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OBJETIVO 

El principal objetivo que se pret~ndiÓ alcanzar .con 

este trabajo, en el cual se trataron exclusivamente el --

4o. estómago de ternero (cuajo), que en este caso en par­

ticular fueron de chivos lactantes. rué proporcionar un 

panorama general sobre uno de los métodos por los cuales 

se puede obtener el mayor rendimiento posible de esta en­

zima tenina, ya que desde hace mucho tiempo en la indus-­

tria lechera se ha usado con el f!n de cuajar la leche. 

Además se hace referencia a las pruebas bacteriológ! 

cae que se deben efectuar con el objeto de proporcionar -

un producto libre de microorganismos patógenos al hombre. 

Aa! como uno de los métodos de purificación para separar 

a las enzimas que se encuentran unidas a la renina. 
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INTRODUCCION 

Uno de los alimentos nutritivos altamente estimados ·· 

por al hombre es el queso. El m~rito nutritivo de este e~ 

mestibla ea etribu!do a la concentraci&n de prote!nas y 

grasas de la leche as! como de vitaminas, min~rales y otros 

nutrientes. Aunque al queso en general se puede clasificar 

en 18 variedades básicas, hay tal vez mil diferentes quesos 

facilmenta distinguidos por paladBres sotisficados. 

El queso probablemente derivó del proceso natural de -

leche fermentada. Este proceso, se inició por la fermenta­

cidn de la lactosa a ácido láctico por microorganismos nat~ 

ralas. El pH bajo del ácido láctico es sufici~nte para la 

coagulacidn de la case!na. Al originarse el uso de extrac­

tos vegetales, microbianos y animales se ha facilitado más 

la práctica y directamente la coagulación de la leche. 

Las raninas microbianas, sobre las otras son relativ~ 

mente recientes innovaciones. El primer registro de refe--

rancias da potencial de renina microbiana son por Conn y G~ 

rini en 1892. 

La enzima comercial más común, usada en todo el mundo 

se derivó del cuarto estómago de terneros lactantes. Se r~ 

firid generalmente como extracto de ranina. La cantidad da 

ranina agregada a la leche para la coagulación puede variar 



con el tipo de queso producido. Por ejemplo en los Estados 

Unidos de 2 a 4 onzas de ranina son aRedidas a 1000 libras 

de leche para producir alrededor de 100 libras de queso Ch~ 

ddar mientras cue 1/30 de una onza suele ser usado para re­

quesc5n. 

En 1970, sobre 2.2 billones de libras de queso fueron 

consumidos en Estados Unidos. mientras que fuera es mayor 

el consun1o. 

La renina de ternero se toma con1o estándar en le indu~ 

tria para medir los otros coagulantes. Sin embargo tomando 

en consideracic5n el hecho de que en el mundo es difícil con 

seguir en grandes cantidades estómagos de terneros por rez~ 

nes que se utilizan directamente como alimentos, ya que en 

los animales adultos se encuentra la ranina en muy poca ce~ 

tidad unida a la pepsina. El precio de la enzima en los -

Estados Unidos se ha incrementado alrededor del triple du-­

rante la pasada década. 

El problema que se presenta en estas extracciones es 

de origen microbiano, es decir puede haber en el producto -

final la presencia de microorganismos patógenos pare el ho~ 

bre coo1o sons Estreptococos, Estafilococos, Scherichia coli, 

etc. 

Si agregamos. a todo esto que numerosas personas en to-
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do el mundo son opuestas a el uso de ci,rtas secreciones de 

los animales ya sea por su religión, dicta, etc. Todos es­

tos factores han contribu!do a buscar extractos de rPnina -

microbiana o de origen vegetal. 



III. R E N I-N A. 

CONSIDERACIONES GENERALES. 
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RENINA. CONSIDERACIONES GENERALES 

A. NATURALEZA QUIIIiiCA DE. LAS ENZ!rloAS. 

Existen numerosas razones para afirmar que las enzi~as 

son proteínas. Las más importantes son las siguientesa 

a) El análisis de las enzimas obtEnidas en forma más -

pura, cristalizada, demuestra que son proteínas. 

b) Las enzimas son inactivadas a altas temperaturas y, 

en general, la cin~tica da la desnaturalización térmica de 

las enzimas da resultados muy parecidos a los de la desnat~ 

ralización térmica de las proteínas; por ejemplo, el Q
10 

de 

la mayoría de las reaccionas químicas es de 2 a 3, y, en el 

caso de-las enzimas, a te~peraturas elevadas, alrededor de 

50 a 70° e~, la actividad neta aumenta varios ciEntos, como 

sucede con la velocidad de la desnaturalización térmica de 

las proteínas. 

