. El mé€rito nutritivo de este co

mestible es atribufdo a la concentracidn de protefnas y --

grasae de la leche asf como de vitaminas, mincrales y otros
nutrientes, Aunque el queso en general se puede clasificar
en 18 variedades bdsicas, hay tal vez mil diferentes cuesos

facilmente distinguidos por paladares sotisficados,.

El queso probablemente derivd del proceso natural de -
leche fermentade. Este proceso, se inicid por la fermenta-
cidn de la lactosa a dcido ldctico por microorganismos naty
ralss. El1 pH bajo del dcido ldctico es suficiente para la
coagulacién de la casefna. Al originarse el uso de extrac=-
tos vegstales, microbianos y animales se ha facilitado mds

la prdctice y directemente la coagulacidén de la leche.

Las reninas microbianas, sobre las otras son relativa
mente recientes innovaciones., El primer registro de refe--
rencias de potencial de renina microbiana son por Conn y Go

rini en 1892,

La enzime comercial mds comin, usada en todo el mundo
88 derivd del cuarto estdmago de terneros lactantes. Se re
firid generalmente como extracto de renina. La cantidad de

renina agregada a la leche para la coagulacidn puede variar
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con el tipo de queso producido. Por ejemplo en los Estados
Unidos de 2 a 4 onzas de renina son afiadidas a 1000 libras

de leche para producir alrededor de 100 libras de queso Chs
ddar mientras cue 1/30 de una onza suele ser usado para re-

guesdn,

En 1970, sobre 2.2 billones de libres de queso fueron
consumidos en Estados Unidos. Mientras que fuera es mayor

el consumo,

La renina de ternero se toma como estédndar en la indus
tria para medir los otros coagulantes, Sin embargo tomando
en consideracidn el hecho de que en el mundo es diffcil con
seguir en grandes cantidades estémagos de terneros por razg
nes que se utilizan directamente como alimentos, ya que en

los animalea adultos se encuentra la renina en muy poce cah
tidad unida a ls pepsina. El precio de la enzima en los =

Estados Unidos se ha incrementado alrededor del triple due=

rante la pasada década.

El problema que se presenta en estes extracciones es =
de origen microbiano, es decir puede haber en el producto =
final la presencia de microorganismos patéfgenos para sl hom
bre comno sons Estreptococos, Estafilococos, Scherichia col{,

etce

Si agregamos a todo esto que numerosas personas en to=



do el mundo son opuestas a el uso de cicrtas secrecicnes de
los animales ya sea por su religidn, dicta, etc. Todos es-
tos factores han contribuido a buscar extractos de renina -

wicrobiana o de origen vegetal,
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RENINA, CONSIDEhACIUNES GENERALES

A. NATURALEZA QUINICA DE LAS ENZINAS.

Existen numerosas razones para afirmar que las enzimas

son protefnes. Las mds importantes son las siguientess

8) El andlisis de las enzimas obtenidas en forma mds =

puras, cristalizada, demusstra que son protefnas.

b) Las enzimes son inactivadas a sltas temp:raturas Vs
en general, la cindtica de la desnaturalizacién térmica de
las enzimas da resultados muy parecidos a los de la desnaty
relizacidn ¥érmica de las protefnas; por ejemplo, el Qg de
la mayorfe de las reacciones cuimicas es de 2 a 3, ¥y, en el
caso de_las enzimas, 8 tempersturas elevadas, alrededor de
50 a 70° C.y la activided neta aumenta varios cientos, como
sucede con la velocidad de la desnaturalizacidn térmica de

las protefnas.

c) En su composicidn en términos de los elementos y =--
8us proporciones en la molécula, enzimas y protefnas muese=
tran proporciones semejantes de carbén, hidrﬁgeno, oxigeno,

nitrdgeno, sulfuro y fésforo.

d) Las enzimas son activadas en una zona muy restringi
da de pH y presentan un punto Sptimo de pH donde su activie

dad es mayor. En esto recuerdan a las proteinas cue tienen
*un punto isoeldctrico determinado. Las protefnas, en su --
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punto isoeldctrico, muestran propiedades parecidas desde el
punto de vista de viscosidad, solubilidad, difusidn, etc,.,
que resultan del todo similares a las propiedades de este -

tipo que muestran las enzimas,.

e) Todos los agentes que desnaturalizan a las protef--
nas también destruyen o inactivan a las enzimas, ya sea el
calor, los dcidos fuertes, o los metales pcsados que pueden

combinarse con ellas,

f) Los problemas de solubilidad y de precipitacién son
comunes a las proteinas y las enzimas; en general, son solu
bles en agua o0 soluciones salinas, insolubles en alcohol, =
precipitan con detérminadas concentraciones de sales neu= =«

tras, etc.
B. DEFINICIONES.

La renina (quimosina) es una enzima coagulante de la =
leche gque se halla en el jugo gdstrico. Es el constituyene
te activo, mds importante del cuajo, un preparado del tejie
do glanduler del cuarto estémago de los terneros lactantes,
utilizado en la fabricacidén de gqueso Yy para eslgunas prepara
ciones de budines. Hubo una &poca en la cual la existencia
de la renina como una enzima, distinta de la pepsina estuveo
en discusién dado que ésta, lo mismo que otras protefnas, =

también coagulan la lechs. No obstante, se han logrado ais



lar tanto pepsina como renina, la Ultima en forma cristali=-
na, Se ha demostrado que le renina cristalina posee activi
dad proteclftica, siendo su pH de actividad dptima menos &=

cido que el de la pepsina sotre el misno substrato.

Es importante distinguir entre la enziasa renina (re- =
nnin) y la renina (rennet) en polvo o extracto cue son pro-
ducidos de los estdmagos de terneros, corderos o cabras jé-
venes, NoOtese que la renina (rennin) es una enzime deriva=-
de del rifidn y es asociada con hipartensién.‘ La renina es
el esgente proteolftico de la coagilacidn de la leche encon-
trada en la renina (rennet), perc otras enzimas pueden es-=

ter presentes en los extractos comerciales crudos,

Le enzima renina contiene considerables cantidades de
pepsina si los estdmagos de terneros viejos o de vacas son
incluidos con los estdmagos de terneros lactantes. La pep-

sina bovine ha sido descrita coso renina de bovino adulto.

C. MECANISMO SOBRE LA COAGULACION DE LA LiCHE.

El queso es producido en todo el m.ndo de leches de =
una gran variedad de animales, por ejemplos: bufalos, came-
llos, cabras, llamas, ovejas, etc. #Por supuesto, la propor
cién preponderante de cueso producido sobre una escala cO==-

mercial derive de leche de vaca.
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Lz coagulacidn de la leche por la renina ha sido inves
tigada extensivamente, e hipdtesis propuestas para explicar
este fendmeno. El mecanismo de la reaccidn presenta uno de
los mds interesantes problemas de la quimica enzimdtica de

los alimentos.

Los materiales nitrogenados en la leche de vaca sons
78 % de ceseinz, 5.1 # de @#-lactocalbumina, 8,5 ¥ de B-lactg
globulina, 1,7 % de peptona y 5 ¥ de substanclas derivadas

no proteicas.

En la prdctice, la renina es agregada a la leche para
caucar la precipitecidn de la ceseina y consecuente forma=-
cidn de la cuajada. La cuejada es tratada para producir un
cueso cuyo tipo estd determinado por la naturaleza del pro-

cecdimiento empleado.

Estd demostrado cue la renina actda como una proteasa,
que rompe las cadenas del péptido de la casefna produciendo
la coagulacidn de la leche., La cufmica de la caseina es ==
muy compleja. Serd considerada brevemente puesto que la rg
nina parece actuar solamente en una fraccidn particular de
la caseina. La casefna estd presente en la leche fresca o
en la espuma en micelios de 400 - 2800 i de didmetro, que

estdn en equilibrio con la casefna soluble. Si la leche es

dilufda o son adicionados fosfatos o iones oxalato, el equi
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librio es cambiado hacia la casefna solutle; =i los iones -
calcio son afladidos, el equilibrio es camtiado hacia casef~

na miceliar.

La renina es creada para atacar la accidn de la k-ca--
sefna liberando 1.8 grupos dcidos por pesoc molecular de - -
100,000, Un glicopéptido de peso molecular 8 000 fué tam--
bién liberado, comprendiendo 72% de péptidos y 28% de carbo
hidratos.

La enzime hidroliza la k-caseina en p-k-casefna, la ==
cual precipita en la presencia de iones calcio. El1 trans--
porte de calcio o la adicidn de citrato o fosfato tan prace
ticado enile produccién de leche evaporada disminuye la ten

dencia hacia la coagulacidn.

En general hay dos fases distintas durante las coagula=-
cién, les cuales pueden ser reacciones enzimgticas y no en-
zindtices. Lacs dos reacciones pueden actualmente separarse,
8i la renina actla sobre soluciones de casefnato de sodio a
una relatividad de valores altos de pH, o muy bajos niveles
de calcio. Tambidn pueden separarse las dos reacciones ile
vando a cabo la hidrélisis enzimdtica a temperaturas muy ba

Jas porque la reaccién de precipitacidn secundaria ocurre

solamente a temperaturas altas,

Aunque la leche no coagulerd con la adicién de la reni
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‘na bajo ninguna de estas condiciones.

Esto indica que el proceso de coagulacidn de la casef-
na puede ser separado en dos pasos. En el primer paso, la
caseina es convertida enzimgfticeamente sn p-caseina por la =
accidn de la renina (fase primaria) y en el segundo paso la
p-caseina es coagulada no enzimdticamente por'ealentamiento

2+

en presencia de iones Ca (fase secundaria),

k-caseina RENINA ’ p~k-caseina insoluble + llacro--
Ca (cuajo) péptido

La teoria cowin sostiene que la k-casefna actda como .-
un coloide protectbr, estabilizando el micelio de la casef-
na, cuya hidrélisis permite la precipitacidn de todas las =

fracciones de la caseina si los iones Caz* estdn pressntes.

Le k-casefna con un peso molecular menor de 30 000 es
una fosfoproteina conteniendo aproximadamente 6-10% de car-

bohidratos (galactosa, galactosamina, dcido sidlico), Es~-
tos no precipitan en la presencia de iones calcio, La ac--
cidn de la reninea resulta de la formacidn de una glicopro-=-
teina conteniendo de 20-30% de carbohidratos y p=k=casefna.
La glicoprotefna representa menos del 80% del componente so
luble. La p-k~casefna precipita y deja precipiter a las =-

otras fracciones de casefns.

La naturaleza de la unidn entre la glicoprotefna y la
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-p=k=casefna no ha sido deteriiinada con certeza., fuede es--
tar unido a un ester o un plptido, en otro caso esta unidn

es rota especificamente por la accidn de la renina.

En la tabla se muestra el efecto de la reaccidn del --
amino libre, carboxilo libre, o grupos SH de la casefna con
varios reactivos sobre la coagulacidn del substrato o en --

proteolisis por la renina.

La coegulacidn estd indicada por un aumento en la den-
sidad dptica de la solucidn de casefna; la proteolisis estd
expresada como la cantidad de tirosina formada. La desfos=-
forilacidn de ls casefna anula la coagulacidn pero no afec-
ta la proteolisis., Hill encontrd cue la oxidacién de los -
residuos metionilo de la k-casefna no tiene efecto en la ac
cidn de la renina pero gue a la oxidacidn de los residuos -
histidilo o triptofanilo la renina-sensible rodea el enlace
de la k-casefna para participer en la divisidn por la reni-
na. Se fracciond la k-casefna en un precipita.o y una frac
cidn sobrenadante despuds de la reduccidn con borohidruro =
de litio. Encontraron la composicidn quinica del precipita
do y del sobrenadante que es del todo scawejante a la p-k-ca
sefna y glicoprotefna, respectivamente, y cue ambos el pre-
cipitado y la p-k-casefna tienen 2l mismo aminodcido carboe

xilo terminal, fenilalanina,

‘TABLA. Efecto de la modificacidn de la casefna sobre la ==
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actividad de la coagulacidn y la actividad de la -=

pecptidasa de la renina,

SUBSTRATO ACTIVIDAD DE ACTIVIDAD DE LA
COAGULACION PLPTIDASA
(Aumento en den- (Tirosina forma-
sidad dptica). da).
Casseina 0,33 34
N-acetil casefna 0 29
Hidroximetil casefna 0 19
Dinitrofenil cassfna 0 5
Carbamil casefna 0.05 ’ 29
Acetil caseina . 0.024 6
p-~mercuro benzoato S=ca
sefna., 0.318 34
Defosforilado caseina 0 33
Reducida =-casefna 0.335 -

Refosforilado defosfo-ca
sefna. 0.260 -

De estas observacionses se sspecularon cue en valores -
neutros de pH la hidrélisis de la k-casefna sucede en el en
lace sensible especi{fico de la k-caseifna. Puestg qgus la rg
nina pierde mds su actividad en un pH neutro, estd hidrdli-

sis no puede ser atribuida 2 la accidn especifica de la re-

nina pero si de ls estructura especifica de la ke-casefna.

Esta especulacidn es sostenida por la observacidn de gue la
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" coagulacién de la leche puede ser llevaca a cabo no solamen

te por la renina, sino también por la pepsina, tripsina y =

quimotripsina, las dos Ultimas enzimas actdan POr un meca--

nismo diferente de la renina,

1) COAGULACION DE LA LECHE DE VACA POR LA RLCNINA,

Existen variaciones entre las leches de las vacas que
pueden ser debidas a factores tales comot concentracidn de
iones Caz+ 6 pH de la leche, cue afecta la fase de coagula=
cién, o a la cantidad y composicidn de la kecasefna, cue =~

puade afectar la primera fase de la accidn de la renina.

La fase primaria puede ser estudiada convenientemente
por la siguiente liberacidn de glicopéptidos en forma de k-
casefna como fué determinada por el aumento en el nitrdgeno
soluble en el 12% (m/v) de dcico tricloroscético filtrado -
de la leche después de la adicidn de la cnzima, Usando las
muestras de las leches de las vacas que estuvieron en perig
do de lactancia y libres de infecciones bactcrianas de la =~
ubre, se aobservd que el tiempo de coagulacidn de la lechs -
disminuyd con un aumento inicial del porcentaje de la fase
primaria que es un facto; critico en diferentes determina--
ciones en el tiempo de coagulacidn. Ademds, se observd gque
el porcentaje inicial de liberacidn de glicopéptidos aumen-

td con la centidad de glicopdptidos liberados por la renina,
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Es posible que en las concentracionss usadas, la enzis<
ma puede estar presents en exceso; asi que el porcentaje --
inicial de liberacidn son determinados por las concentracio
nes del substrato. Sin smbargo esta explicacidn es impro=-
pia porque cuando la concentracién de la renina es variada
hay un cambio correspondiente en el porcentaje inicial de -
liberacidn de los glicopéptidos y en el tiempo de coagulae=-

cién de la leche,

Ha sido postulado que la k-casefna micelar estabiliza
los micelios de la caseina y que el suer0 O renina-accesie—
ble de la k-casefna es responsable de la coagulacién de 1a
leche, Cuando el suero de la k-casefna es hidrolizedo, la
p-k-caseina insoluble queda bien ligada a la superficie de
varios micelios y asi se une a 8llos a la vez formando una

cuajada.