e} En su coruposici6n en términos de los elementos y -­

sus proporciones en la molécula, enzimas y proteínas mues-­

tran proporciones semejantes de carbón, hidrÓgEno, oxígeno, 

nitrógeno, sulfuro y fósforo. 

d) Las enzimas son activadas en una zona rnu~· restrinQ! 

da de pH y presentan un punto óptimo de pH donde su activi­

dad es mayor. En esto recuerdan a las proteínas GUe tienen 
·un punto isoelfctrico determinado. Las proteínas, en su --
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punto isoeléctrico, muestran propiedades parecidas desde el 

punto de vista de viscosidad, solubilidad, difusión, etc., 

que resultan del todo similares a las propiedades de este -

tipo que muestran las enziruas. 

e) Todos los agentes que desnaturalizan a las proteí-­

nas tarubi6n destruyen o inactivan a las enzim~~. ya sea el 

calor, los ácidos fuertes, o los metales pesados que pueden 

combinarse con ellas. 

f) Los problemas de solubilidad y de precipitación son 

comunes a las proteínas y las enzimas; en general, son sol~ 

bles en agua o soluciones salinas, insolubles en alcohol, -

precipitan con determinadas concentraciones de sales neu- -

tras, etc. 

B. DEFINICIONES. 

La ranina (quimosina) es una enzima coagulante de la -

leche que se halla en el jugo gástrico. Es el constituyen­

te activo, más importante del cuajo, un preparado del teji• 

do glandular del cuarto estómago de los terneros lactantes, 

utilizado en la fabricación de queso y para algunas prepar~ 

cienes de bud!nes. Hubo una época en la cual la existencia 

d~ la renina como una enzima, distinta de la pepsina estuvo 

en discusión dado que 6sta, lo mismo que otras proteínas, -

también coagulan la leche. No obstante, se han logrado ai~ 
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lar tanto pepsina como renina, la ~ltima en for~a cristali­

na. Se he demostrado que la renina cristalina posee activl 

dad protecl!tica, siendo su pH de actividad óptiu•a menos á­

cido que el de la pepsina sobre el mis~o substrato. 

Es importante distinguir entre la enzi~a rFnina (re- -

nnin) y la ranina (rennet) en polvo o extracto que son pro­

ducidos de los estó~agos de terneros, corderos o cabras jó­

venes. Nótese que la renina (rennin) es una enzima deriva­

da del riñón y es asociada con hipertensión. La ranina es 

el agente proteol!tico de la coagLlación de la leche encon­

trada en la ranina (rennet), pero otras enzimas pueden es-­

tar presentes en los extractos com~rciales crudos. 

La enzima ranina contiene considerables cantidades de 

pepsina si los estón.agos de terneros viejos o de: vacas son 

inclu!dos con los estómagos de terneros lactantes. La pep­

sina bovina ha sido descrita con. o ranina de bovino adulto. 

C. mtCANISIIIO SOBRE LA COAGt.:LACION DE LA Lé..CHE. 

El queso es producido en todo el m .ndo dL leches de -

una gran variedad de animales, por ejemplo: bufalos, came­

llos, cabras, llamas, ovejas, etc. Por supuesto, la propoE 

ción preponderante de ~ueso producido sobre una escala co-­

mercial derive de leche de vaca. 
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La coagulación de la leche por la renina ha sido inve! 

tigada extensivamente, e hipótesis propuestas para explicar 

este fenómeno. El mecanismo de la reacción presenta uno da 

los más interesantes problemas de la química enzimática de 

los alimentos. 

Los materiales nitrogenados en la leche de vaca sons 

78 % de caseína, 5.1 % de ~-lactoalbumina, 8.5 % de 5-lact~ 

globulina, 1.7 % de peptona y 5 % de substancias derivadas 

no proteícas. 

En la práctica, la ranina es agregada a la leche para 

causar la precipitación de la caseína y consecuente forma-

ción de la cuajada. La cuajada es tratada para producir un 

cueso cuyo tipo está determinado por la natural~za del pro­

cedimiento empleado. 

Está demostrado cue la ranina actúa como una pretensa, 

que rompe las cadenas del péptido de la caseína produciendo 

la coagulación de la leche. La ~u!ruica de la caseína es 

muy compleja. Será considerada brevemente puesto que la r~ 

nina parece actuar solamente en una fracción particular de 

la caseína. La caseína está presente en la leche fresca o 
• en la espuma en micelios de 400 - 2800 A de diámetro, que 

están en equilibrio con la caseína soluble. Si la leche ea 

diluída o son adicionados fosfatos o iones oxalato, el equ1 
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librio es cambiado hacia la caseína solucle; si los iones -

calcio son aRadidos, el eouilibrio es cambiado hacia caseí­

na miceliar. 

Le ranina es creada para atacar la acción de la k-ca-­

se!na liberando 1.8 grupos ácidos por peso molecular de - -

100,000. Un glicopéptido de peso molecular 8 000 fué tam-­

bién liberado~ comprendiendo 72% de péptidos y 28% de carb~ 

hidratos. 

La enzima hidroliza la k-caseína en p-k-casr!na, la -­

cual precipita en la presencia de iones calcio. El trans-­

porte de calcio o la adici6n de citrato o fosfato tan prac­

ticado en le producción de leche evaporada disminuye la te~ 

dencia hacia le coagulación. 

En general hay dos fases distintas durante la coagule­

ci6n, las cuales pueden ser reacciones enzimáticas y no en­

zimáticas. Las dos reacciones pueden actualmente separarse, 

si la renina actúa sobre soluciones dE case!nato de sodio a 

una relatividad de valores altos de pH, o muy bajos niveles 

de calcio. También pueden separarse las dos reacciones ll~ 

vendo a cabo la hidr6lisis enzimátice a temperaturas muy b~ 

jes porque la reacción de precipitación secundaria ocurre 

solamente a temperaturas altas. 

Aunque la leche no coagulará con la adición de la rená 
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·na bajo ninguna de estas condiciones. 

Esto indica ~ue el proceso de coagulación de la caseí­

na puede ser separado en dos pasos. En el primer paso, la 

caseína es convertida enzimáticamente en p-caseína por la -

acción de la ranina (fase primaria) y en el segundo paso la 

p-caseína es coagulada no enzimáticamente por'calentamiento 

en presencia de iones ca2+ (fase secundaria). 

k-caseína RENINA • p-k-caseína insoluble + IOacro-­
ca'X* 

(cuajo) plptido 

La teoría común sostiene que la k-caseína actúa como.-

un coloide protector, estabilizando el micelio de la caseí­

na, cuya hidrólisis permite la precipitación de todas las -

fracciones de la caseína si los iones ca2• están presentes. 

La k-caseína con un peso molecular menor de 30 000 es 

una fosfoprote!na conteniendo aproximadam~nte 6-10% de car-

bohidratos (galacto~a, galactosamina, ácido siálico). Es--

tos no precipitan en la presencia de iones calcio. La llC-­

ción de la ranina resulta de la formación de una glicopro-­

teína conteniendo de 20-30% de carbohidratos y p-k-case{na. 

La glicoprote!na representa menos del BO% del componentt! s.2 

luble. La p-k-case!na precipita y deja precipitar a las 

otras fracciones de caseína. 

La naturaleza de la unión entre la glicoprote!na y la 
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•P-k-case!na no ha sido deter~inada con cErteza. PuedG es-­

tar unido a un aster o un pLptido, en otro caso esta unión 

es rota específicamente por la acción de la renina. 

En la tabla se muestra el efecto de la reacción del -­

amino libre, carboxilo libre, o grupos SH de la caseína con 

varios reactivos sobre la coagulación del substrato o en -­

proteolisis por la renina. 

La coagulacidn esti indicada por un au•ento en la den­

sidad &ptica de la solución de caseína; la proteolisis está 

expresada como la cantidad de tirosina formada. La desfos­

forilación de la caseína anula la coa9ulación pero no afec­

ta la proteolisis. Hill encontró cue la oxidación de los -

residuos metionilo de la k-caseína no tiene efecto en la a~ 

ción de la ranina pero que a la oxidación de los residuos -

histidilo ~ triptofanilo la ranina-sensible rodea el enlace 

de la k-caseína pera participar en la división por le rani­

na. Se fraccionó la k-caseína en un precipita~o y una fra~ 

ción sobrenadente después de la reducción con borohidruro -

de litio. Encontraron la coruposición quír .. ica del preci;Ji t.!:!, 

do y del sobrenadente que es del todo s::.a.ejante a le p-k-c,! 

se!na y glicoprote!na, respectivamente, y ~ue ambos el pre­

cipitado y la p-k-case!na tienen el mismo amino~cido carbo­

xilo terminal, fenilalenina. 

~ABLA. Efecto de la modificación de la caseína sobre la --
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actividad de la coagulaci6n y la actividad de la 

pcptidasa de la renina. 

~UBSTRATO 

Caseína 

N-acetil caseína 

Hidroximetil , 
case~ na 

Oinitrofenil caseína 

Carbamil caseína 

Acetil caseína 

p-mercuro benzoato s-e,! 

seíne. 

Oefosforilado caseeína 

Reducida -caseína 

Refosforilado defosfo-c.! 
se! na. 

ACTIVIDAD DE 
COAGULACION 

(Aumento en den­
sidad óptica). 

0.33 

o 

o 

o 

o.os 

0.024 

o.Jle 

o 

0.335 

0.260 

ACTI VI DA O DE LA 
P::PTI DASA 

(Tirosina forma­
da). 