La cantidad de suero de la k-casefna puede estar direc
tamente relacionado con la sficiencia de la coagulacidn, ==
Asumiendo que el total de glicopdptidos libsrados por la ac
cidén de la renina puede ser usado comp una medida de la can
tided de suero de la k=casefina en la leche, entonces sl re-

sultado estd en completo acuerdoc con las ideas presentadss,

2) CINETICA DE LA FASL PRINARIA DE LA ACCION DE LA
RENINA SOSRE LA LECHE ENTERA.
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La cindtice de la fase primaria de la accién de la re-

nina sobre la leche entera.

Una forma integrada de la Ecuacidn dec llichaelis~iienten
fud usada para calcular velores para Km y V de los resulta-
dos obtenidos. Los valores de leches de diferentes vacas -
varié de 6.70 x 10°% & 5.42 X 1075 W pars km y de 7.01 x -
1071 & 4.52'x 10710 nol de glicopdptido . s~ .11, yg~l

de renine o 171 de leche para V,

Hay una relacién lineal entre la velocidad inicial de
liberacidn de glicopéptidos y la concentracidn de la enzjee
Ra, la cual varid entre leches. La constante de proporcio-
nalidad fué usada como un cdlculo aproximado de la actiyie--
dad espac{fica y los valores cbtenidos fueron entre 0.60 y

1.15 mg de N. min~l gt . ug'1 de renina. m1~% ge leche,

Obsurvando estos resultedos se sugiere cue hay un cam-
bio en la afinided de la enzima para el substrato de la k-
casefna entre diferentes nuestras de leches, Esto puede ==
ser debido al medio ambitnte idnico de la leche, la canti-~
dad de k-casefna en le leche, cue puede determinar el tana=-
flo de los micelios de la casefna, o la composicidn de la ke
ceseinz. Les veriaciones en la composicidn de 1a k=caseina
son debidas en gran partc a2 diferencias en los carbohidra--

tos unidos a ellos,
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Recientemente Sinkinson & Wheclock han mostrado que la
cantidad de dcido Ne-acetil neuramfnico / d-galactosa estd
en relacidn molar con el aumento de glicopéptidos cue estdn
siendo liberados por la accidn de la renina. Este descubri
micnto sugiere cue los glicopéptidos con poca cantidad de -
gcido n-acetil neursafnico soniliberados en un porcentaje
mds rdpido que los que tienen mayor cantidad. Por lo tanto
los pardmetros de la cinética para la liberacidn de cada ==
glicopéptido puede ser parcialmente determinado por los car
bohicratos cue estdn ligados a ellos. Para una muestra de
leche, los valores de Km y V podrfa ser por lo tanto un va~-
lor promedio determinado por las proporciones relativas de
diferentes k-caseinas presentss. Como las proporciones vae
rian entre leches, entonces habrfa cambios correspondientes
en Km y V. La actividad especifica podria scr determinada
por la composicidn de la k-casefna cue es atacada iniciale-

mente,

3) FASE PRIWARIA DE LA ACCION DE LR RENINR SOERE LA
LECHE ENTLRA,

La coagulacidn de la leche por la enzima renina es con
siderado como un proceso de dos perfodos. Durante la prime
ra fese la k-caseina es hidrolizada por la enzima y enton--
ces con la presencia de Ca2’ los micelios de la casefna son
precipitados. Cuando la k-caseina se hidroliza los pfpti=a

dos y los glicopéptidos son literados, Estos glicopéptidos
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‘contienen casi todos los azdcares ligados a la k-caseine Y
son solubles en 12% (n/v) de dcido triclorocacético. Se es
pero por lo menos que los péptidos podrian estar prescntes
en el 12% de dcido triclorcacético filtrado de la leche en
tere despuds de la accidn de la renina. El aunento de ni=
trégeno en sl 12% (m/v) de dcido triclorcacético filtrado

he sido usado como un método de estucio de la fase primg=-
ria de la accién de la renine en la leche entera. En una

tentativa para comprobar este acercamiento se han investi-
gado los carbohidratos gue estdn unidos a estos glicopépti

dos.

A la fecha, se han identificado el dcico n-acetil neu-

ramfnico, d-galactosa y 2 aceta.ida~ 2 deoxi-d-galactosa so

bre los glicopéptidos. Estos aziiares son 1os mismoc cue «
los identificados en la k-cascfna y por primecra vez demose-
traron que el 2-amino~2 deoxi-d-galactosa estd presznte co-
mo el derivado n-ecetil. Otros azdcares parecen estar pre-
sentes en cantidades pecueflas, pero todavia no han sicdo je-

dentificados,

Como los azlcares son liberados de le mismo proporcidn

como el nitrdgeno, los resultados confirman cue la fase pri
maria en la leche entera consiste por lo menos de la divi-

sidn de la k-casefne con la literacidn de glicopértidos so=-

lubles en 12% de dcido tricloroacético.
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D. ANALISIS

l. COAGULACION DE LA LECHE.

No hay un estdndar universalmente aceptado en los proe

cedimientos de andlisis para la determinacidn de la poten-~

cia de le renine en la coagulacidén de la leche. Existen di
ferentes métodos. Pero hay considerables variaciones entre
las técnicas analizadas. For ejemplo, la leche puede ser -
entera o desnstada, cruda o pasteurizada, reconstituida, se
ca entera o leche en polvo no grasienta, etc. Si es usada

la dltima, el método de secado de la leche constituye otra

variacidn. For supuesto los constituyentes de la leche pue
den variar con el lugar, la estacidén § ambos. Los andlisis
de la coagulacidn de la leche varfan en el uso ( o no uso )
de buffers y cofactores (calcio), tamti€n en el PH, tempera
ture, mezcle de técnicas, determinaciones finales y concen=-
tracidn de ingredientes. En los andlisis comparetivos se =
encontrd que la variacidn de algunos pardmetros son bastan-
te extensos. Por ejemplo, la variacidn de tenperatura de =

30 a 45° ¢, y pH desde 5.0 a €.7.

En los andlisis de renina animal, el porcentaje de coa
gulacidn de la leche el tiempo es inversamente proporcional
a la concentracidn de la enzime. En los andlisis de substi
tutos de renina aninal, el tiempo de coagulecidén de la le=--

che podrd caer dentro de la variacidn en el cual es propor~
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cional e el recfproco de la concentracién de la enzima. Es
bastante dificil, comparar las potencias. En estos andli--
sis la renina animal o renina generelmente es empleada como

un estdndar control.

2. PROTEASA,

La falte de un estdndar tamtién aplicados a el de las

proteasas. La Unidn Internacional de Bioquimica ha intenta
do definir une unidad estdndar de la activided de la enzi--
#sa. Pero persmetros como pH, aditivos, substratos, etc. -~
obviamente no pueden ser uniformemente especificos para to-
das las enzimas. Es conocido que muchas, si no la may.ria

" de las enzimes proteolfticas coagulan la leche. De hecho =
la coagulacidn de la lsche puede ser usada como un anglie-
s8is de la sctividad proteolftica. Lz renina animal posee =-
una de las mds eltas, si no la mds alta, y es el estdndar -

para substitutos potenciales.