34 

29 

19 

5 

29 

6 

34 

33 

De estas observaciones se especularon qua en valores -

neutros de pH la hidr6lisis da la k-caseína sucede en el a~ 

lace sensible específico de la k-caseína. Puesto que la r~ 

nina pierde más su actividad en un pH neutro, está hidróli­

sis no puede ser atribuída a la acción específica de la ra­

nina pero si de la estructura específica d& la k-caseína. 

Esta especulación es sost._ni'da por la observación de que le 
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coagulaci6n de la leche puede ser llevada a cabo no salame~ 

te por la ranina, sino tambiln por la p~psina, tripsina y -

quimotripsina, las dos Últimas enzimas actúan por un meca-­

nismo diferente de la renina. 

1) COAGULACION DE LA UCHE DE VACA POR LA RCNINA. 

Existen variaciones entre las leches de las vacas que 

pueden ser debidas a factores tales como& concentración de 

iones ta2+ 6 pH de la leche, oue afecta la fase de coagula­

ci6n, o a la cantidad y composición de la k-caseína, c.ue 

puede afectar la primera fase de la acción de la renina. 

La fase primaria puede ser estudiada convenienttmente 

por la siguiente liberación de glicopéptidos en forma de k­

caseína c0111o fué determinada por el aum¡;nto en el nitrógeno 

soluble en el 12% (m/v) de ácido tricloroacltico filtrado -

de la leche después de la adición de la enzima. Usando las 

muestras de las leches de las vacas que estuvieron en per~~ 

do de lactancia y libres de infecciones bacterianas de la -

ubre, se observó que el tiempo de coagulación de la leche -

disminuyó con un aumento inicial del porcentaje de la fase 

primaria que es un factor crítico en diferentes determina-­

ciones en el tiempo de coagulación. Además, se observó que 

al porcentaje inicial de liberación de glicopiptidos aumen­

t& con la cantidad de glicopéptidos liberados por la renina. 



Es posible que en las concentraciones usadas, la enzi• 

ma puede estar presente en exceso; así que el porcentaje -­

inicial de liberaci&n son detlrminados por las concentraci~ 

nes del substrato. Sin embargo esta explicaci&n es impro-­

pia porque cuando la concentración de la ranina es variada 

hay un cambio correspondiente en el porcentaje inicial de -

liberación de los glicop6ptidos y en el tiempo de coagula-­

ción de la leche. 

Ha sido postulado que la k-caseína micelar'estabiliza 

los micelios de la caseína y que el sue•o o ranina-accesi-­

ble de la k-caseína es responsable de la coagulaci&n de la 

leche. Cuando el suero de la k-caseína es hidrolizedo, la 

p-k-caseína insoluble queda bien lig-ada a la superficie de 

varios micelios y así se une a ellos a la vez formando una 

cuajada. 

La cantidad de suero de la k-caseína puede estar dires 

tamente relacionado con la eficiencia de la coagulación. 

Asumiendo que el total de glicop~ptidos liberados por la as 

ción de la ranina puede ser usado corno una medida de la c:a.n 

tidad de suero de la k-caseína en la leche, entonces el re­

sultado está en completo acuerdo con las ideas presentadas. 

2) CINETICA DE LA fASE. PRIIilARIA DE LA ACCION DE LA 

RENINA SOBRE LA LECHE ENTERA. 

' 
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La cin~tica de la fase primaria de la acción de la re-

nina sobre la leche entera. 

Una forma integrada de la Ecuación de !llichaelis-l"lienten 

fué usada para calcular valores para Km y V de los resulta-

dos obtenidos. Los valores de leches de diferEntes vacas -

varió de 6.70 x 10·6 a 5.42 X 10·5 m para Km y de 7.01 x -

10-ll 10-10 , -1 -1 -1 a 4.52 x mol de glicopeptido • s .1 • ug 

de renina • 1•1 de leche pera V. 

Hay una relación lineal entre la velocidad inicial de 

liberación de glicop~ptidos y la concentración de la enzi-­

ma, la cual varió entre leches. La constante de proporcio­

nalidad fu.§ usada como un cálculo aproximado de la activi--

dad específica y los valores obtenidos fueron entre 0.60 y 

1.15 mg de N. min-l .1-l • ug·l de renina. ml-l de leche. 