Los substratos pueden ser cascina, la cadena B ds la -
insulina, hemoglotina, péptidos sint{ticos, etc. As{ como
los pardmetros usualess pH, tenperatura, tieiwpo de reac- =
cidn, etc.,, también varfan. En el andlisis cuantitativo =
tfpico, la enzima y sl substrato reaccionan y el substrato
no digerido es precipitado con dcido tricloroacético. E1
filtrado clero, o sotrenadante, es recobrado y la litera--

cidn de aminodcidos aromdticos midiendo la absorbancia a =
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280 nw. El grado de absorbancia es un indice de la activi-

dad de la enzina.

3« LIPASA,

Un componente contaninante el cual puede acompafiar a =
la renine es la enzime lipasa., Esta enzima generalmente es
td presente en cantidedes pecusfias. Sin enbargo, los subs=
titutos potenciales de renina serian probados, puesto que -
la actividad excesiva de la lipasa puede llevar un sabor in
deseable (rancidez) en el desarrollec del queso. Por otra -
parte, ciertos niveles de actividad de la lipasa puede con-
tribuir convenientemente al sator o igual puede ayudar a ae

celerar la meduracidn del queso,



Ive RENINA ANIMAL,
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RENINA ANIGAL

A. RENINA DE TERNERO.

La renine estd formada del precursor inactivo prorreni
hpa. Es convertida a renina a través de la hidrélisis par-~
cial como lo indica la reduccidn del peso moleculsr de = -
36,000 2 31,000, El proceso de la activacidn de prorrenina
es afectado por el pH y por la concentracidn de sal., L8 =~
conversidn de prorrenina a renine ocurre a un pH abajo de =
5.0, es activada principalmcnte por autocatélisis, pero a =
PH 2, donde el proceso es muy rdpido. Estd haciéndose pa--
tente que la activecidn de proenzinas casi siempre signifi-
ca que se sepzra de la molécula una fraccidn peptfdica inhi
bidora o blogueadora. En este casc no se ha observado que
el péptido formado inhiba la actividad de la renina en la =
coagulacidén de la leche, como se observd con la activacidn

de la pepsina,

PRORRENINA H* > RENINA

La prorrenina es estable a pH de 5,3 a 9.0. La renina
en solucidn es mds estable a pH de 5.3 a 6.3, y es exacta--
mente estable a pH 2. En el pH intermedio de 3.5 a 4.5, =--
pierde actividad por la misma digestidn. La activided de -
la leche coagulade desaparece rdpidamente a pH neutro y al=

calino,
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No hay duda que la renina Yy le pepsina ( especialmente
la renine bavina) se parecen, pero solamente de un wodo ge=
neral; por ejemplo, ambas enzimasgs a) provienen de los zimg
genos, b) son proteasas del gcido gdstrico, c) actdan seme-
Jante sobre la cadena del péptido de 1a k-casefna, d) tige=-
hen peso molecular aproxinado, e) tienen semejante especifi
caciones proteolitices sotre la cadena P de 1a insulina oxji

dada, y ) tienen alte proporcidn de actividad de coagula--

cién de 1la leche, aunque la renina es claram.nte mds alta,

Scheander et al, determiné la composicidn de aminodci-
dos de renine cristalina, sllos llevaron a cabo un ndmero -
de investigaciones electrofordticas sébre papel filtro, con
cluyendo que 8l punto isoeléctrico se coloca alrededor de =~
PH 4.5. El peso molecular fué encontrado s.r de 30 000 g =
40 000, 8l coeficiente de dilucidn el cval dependid de la -
concentracidn siendo 9.5 x 1087 sc, cm./sec sobre extrapola

cién & dilucidn infinita.

La composicidn de aminodciios es cono sigues alal3, -
argg  espy;, 1/2 cysg, gluzg, ileuls, leulg, lysa, met,, -
pheld, ptolz, ser,., thrla, try15 y valzl.

B. SECUENCIA COLPLETA DE LOS AiINGACIDOS DE LA PROC UImOSINA

SULARIO,

La secuencia total de 365 residuos de aminodcidos 88 =
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presentada. El alineamiento con la secuencia de los aminod
cidos de pepsindgeno porcino muestra cus 204 residuos de --

aminodcidos son comdn para los dos zimdgenos. Ademds la --

couparacién y alinzamiento con la secuencia de aminodcidos
de penicilopepsina muestra cue 66 residuos son localizados
en posiciones iguales en las tres proteasas. Las tres enzi
mas corresponden a un grupo de proteasas con ﬁos residuos -
de aspartato en el centro activo. Este grupo forma una fa=

milia derivada de un antepasado comin,

LUIMOSINA. Es la mayor enzima proteolftica en el estdmago
de ternero., Como la pepsina, la ouimosina corresponde a un
grupo de proteasas.dcides en las cuales los dos residuos de

aspartato participan en el mecanismo catalftico.

La ruimosina se secretd como un precursor insctivo la
proquimosina, constanto de una s0la cadena peptfdica con ==
365 residuos de aminodcidos. E1 zimdgeno es irreversible-e
mente convertido en enzime activa por proteolisis limitada
durante el cual un total de 42 residuos de eminoscidos saon

liberedos de la parte amino terminal de la cadena pept{dica,

La proguimosina contiene seis mitades de residucs de -

cistina formando tres puentes disulfura. Investigaciones -
sobre la estructura primarie empezd con la determinacidn de
le secuencie de aminodcidos alrededor de los puentes disul-

furo.
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Esta comunicacidén presenta la secuencia compl:zte de a=
minodcidos de proguimosina B. Se mastrd cue este zimdgeno

es altamente homdlogo al pepsindyeno porcino A.

METGDO,.

La proquimosina y la quimosina usadas en estas investi

gaciones fueron preparadas en el laboratorio.

La secuencis fué obtenida despuds de una seris de expe
rimentos llevados e cabo en paralelo. En la mayorfa de los
casos los primeros passos fueron desunidn enzimdtica con = =
tripsina o desunidn qufmica con bromuro de ciandgeno. #Para
mejorar la solubilidad de la recopilacidn y para reducir el
nlmero de fragmentos, se usaron pr:paraciones de naleylated
6 citraconylated para las digestiones con tripsina. Las di
gestiones fueron llevadas a cabo a 12° (pH 8, por 15=30 mi
nutos). Despuds de este tratamiznto scn purificados por ==
filtracidn con gel sobre Sephadex G-100 en 0,05 i NH 4HCO,
a pH B8, con 8 M de urea, Despuds la desunidn de cuimosina
con bromuro de ciandgeno los fraguentos son purificados por
filtracidn con gsl sobre Sephadex G-100 en 25% de dcido acg
tico. El mejor resultado fué ottenido si la desunidn es ==
llevada a cabo sobre enzimat con puentes disulfuro intac= =

tos,

. RESULTADOS.
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La FIG. I muestra en forma escuemdtica la localiza=- =
cidn relativa de los fraguentos ottenidos despuds de la des
unidén con browuro de ciandgeno o digestidn triptica. La se

cuencia final de la proguimosina es presentada en la FIG. 2

La meyorfa de la estructcra de los residuos de aminod-
cicos han sido identificados en dos o mds péptidos indepen-
dientes. Algunas exc.pciones son los residuos desde el no.
230 al no, 250. Debido al cardcter apolar de esta regién -

los péptidos han sido dificil de aisler.

81 se suman los pesos moleculares de todos los resi- =

duos en proquimosina y quimosina, son encontredos los pesas
moleculares de 40,777 y 35,652. Estos son mds altos que =--
los pesos moleculares publicedos enteriormente; pero si las
composiciones originales de los aminodcidos son recalcula~=
das sobre las bases de los pesos moleculares encontradaos ==
por determinacidn de la secuencia, hay un acuerdc satisface

torio. (TABLA I).

DISCUSION.

La quimosina cristelina es dividida en tres componen--
tes diferentes por cromatografia en columna DEAE ~celulosa.
De estos, el componente designado quinosina T es en parte =
enzima autolizeda, mientras que existen diferentes zimdége--

.nos pura cuimosinas A y B. La proquinosina B es le mds - -
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abundente de las dos, y todos los residuos han sico identi-

ficados en esta protefna., Los fragmentos obtenidos por di-
gestidn triptica y por desunidn por brom.ro de ciandgenoc de

quimosina A separados por filtracidén en gel es una forma in

distinguible pare los fragmentos de quimosina B, Ademds, =
los fregmentos individuales de quimosina A y B tienen compg
sicién muy semejante de aminodcidos. Un total de 119 resi-
duos han sido identificados en la quimosina A, y entre es--
tos se han encontrado solamente uno que es ciferente de los
residuos correspondientes en cuimocsine B; en posicidn no, -
290. 12 quimosina A tiene dcido aspartico, mientras que la =
quimosine B tiene glicina. Alli pueden estar mds diferen--
cias, p.ro se puede concluir que las dos estructuras son =

muy semsjantes.

Sin embargo la diferencia nds importante destaca de la
comparacién de la estructura primaria con las estructuras -
primarias de les diferentes enzimes relecionadas. En la ==
Fige 2 ee indican residuos que son comin para la proquinosi
na B bovina, pepsindgeno porcino A, y penicilopepsina. De
las 373 posiciones para los residuos de eminodZcidos en los
dos zimdgenos gdstricos, 204 son ocupesdos por residuos comy

nes, En quimosina B, 24 de 28 son glicirmas, 1?2 de 15 son =

prolinas, y los tres puentes disulfuro son locazlizados en =

las mismas posiciones cue en la pepcina A.
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F1G. I. Presentacidn diagramdtica de los fragmentos de quimog
sina obtenida por descomnposicidn con Rromuro de ciandgeno -
(C8) y por digestidn triptica ce quimosina con grupos amino
modificados (Th). E1 residuo no. 187 es metionina, Fué re-
cuperado como homoserina daspuds de la descouposicidn con --
(C8) psro no es formado como un fragmento separado. E1 NH, -
terwinal de los fragmento§wson mostrados. Todos los fragmen
tos €B excepto CB (314-373) tiensn homoserina COOH-terminal;
Todos los fragmentos Tii excepto Tl (363 =372) tienen arginie-
na CO0H ~terwminal,
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TABLA I. Composicionss de aminodcidos de proguimosina B y =
quimosina B .

Proquimosine B* Quimosina M
AAA Sec. AAA Sec.
fisx 37.6 37 34.8 36
Thr 23.0 24 21.4 23
Ser 34.4 35 31.0 31
Glx 40,9 39 33.6 33
Pro 15,7 16 14,0 15
6ly 32.1 32 28.4 28
Hla 16,9 17 14,9 15
I/2¢ys 5.7 6 5.7 6
Val 25.7 26 24,3 26
llet 7.6 8 7.7 8
Ile 21.4 22 17.6 19
Leu 28.8 29 21,5 23
Tyr 20.7 22 17.9 19
Phe 18.6 19 16.0 17
His 5.6 6 4,8 5
Lys 14.6 15 9.4
Arg 7.9 8 5.6 6
Trp 4,6 4 4,8 4
Amide 38.3 39 35.6 36

® Comparacidn entre andlisis de aminodcidos (RAAA) y composie
ciones determinedas de las secu.ncies (SEC.)

¢t Peso Nioleculars 40,777,
% Peso Molecular: 35,652,
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F1G. 2. L& secuencie eminodcida de la proquimosina. =
Rera facilitar la comparacidn con el pepsindgenc porcino A,

los pasos son marcedes y enumersdos., E1 NH2 terminal de ~-

una quimosine activa es gly46. Los puentes disulfuro unen
Cysg, ¥ Cysge, Cys,c, ¥ CyS,g, ¥ CySs,ge Los rasiduos en
une determinada fese es comin peres les enzimas gdstricas y

9l penicilopepsina,




Ve UTILIDAD COMERCIAL DE LAS ENZINAS.
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UTILIDAD COWLRCIAL DE LAS EM-INFS

Ya ha sido hecha la referencia para el  control de los
cambios indeseables en los zlimentos producicos por la acti
vidad de la enzima, Sin embargo, en procesos tales como el
cocimiento, fabricecién de dulces y tenderizacidn de la car
ne, las enzimas pueden ser una ventaje como parte de le ope
racidn., Las énzimas incustriales son por lo general obteni
das como concentrados parcialmente purificados de plantes,
tejidos animelas y da microorganismos., De todas las enzj=-
Ras que se encuentran en las células, solo pocas comparati-
vamente son producides sobre una escals comercial para usaf
en los alimentos, piel,textiles, e industrias farmacduti- -

casS,

R) FUENTES DE ENZIWAS INDUSTRIALES.

Los microorgenismos son la mejof fuente de procduccidn
de las cnzimes industriales, ODetico a su rdpicdo crecimien=
to, el potencial para la produccidn de la enzina es virtual
mente ilimitada. Una gran centidad de tejidos de plantes =
se necesitan pare obtener un rendimiento razonzble de la ep
Zime, mientras que la produccidn de las enziuas de fuente =
animal es limiteda por la escasez decl materisl de carnice=e

ria,

1, Extraccidn.
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Los tejidos de plantas y animales son homogenizados en
agua o buffer. Los desechos insolubles son eliminados por
centrifugacidn o filtracidn, dejando el extracto crudo acuo
so. Las células microbianas son recolectadas del medio de

cultivo,

2, Andlisis de les Enzimas.

Para el andlisis de las enzimas el problema es la sepa
racidn de la enzima tue se desea de una mezcla de cientog =

de protefnas qufmica y fisicamente semejantes,

Las moléculas pecuedas pPueden ser eliminadas por dié{i
sis y por adsorcidn. Los métodos mds Gtiles incluyen preci
pitacidn con sales a diversas concentraciones & solventes,
célentamiento 0 desnaturalizacién, por pH, centrifugacién,
filtracidn por geles, electroforesis, Recientemente la cro

wmatograf{a en columna hes sido usada con gran éxito,

Por dltimo tenemos la cristalizacién que es el método
mediante el cual se tiene la enzima en forma wds pura; gene
ralmente se hace con sulfato de amonio en solucién. El es-
tado cristalino no implica homogeneidad. Pruebas exhaustie
vas ffsicaes, quinicas y bioldgicas deben todavia ser aplica

das como criterio de pureza.