Obs~rvando estos resultados se sugiere cue hay un cam-

bio en la afinidad de la enzima para el substrato de la k-

caseína entre diferentes n.uestras de leches. Esto puede --

ser debido el medio ambi~nte iónico de la leche, la canti--

dad de k-caseína en la leche, c-ue puede detErn.inar el tanoa• 

fto de los micelios de la caseína, o la composición de la k-

caseína. Las variaciones en la composición de la k-caseína 

son debidas en gran partl a diferencias en los carbohidra--

tos unidos a ellos. 
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Recientemente Sinkinson & Wheclock han mostrado que le 

cantidad de ácido N-acetil neuramínico / d-galactosa está 

en relación molar con el aumento de glicopéptidos que están 

siendo liberados por la acción de la rrnina. Este descubr1 

mi~nto sugiere cue los glicopéptidos con poca cantidad de -

ácido n-acetil neura~!nico son liberados en ~n porcentaje 

más rápido que los que tienen mayor cantidad. Por lo tanto 

los pará1netros de la cinética para la liberación de cada -­

glicopéptido puede ser parcialmLnte determinado por los ca~ 

bohicratos r,ue están ligados a ellos. Para una muestra de 

leche, los valorés de Km y V podría ser por lo tanto un va­

lor promedio determinado por las proporciones relativas de 

difer~ntes k-caseírias presentes. Co~o las proporciones va­

rían entre leches, entonces habría camtios correspondientes 

en Km y V. La actividad específica podría s~r determinada 

por la composición de la k-caseína c,ue es atacada inicial--

memte. 

3) FASE PRIIi.ARIA DE LA ACCION 0[ LA RE.NINA SOBRE LA 

LECHE E.NTE.RA. 

La coagulación de la l~che por la enzima ranina es con 

siderado como un proceso de dos períodos. Durante la prim~ 

ra fase la k-caseína es hidrolizada por la enzifua y enton-­

ces con la presencia de ca2• los ruicelios de la caseína son 

precipitados. Cuando la k-caseína se hidroliza los ptpti-­

dos y los glicopéptidos son literados. Estos glicopéptidos 
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·contienen ceei todos los azJcares ligados a la k-case!ne y 

son solubles en 12% (o1/v) de ácido tricloroacétiro. Se e!_ 

pero por lo menos que los péptidos podr!an &ster prestntes 

en el 12% de ácido tricloroacético filtrado de la leche e~ 

tera después de le acción de la ranina. El aun.ento de ni-

trógeno en el 12% (m/v) de ácido tricloroacético filtrado 

he sido usado como un método de estudio de la fase prima-­

ria de la acción de la renina en la leche entera. En una 

tentativa para comprobar este acercamiento se han investi-

gado los carbohidratos ~ue están unidos a estos glicopéptl 

do a. 

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

ram!nico, d-galactosa y 2 aceta .dda- 2 deoxi-d-galactosa s_2 

bre los glicopéptidos. Estos az~Lares son los mismos oue -

los identificados en la k-caELÍna y por pri~&ra vez d~ruos~­

traron que el 2-amino-2 deoxi-d-galactosa está presente ca-

mo el derivado n-acetilo Otros azJcar&s parec~n estar pre-

sentes en cantidades peruanas, pbro todavía no han sido i--

dentificados. 

Como los azúcares son liberados de la mismo proporción 

como el nitrógeno, los resultados confirman c;uE· le fase prl 

maria en la leche entera consiste por lo menos de la divi­

sión de la k-caseína con la liberación de glicopéptidos so­

lubles en 12% de ácido tricloroecético. 
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L>. A NA LISIS 

l. COAGULACION DE LA LECHE.. 

No hay un estándar universalmente aceptado en los pro­

cediruientos de análisis para la determinación de la poten-­

cia de la renine en la coagulación de la leche. Existen d! 

ferentes métodos. Pero hay considerables variaciones entre 

las t~cnicas analizadas. Por ejemplo, la leche puede ser -

entera o desnatada, cruda o pasteurizada, reconstituida, s~ 

ca entera o leche en polvo no grasienta, etc. Si es usada 

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

variación. Por supuesto los constituyentes de la leche pu~ 

den variar con el lugar, la estación 6 ambos. Los anllisis 

de la coagulación de la leche varían en el uso ( o no uso ) 

de buffers y cofactores (calcio), tamtién en el pH, ten.pel",! 

t~ra, ruezcla de técnicas, determinaciones finales y concen­

tración de ingredientes. En los análisis coruparativoe se -

encontró ~ue la variación de algunos parla.etroe son bastan­

te ext~nsos. Por ejemplo, la variación de te~peratura de -

30 a 45° c. y pH desde 5.0 a 6.7. 

En los análisis de ranina animal, el porcentaje de co~ 

gulación de la leche el tiempo es inversamente proporcional 

a la concentración de la enzima. En los análisis de subst! 

tutes de ranina anirual, el tiempo de coagulación de la le-­

che podrá caer dentro de la variación en el cual es propor-
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cional a el recíproco de la concentraci6n de la enzi~a. Es 

bastante difícil, comparar las potencias. En estos anili-­

sis la ranina anir..al o ranina g~nli.relo•ente es en.pleade como 

un estándar control. 

2. FROTEASA. 

La falta de un eetinder tau.tién aplicados e el de las 

proteasas. La Uni6n Internacional de Bioc;u.Ífi•ica ha intent.!! 

do definir una unidad estándar de la actividad de la enzi--

aa. Pero parámetros como pH, aditivos, substratos, etc. --

obviamente no pueden ser uniformemente específicos para to-

das las enzimas. Es conocido que muchas, si no la may~r.ía 

de las enzimas proteol!ticas coagulan la leche. De hecho -

la coagulaci6n de la leche puede ser usada co~o un análi-­

sis de la actividad proteol!tica. Le ranina animal posee -

una de las más altas, si no la ruáE alta, y es el estándar 

para substitutos potenciales. 

Los substratos pueden ser caseína, la cadena 5 de la -

insulina, hemoglotina, péptidos sint{ticos, etc. As! como 

los peráo;etros usuales& pH, tt~peratura, tie~po de reec- -

ci6n, etc., tambiln var.ían. En el análisis cuantitativo -

t!pico, la enzima y el substrato reaccionan y el substrato 

no digerido es precipitado con ácido tricloroecltico. El 

filtrado claro, o sotrenedante, es recobrado y la litera-­

ci6n de aminoácidos aromáticos midiLndo la absorbencia a -
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280 nm. El grado de absorbencia es un índice de la activi­

dad de la enzi~a. 

3. LIPASA. 

Un componente contafuinante el cual puede acompaRar a -

la ranina es la enzima lipasa. Esta enzinoa generalmente 8!, 

ti presente en cantidades pe~ueRas. Sin e•bargo, los subs­

titutos potenciales de renina serían probados, puesto que -

la actividad excesiva de la lipesa puede llevar un sabor i~ 

deseable (rancidez) en el desarrollo del queso. Por otra -

parte, ci~rtos niveles de actividad de la lipasa puede con­

tribuir convenientemente al sabor o igLal puede ayudar a a~ 

celerar la medureci6n del queso. 



IV. R-E N 1 N A A N 1 fu A L. 
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RENINA ANlfiiAl 

A. RENINA DE TERNERO. 

la renina está for11.ada del precursor inactivo prorren,! 

na. Es convertida a ranina a través de la hidrÓlisis par-­

cial como lo indica la reducción del peso molecular de - --

36,000 a 31,000. El proceso de la activación de prorrenina 

es afectado por el pH y por la concentración de sal. la -­

conversión de prorrenina a renina ocurre a un pH abajo do -

5.0, es activada principalmlnte por autocatálisis, pero a -

pH 2, donde el proceso es muy rápido. Está haciéndose pa-­

tente que la activación de proenzi•as casi siempre signifi­

ca que se separa de la molécula una fracción pept!dica inhl 

bidora o bloqueadora. En este caso no se ha observado que 

el péptido formado inhiba la actividad de la ranina en la -

coagulación de la leche, con.o se observó con la activaci6n 

de la pepsina. 

PRORRENINA RENINA 

La prorrenina es estable a pH de 5.3 a 9.0. La ranina 

en solución es más 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 digestión. la actividad da -

la leche coagulada desaparece rápidamente e pH neutro y al­

calino. 
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No hay duda qua le ranina y la pepsina ( especialmente 

la ranina bovina) se parecen, pero sola~ente de un ~odo ge• 

neral; por ejemplo, aa1bas enzimasa a) provienen de los zim~ 

genos, b) son proteasas del leido gistcico, e) act~an seme­

jante sobre la cadena del plptido de la k-caseína, d) tia--

nen peso molecular aproxii .. ado, e) tienen semejante especif,! 

caciones proteol!ticas sotre la cadena ~ de le insulina o~ 

dada, y f) tienen alta proporción de actividad de coagula--

cidn de la leche, aunque la renina es claram~nte más alta. 

Schwander et al. determinó la composición de aminoáci­

do• de ranina cristalina, ellos llevaron a cabo un n~mero -

de investigaciones electroforéticas sobre papel filtro, co~ 

cluyendo que el punto isoeléctrico se coloca alrededor de -

pH 4.5. El peso molecular fué encontrado s~r de 30 000 a -

40 000, el coeficiente de dilución el cual dependió do la -

67 concentración siendo 9.5 x lO se, cm./sec sobre extrapo~~ 
ción a dilución infinita. 

La composición de aminoáciuos es co¡¡,o si,¡uea ala
13

, 

arg5 , asp30, l/2 cys6 , glu29 , ileu15 , leu
19

, lys
8

, met
7

, 

pha14 , pro12 , ser27 , thr18 , try
15 

y val
21

• 

B. SECUENCIA COU.PLE.TA OE LOS AholNOACIDOS DE LA PROr Uiu.OSINA 

Sll!oARJO. 