3. Aditivos,
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Las enzimes son vencidas como concentrados liquidos &

sélidos, y son dilufdas a una activided estdnoar por sus--

tancias tales cowo almidén o sacarosa, €1 estabilizador =
por ejemplo, son ssles de buffer, cloruro de sodio, tenzog

to de sodio, propionato de sodic, etc., son a menuco agre=-
gados sl concentrado de la enzima pare prevenir el creci--
miento microbiano y la pérdida de la actividad de la enzi-

mea durante el almacenaje,



Vi. MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL

Cubetas de pldstico

Estufa con aire y temperatura
Molino de Carnes
Potencidmetro

Refrigerador

Agitador

Pipetas

Centr{fuga

Tubos de centrifuga

Probetas

Frascos para probar actividad
Tubos

Pipetas Seroldgicas

Cajas de Petri

Tubos Khan

Matraces Erlsnmeyer

Aze de platino

Frascos de dilucidn

Mechero, soporte, aro y tela
Balanza

Bafio Marie

Portaokbjetos

flicroscopio

Estufa

Termdmetro

Cuba Anaerdbica

Autoclave

Papel destrasa

Bomba de Vacfo

Mangueras



REACTIVOS

Agua destilada y esterilizada
Cloruro de sodio al 10% y saturado
Acido clorhidrico 18%
Bicartonato de sodio
Propionato de sodio

Jenzoato da sodio

Tierra de Diatomeas

Sabor Caraway

Color Caramelo

Propilen glicol

Medio Agar Nutritivo

Agar 110

Infusidén cerebro de corazdn

Tincidn de Grams Violeta de Genciana
Safranina
lodo Lugol

Base para gelosa sangre

ENMB agar

Brillant Green Bile

Aceite de Inmersidén

Estdmagos de Terneros
Nitrdgeno Liquido

Hielo

Sal

Leche

Acido Acftico Glacial
Acetato de sodio anhidro
Acetona

Alcohol
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ENZIMAS COMERCIALES POR EXTRACCION
{ RENINA )

Existe marcada difcrencia entre la manera de hacer = =
quesos en la antiguedad a la forma con que se hacen actuale
mente, Ahora se utiliza un extracto de un ml. de renina co
mercial por cada 1000 libras de leche para hacer un queso =
de cualquier calidad. flientras que la renira de la anti- -
guedad se reducfa a una pieza de estdémago de animal lactan-
te, ahora la renina es mejor definida como un extracto alts
wente purificado de estdmagoc de ternero, y contiene una en-

zime la renina que es un agente cozgulante de la leche.

El extracto de renina es una de las mejores preparacio
nes enzimdticas hechas sobre una escala comercial y que es
indispensable en le industria de fabricacidn de quesos.

En este reporte se tretard de la preparacidn de la renina -
por uno de ;os muchos productores de enzimas comurciales en‘
los Estados Unidos = Los Laboratorioss Paul Lewis, Inc., de

Milwaukee, Wis,

Le Industrializacidn de la Enzima Comerciale.

Le fabricacidn de enzimas vienen a llenar un hueco en-
tre toda le gran industria quimica procesadors. Esto @s ==
comparativam.nte pequefio en la industria esp.cializada invo

lucrada en la fabricacidn de enzimas para una gran variedad
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de usos comerciales, @l desarrocllo y nuevas aplicaciones de
las enzinas existentes y el encuentro de nuevos sistemas en

zimdticos que pudiseran ser aplicados en una gran escala,

En general cada ser vivo es una fdbrica de enzimas, =
La definicidn cldsica de las enzimas es aquslla que las de=-
fine como catelizadores especificos los cuales llevan a ca=
bo reacciones biogquimicas que hacen positle el proceso de -
la célula viva., En un sentido, las enzimas son moléculas -
afines a la vida o sea, ellas son destrufdas o inhibidas =
por los mismos egentes que destruyen la vida como soni ca--
lor, 4dcidos y bases. Los catalizadores naturales son alta-
mente especi{ficos en su accidn y muy difer.ntes enzimes se
requieren frecuentemente para completar una serie de reace

ciones que tienen lugar dentro de la cdlula viva,

El interds comcrcial en las enzimas es debido a4 8U ==
utilidad en muchas dreas incluyendo el procesado de alimen
tos, la industria textil, industria de pieles, fermentacio
nes, y productos farmacéuticos. Algunas enzimas son utili
zadas en artes fotogrdficas y como reactivos estndares,
La produccidn total de enzimas o cifras vendidas no estdn
disponibles, pero la industria textil ha reportado grandes
cantidades. Tanto como 1,500 000 libras al afio de enzimas

que fueron usadas para la industria textil.
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‘Procedimiento para la Fabricacidn de Enzimas.

Las fuentes mds importantes en la industria enzimdtica
proviensn de bacterias, hongos, plantas y aninales, Desde
el punto de vista de Ingenierfa las enzimas se obtienen por
dos diferentes caminos bdsicoss la extraccidn, (el objesto -
de este reports), y fermentacidn {para la extraccidn de en-

ziwas microbianas),

Las enzimas comerciales saon purificados de mezclas de
enzimas que se encuentran con otros materiales provenientes

de une preparacidn industrial sin contaminantes qufm:cos,

La axtraccidn es el método mds antiguo de la prepara--

cién de enzimas comercisles y es utilizado para la produce-

cidn de enzimas de fuentes animales y vegetales,

Laboratorios Paul =Lewis.

La firma Wisconsin fué incorporada en 1937 y, desde en
tonces, se ha concentrado en las técnicas de produccidn de
enzimes y le enzimologfa. Los productos Paul Lewis se divi
den en dos grandes grupos; industrias lecheras Y cervece=--
re., El mayor producto lacteo es el extracto de renina, --
Otros incluyen colorantes, catalasa, e inicio de cultivos,

Para las industries cerveceras Paul Lewis pr:para enzimas
proteoliticas y diastdticas para muchos Usos provenientes -
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-de talleres de prueba.

La renina es una enzima industrial tfpice en 1la prepa=
racidn por extraccidn, E1 equipo es usado para la extrace-

cién de muchas otras enzimas comos papafna y ficina.

La Renina y Extracto de Renipa,

La renina s una enzima que es inactivada por el calor,
luz ultravioleta, formaldehido, cloroformo, dicromato Yy o -
otras sustancias, E1 componente principal que coagula la =
leche 83 una enzima secretada por el 4o, estdmago de terne-
ro lactante. Su precursor inactivo es la prorrenina, la ==

cual es activada a renina por iones hidrdgeno,

Los cristales de renina pura han sido Preparados, pero
sus propiedades qufmicas y fisicas no han sido bien estudia
das. Todo lo que se sabe haste aquf es que el material pu-
ro tiene una btaja solubilidad Y que la forma cristalina y -
la actividad enzimftica son conservadas durante el secado,
La zona isoeléctrica, el intervalo de pH en el cual una en
zima exhibe su menor grado de solubilidad es PH 4.45 a 4,65,
La enzima es inactivada cuando es exp.esta a una temperatue~

ra de 50° C y pH 6.9 £ 0.1 durante 14 minutos,

Los trebajos mds recientes de renina cristelina mostra

ron que un mfnimo de 4 componentes pueden ser Separados ee-



VII. RESULTADOS.
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‘lectroforeticamente, Esto Plantea la posibilicad de cue -
wds de uno de estos componentes tienen una actividad de --
coagulacidn de la leche. Ademds el fraccionamiento lleva=

rfa un considerable aumento en la actividad especffica,

Le cantidad exacta de renina o mgs precisamente, la =
renina (rennet) que ha sido usada en la fabricacidn de que
80 @8 un probleme de discusidn. Mluy probablemente fud usa
do.ampliamente durante los dfas prebiblicos. Las enzimas
con le actividad de coagulacidn fueron observadas cuando =
la leche fué almacenada en bolsas de piel de cabra (ectual
mente en los estdmagos de cabra). Awmpliamente usados en -
aquelle ers., La leche as{ guardada coaguld después de un
corto tiempo llevdndolo asf a la observecidn en la cual el

tejido del animal puede coagular la leche,

Asf se encontrd que el queso en el pasado se empezd a
fabricar por la inmersién de los estdmagos de los animales
en le leche., Para conssrvar su abastecimiento de la leche,

estos primeros fabricentes de cueso empaparon los estémg--

gos en suero ( es la porcién 1fquide remanente después de
que la leche es coagulada), entonces se virtid la mezcla -

en la lache de los préximos dfas.