La secuencia total de 365 residuos de aminoácidos es -
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presentada. El alineamiento con la secuencia de los aminoi 

cidos de pepsinógeno porcino n.uestra cua 204 res~uos de 

aminoácidos son común pera los dos zim&genos. Además la 

co1 .. pareci6n y alin.:.amiento con la secuencia de aminolfcidos 

de penicilopepsina muestra cue 66 residuos son localizados 

en posiciones iguales en las tres proteasas. Las tres enz1 

mas corresponden a un grupo de proteasas con dos residuos -

de aspartato en el centro activo. Este grupo forma una fa­

milia derivada de un antepasado com~n. 

r; UIIIIOSI NA. Es la mayor enzima proteol!tica en el est&mago 

de ternero. Como le pepsina, la ouimosina corresponde a un 

grupo de proteasas·ácidas en las cuales los dos residuos de 

aepartato participen en el mecanismo catalítico. 

La ~uimosina se secretó como un precursor inactivo la 

proquimosina, constante de una sola cadena pept!dica con --

365 residuos de aminoácidos. El zim&geno es irreversible-­

mente convertido en enzima activa por proteolisis l!mitada 

durante el cual un total de 42 residuos de aminoácidos son 

liberados de la parte afuino terminal de la cadena pept!dica. 

La proquiaoosina contiene seis Plitades de residuos de 

cistina formando tres puentes disulfuro. Investigaciones 

sobre la estructura primaria empezó con la deteruoinación de 

la secuencia de arr.inoácidos alrededor de los puentes disul-

furo. 
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Esta cornunicaci6n presenta la sec~.oencia compl;ta de a­

mino~cidos de pro~uirnosina e. 58 ~ostr6 c~.oe este zim6geno 

es altamente horuólogo al pepsin6geno porcino A. 

lliETQOO. 

Le proquimosina y la quinoosina usadas en e~ tas invest_! 

geciones fueron preparadas en el laboratorio. 

La secuencia fué obtenida después de una serie de axp~ 

rimentos llevados e cabo en paralelo. En la mayoría de los 

casos los primeros pasos fueron desuni6n en¿iru~tica con 

tripsine o desunión química con bromuro de cianógeno. Para 

mejorar la solubilidad de la recopilación y para red~.ocir el 

número de fragnoentos, se usaron pr~paraciones de n.aleylated 

ó citraconylated para las digestiones con tripsina. Las di 

gestiones fueron llevadas a cabo a 12° (pH a, por 15-30 m_! 

nutos). Después de este tratar;oic.nto san purificados por 

filtr~ción con gel sobre Sephadex G-100 en 0.05 ffi NH
4

Hc0
3 

, 

a pH a, con 8 lll de urea. Después la desuni6n de ~uimosina 

con broruuro da cianógeno los fragffientos son purificados por 

filtración con gel sobra Sephadex G-100 en 25% de ácido ac~ 

tico. El mejor resultado fué ottenido si la de~uni6n es --

llevada a cabo sobre enzi~as con puentes disulfuro intac- -

tos. 

RESULTA OOS. 
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La FIG. I ~Jestra en for•a escue•ltica la localiza- -

ción relativa de los fragr.ientos obtenidos después de la de.! 

un'ión con bro1 .. uro de cianógeno o digestión triptica. La S,! 

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

La rneyor!a de la estruct~ra de los residuos de aminoá­

ci~os han sido identificados en dos o fuls péptidos indepen-

dientes. Algunas exc~pciones son los residuos desde el no. 

23a al no. 250. Debido al carácter apelar de esta región -

los péptidos han sido difícil de aislar. 

Si se sufuan los pesos moleculares de todos los resi- -

duos en proquifuosi~a y quimosina, son encontrados los pesos 

moleculares de 40,777 y 35,652. Estos son más altos oue --

loE pesos moleculares publicados anteriormente; pero si las 

con•posiciones originales de lo&; aminoácidos son recalcula-­

das sobre las bases de los pesos moleculares encontrados --

por determinación de la secuencia, hay un acuerdo satisfac-

torio. (TABLh I). 

DISCUSION. 

Le quifuosina cristalina es dividida en tres componen-­

tes diferentes por cron.atografía en colun.na DEAE -celulosa. 

De estos, el con.ponente designado qui¡;,osina C es en parte -

enzima autolizada, ~ientras que exist~n diferentes zimóge-­

,nos püra cuimosinas A y e. La proqui~osina B es le más - -
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abundante de las dos, y todos los residuos han sioo identi-

ficados en esta proteína. Los fragffientos obtenidos por di­

QtlSti6n triptica y por desunión por bron.~ro de cianógeno de 

quillosina A separados por filtración en gel es una forma i,!l 

distinguible para los fragmentos de qui~osina B. Ademds, -

los fragmentos individuales de ouia1osina A y 8 thnen comp,2 

sici6n muy semejante de aminoácidos. Un total de 119 resi­

duos hen sido identificados en le quifuosina A, y entre es-­

tos se han encontrado solamente uno que es oiferente de los 

residuos correspondientes en oui~csina B; en posición no. -

290. la quimosina A tiene ácido aspartico, mientras que la -

quimosina B tiene glicina. All! pueden estar ~ás diferen-­

cias, p~ro se puede concluir que las dos estructuras son -

muy semejantes. 