La produccidn comercial del extracto de renina comen-
zdé en Europa.hace tiempo en el siglo XIX, y en los Estados

Unidos hace unos 75 afos. faul Lewis empezd 1a fabricae -
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cién del material en 1958,

Frecuentemente, cerca de 300,000 galones del 100% de
extracto de renina domercialments estandarizado es usado =~
en los Estados Unidos. El uso mundial es calculado como =
a8l equivalente a 1,000 000 galones del extractq de renina
comercial emericana, Cerca de 1 ml. de renina es usada Pa
ra fabricar queso Cottagge, de 1000 libres de leche. Los
diferentes guesos necesitan variadas cantidades; por sjem-
plo, Cheddar usa de 3 a 3.5 onzas. Paul Lewis y otros pro
ductores fabricen cerca del 90 a 95% de toda la renina pro

ducida hoy para el consumo de los Estados Unidos.

Preparacidén de la Matecris Prima.

Los estdmagos de terneros en el restro son empacados
con grendes cantidades de sal en barriles de acero con un =
recubrimiento de polietileno o en barriles de maderm. Si -
nNo son procecados inmediatamente, los estdmagos son dejados
en estos recipientes y almacenados acerca de -30a Fe A 88=
ta beja temperatura Paul Lewis no encontrd una pércida apa-
rente de la actividad enzimdtica adn después de varios afios

de elmacenamiento,

En la preparacién del tejido perea la extraccidn, los -
estdnagos son primero lavedos con una solucidn de cloruro -

- de sodio saturado, una solucidn menos concentrada extraerfa
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prorrenina para remover la sal sdlida. Los estdmagos son -
entonces extendidos y se separs de ellos el exceso de gra=-
sa. Llos estémagos lavados y desengrasados son colgecos en
ganchos y secados en un horno con circulacidn de aire a - -

110° ¢ por 20 horas,

El control de celidad enpieza en la etapa de secedo.
Sacendo de un barril de aproximadamente 700 estdmagos, 10 -
de ellos son escogidos al azar ( hasta 20 de un nuevo pro--
veedor), y extrafdo con agua de sal, Para ser aceptable, =
el extracto de renina crude debe ser revisado en algin por-
centaje arbitrario de un estdnder purificado. E1 embarcue
es entonces claesificado sobre las bases de la actividad del

extracto,

Debido a que los estdmagos individuales varfan amplia-
mente en @l contenido de la enzima (los niveles de renina =
dependen de la dieta del ternero), ests tipo de revisidén -
pusde parecer mds bien imperfecta. Pero less comparaciones
estadfstices de estes evaluaciones preliminares con la pro-
duccidn actual producen una correlecidn estrecha. Este ex-
tracto de la wmuestrs es descartado despuds del ensayo y la
serie principal de loe estdmagos es entonces enviads a la =

etapa de extraccidn.

La Extraccidén es e)l Corazdn del Proceso.
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Antes de la extraccidn, los estdmagos son molidos en -
un molino de martillo con cuslquier pedaceria de maders o =
lana de vidrio. Lla proporcién es aproximademente acerca de
3 a 1. Hay varias razones para usar la lana de vidrio & pe
decerie de madera., Primero, los materiales sirven como so=-
portes inertes, con el ffn de ayudar a filtrar., O0Otros ti--
pos de soportes absorverian algdn materisl activo del teji-
do, mientras que la lana de vidrio o pedaceria de madera =--
absorben muy poco, Otra razdn para usar un soporte es la =-
mucina ( es une glicoproteina). Si los estdmagos fueran ex
trafdos sin un soporte insrte las caracterfsticas viscosas
de las mucinas podrfan permanecer en el flufdo extrafdo, =
Por otre parte, le amucina hace la masa de ls extraccidn tan

espesa que no puede ser agitada o centrifugada.

La mezcla molida en el molino de martillo es transpor-
tada a tanques para extraccidn de madera., Paul Lewis usd =
una serie de tangues semejantes. Cada tanque tiene una ca-
pacided de 2000 galones y guardan el equivalente de 10,000
a 15,000 estdmagos. Cerce de 10 pulgadas, dsl fondo del --
tenoue estd una rejilla de madera cubierta con pedacerfa de
madera no molida, la cual sirve como una cama. E1 tejido -
pulverizado en lana de vicrio o pedacerfa de madera es mez-

clado y puesto dentro del tancue.

Una solucién de extracto de renine obtenida de las ope
raciones previas sl lavado de renina es usada para cubrir =
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‘el contenido de los tangues. Esta cubierta del lavado tie-
ne una concentracién de sal de aproximadamente 102 y un pH
de 5,95 a 6.05. La extraccidn a contracorriente 68 Bmpezae
da y continuada por dos dfas si le concentracidn de sal es-
td en su Sptimo (10%). Le extraccidn toma mds tienpo si la

concentracién de cloruro de sodio es mayor del 10%,

Un sistema de expansidn de Freon lleva a la mezcle -
de la extraccién de 35° a 40° F. Una porcién del 1iguido -
circulante va sobre la bovina del refrigeredor, la tempera-
tura la cual es controlada termostdticemente., Una bomba de
circulaciédn mueve el licuido de la extraccidn, el cual es -
analizado disriamente para la actividad de la coagulacidn =

de la leche.

Cuando la actividad deja de incrementarse el flufdo es
sacado a tancues de acabado también hechos de madera. Aquf
la prorrenina en el extracto es activada a renina con solu=
cién de HC1l ol 18%. E1 dcido es agregado con agitacidn hes
ta que el pH del extracto alcance 4,63 alrededor de dos ho-
res. Le activacidn requiere de 14 a 36 horas, dependiendo
de cuanto tiempo tome la prorrenina pars ser convertida a -

renina,

Cuando no hay un nuevo aumento de actividad, el exceso

dcido es neutralizado por edicién de une centidad estequio-
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métrica de bicerbonato de sodio como una agua viscosa., E£s-
te tratemiento eleva el pH 2 aproximadamente 5.7. Durante

la neutralizacidn la agitacidn es continuada con unag varie--
lle para eliminar el didxido de carbono formado y ayuda a =
reemplazerlo con aire. Despuds, el propilen glicol es afae
¢ido a una concentracidn de alrededor de 5%. El glicol ac-
tda como estabilizedor de la protefna (o solubilizador) y -
mantiene bajo el crecimiento bacteriano. Son agregados el

sabor caraway y el color caranelo,as{ como el propionato de
sodio (2%) y tenzoato de sodio (0.1%). La tierra de diatoe
meas son también agregades en esta etapa para ayudar en la

operacidn de filtracidn,.

El contenido de los tangues pasan por dos filtrasciones
Primero, el material es tombeado a una bolsa de filtracidn
construfda segln las especificacionss de Paul Lewis, Las -
bolsas de filtracién son sostenidas en una posicidn verti--
cal., Estas bolsas sstdn hechas de cafamo y son forradas en

el interior cot muselina.

Aproximadamente se llena al principio una 3a. parte de
la bolsa con extracto. El 1fquido inicial el cual se file-
tra complstamente de las bolsas es bombeado y regresa a tra
vés del filtro. Cuando el filtrado ea claro y pasa de un «
lado a otro, es bombeado del fondo de los aparatos de file=-

tracidn a un tangue de almacenaje refrigerado. Cuando la =
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‘filtracidn empieza e bajer lentamente, nuevamente son llena

das la 3a. parte de las bolsas,

El 1fquido obtenico de esta primera filtracidn es ana-
lizado. El paso de control de celidad incluye la actividad
enzimdtica, pH, concentracidn de sal, color y claridad. Si
el extracto pasa todas las prusbas es aprobado temporalmen~

te.

Comienze la segunda filtracidn. Otra unidad de filtra
cidn semejante a la usada anteriormente excepto que tiene =~
los filtros de las bolsas mds pecuefios, E1 extractc de la
segunda filtracién pasa las mismas pruebas de control de =
calidad. Despuds son snviasdos al departasento de bacterio

log{a.

La prueba bacterioldgice lleva 96 horas y es designada
para determinar si hay o no bacterias foramzdoras de gas, --
ninguno de estos microorganismos son permitidos por los pa=-
trones ds Paul Lewis. Nunca hay bongos ni levaduras. Todo
material rechazado es reprocesado, Y gi sl producto es a~--

probado estd listo para empagustarse.

El extracto de renina es empacuetado en bolsas de po=-
lietileno, en cartdn o cajas de madera. Los tambores de ==

acero fueron usados hasta hace poco., Estos llegaron a ser



47
anticuados por los problemas de corrosidn cue se encontra==
ron debido a la concentrecién elevads de sel en el extrace—-

to.

El nuevo paquete de polietileno tiene varias ventajas
definitivas sobre los otros recipientes, Es fdcil para em
barcar, peso ligero, conveniente para almacenar y sencilla
pera mansjar. Los paquetes vienen en dos tanafios; 1 y 5§ =
galones, Las bolsas de pldstico son llenadas, selladas al
calor, y las cajas de cartdn cerradas. Una conveniencia =
mds es cue los recipientes vacfos son descartados por el =
consumidor. Paul Lewis tembi./n fabrica enzimas en polvo,'
principalments para mercados extranjeros. El polvo es fa-
bricado principalmente por una técnica de precipitacidén de
sal. Una porcidn de la produccidn de la renina en polvo =
es dirigida a la fabricacidn de qusso Casero; es raro en =

los Estados Unidos pero muy comdn en Europa y otras partes

del mundo, El polvo es envasado en ‘recipientes de 25 gra-

mos para este propdsito.



PURIFICACION PARCIAL

Casi todos los tejidos contienen cientos de protefnas
con actividad enzimdtica. La purificacidn de la enzina ime
Plica el aislamiento de una protefna especffica a partir --
del extracto crudo de células totales 81 cual contiene mu--

chos otros compusstos de 1a protefna,

Los pasos que se siguen para esta purificacién son los

siguientess

8) E1 extracto crudo de la enzima concentrada es cenwe
trifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a 406. y se dese-

chan los sdélidos residuales.

b) E1 sobrenadante claro de la en:ima ssg precipita - =
agregando solventes orgdnicos como etancl & acetona a 4° ¢,
(volumen de acetona o alcohol y enzima sobrenadante 3:1), =
centrifugar a 10,000 rpm durante 15 minutos a 5° € y decane

tar..

c) El precipitado de 1la enziuwa sdlide con acetona se =
disuelve en buffer de acetato ¢ fosfato a pH 5.6 y dislizar

con el mismo buffer de 16 a 16 horas a 4% ¢,

Solucidn A = 11,55 ml, de dcido acético glacial a un -
11t1‘00

Solucidn 8 = 16,31 gr de acetato de sodio anhidro § -
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27.22 gr de acetato de sodio 3H20 de ==’
cristalizacidn en un litro de agua desti

lada,

Se mezclan 4.8 ml, de solucidn A y 45,2 wl, de solu--
cidn B en 100 ml,

d) La solucién de la enzima dializada es centrifugada
a 5000 rpm durante 10 minutos a 4° ¢ y desechar sélidos re

siduales,

e) La solucidn clara acuosa de la enzima se liofiliza,

( nitrdgeno 1fcuido, hielo y sal).
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PRUEBAS BACTERIOLGGICAS

METODO PARA ANAEROEIOS.

iedio de Cultivo:

Resultado:

Infusidn Cerebro de Corazdn

Anaerobios Negativos

WETODO PARA SCHERICHIA COLI.

fledio de Enriquecimientos’

fledio Selectivos

Resultados

NETODO PARA ESTAFILOCOCO.
liedio de Enriquecimisntos
edio Selectivos

Resultecdo:

METODO PARA ESTREPTOCOCO,

fiedio de Enriquecimientos

Mledio Selectivos

OBSERVARS

Brillant Green Bile
EMB agar
Es. coli Negative

Infusidn Cerebro de Co=
razdn.
Medio No. 110

Estafilococo positivo.
Coagulasa negativa,

Soya tripticesa & Infu-
sién Cerebro de eorazén.

Gelosa Sangre,

Grado de Hemdélisis,



S1

- Hemdlisis Parcial
-~ Hemdlisis Total
= No hay hemndlisis

Si es positive se hace la Tincidn de Gram.

Resultados No hay hemdlisis.
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RESULTADOS OBTLNIDOS DE LA MULSTRA LIGUIDA PARA MEDIR
LA ACTIVIDAD DE LA ENZIWA SOBRE LA LECHE.

No. DE MUESTRA LECHE ENZILA TIEMPO

ml. ml. mine
1 50 1 31
2 50 2 29
3 S0 3 27
4 S0 4 25
5 S0 5 23
6 S0 6 21
7 50 7 19
8 5Q 8 17
9 50 9 15
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RESULTADOS OBTENIDOS DE LA MUESTRA LIOFILIZADA PARA MEDIR.
LA ACTIVIDAD DE LA ENZILA RENINA SOBRE LA LECHE,

No. DE MUESTRA LECHE ENZIWA TIERPO
ml. WgT. . 89g.
1 50 6.00 S00
2 50 5.75 520
3 50 5.50- 540
4 S0 5.25 560
5 50 5,00 580
6 S0 4,75 632
K S0 4,50 656
e 50 4.25 732
9 50 4.00 862







Viii. CONCLUS IONES.
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CONCLUSIONES

Tomando en cuenta cue este producto tiene une gran de~-
gsands en nuestro Pafs asf como en el Extranjero compardndo=-
la con otras cleses de enzimes, podemos sacer las siguien--

taes conclusiones del presente estudio.

Por lo que se refiere a los pardmetros realizados con«
esidero que le cuenta estandar en las places no fusron elevg
des ni se encontraron microorganismos petégenos pars el hom
bre, sin embargo existen muestras en que se encontraron una
cusnta alta, esta posiblemente se debe a la forma de tratar
desde un principioc la muestra, o sea gue se recomienda uti-

lizsrla inmediatamente,

Tembidn hubd necesicad de buscar un método de purifi-
cacién de la enzima, pare mayor seguridad de los resultados

obtenidos,.

Ademds se liofilizd cierte cantided del extracto para
comparar la activided de la enzima renina tanto de esta for

ma como lfquidae.
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