Sin embargo la diferencia más i~portante destaca de la 

compareci6n de la estructura primaria con las estructuras -

priffiarias de les diferentes enzimas relacionadas. En la -­

Fig. 2 se indican residuos que son común para la proquin.osj., 

na B bovina, pepsinógeno porcino A, y penicilopepsina. De 

las 373 posicionas para los residuos de afuinoácidos en les 

dos zim&gencs gástricos, 204 son ocupados por residuos como!;! 

nas. En quimosina B, 24 de 28 sen glicinas, 17 de 15 sen -

prolines, y los tres puentes disulfurc sen localizados en -

las mismas posiciones cue e~ le pep~ina A. 
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CB Tm 
Gly 

cD 
Gly. 

r: 
l a:JFhe 

'" Lys o·,, 
'1 

l:JAla 

~Asn " 1 r:JHis 
~Asp • 

D .:!D Asp 
Le u e ~ 

[~Pro [ 
"1Jyr I::J Glu 

¡;:jAla 
31J ¡le Ile 

FIG. 1. Presentaci6n diagran•ática de los fragmé.ntos de quim_g 

sina obtenida por descomposición con Bromuro de cianógeno -­

(CB) y por digestión triptica de quimosina con grupos amino 

modificados (Tfu). El residuo no. 187 es metionina. Fu~ re­

cuperado como homoserina después de la descou.posición con -­

(Ca) p::ro no es fornoado como un fragmento separado. E.l NH
2

-

terlllinal de los fragmento7,.son mostrados. Todos los fragme.n 

tos CB excepto C9 (314-373) tienen homo~~rina COOH-terminal¡ 

Todos los fragmentos Tlli excepto Tfll (:363 -373) tienen argini­
na COOH -terooinal. 
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TABI.A I. Composiciones de aminoácidos de proquiu.osina B y -

quimosina B • 

Proguilllosine a• Quimosina e' 
AAA Se c. AAA Sec. 

lllsx 37.6. 3il 34.8 36 
l'hr 23.0 24 21.4 23 
s¡er 34.4 35 31.0 31 
Cilx 10e9 39 33.6 33 
l'ro 15.7. 16 14.0 15 
'i1y 32.1 32 28.4 28 
lila 16.9 17 14.9 15 

l/2t:ys 5.1 6 5.7 6 
\Fa1 25.7. 26 24.3 26 
llet 7.6 8 7.7 8 
]~ 21.4 22 17.6 19 
L.eu 28.8 29 21.5 u 
1"yr 20.7 22 17.9 19 
l'he 18.6. 19 16.0 17 
~lis 5.6 6 4.8 5 
l. ya 1.4.6 15 9.4 9 
A,rg 7.9 8 5.6 6 
l'rR 4.6 4 4.8 4 
.A. mide 38.3 39 35.6 36 

• Cc1mparacicSn entre análisis de aminoácidos (AAA} y cornposi-
ciones deter~inadas de las secu,ncias (SEC.) 

t Peso lnolecu1arl 4Q."Z77. 
t P&so molecular• 35,652. 
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FIG. 2. Le secuencia aminoácida de la proquimosina. -

Qare facilitar la comparaci6n con el pepsin6geno porcino A, 

los pesos son marcados y enumerados. El NH2 terminal de 

une quimosina activa es gly46 • Loe puentes disulfuro unen 

Cys91 y Cys 9~, Cya252 y Cys256 y Cys329• Los residuos en 

une determinada fase es com~n pare les enzimas gástricas y 

al panicilopepsine. 



V. UTILIDAD COillE.RCIAL DE LAS ENZIMAS. 
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UTILIDAD COr¡;LRCIAL DE LAS U!.:.H .C.S 

Ya ha sido hecha le refr.rencia pera aL control de los 

cambios indeseables en los alimentos produci...:os por la act,! 

vided de la enzima. Sin embargo, en procesos tales como el 

cocimiento, fabricación de dulces y tenderización de la caA 

ne, las enzimas pueden ser una ventaja como parte de la OP.,!; 

racicSJ:~. las enzimas inéustriales son por lo general obten.!, 

das como concentrados parcialmente purificados de plante~, 

tejidos ~nimeles y de microorganisfuos. De todas las enzi-­

aes que se encuentran en las c'lulas, solo pocas comparati­

vamente son producidas sobre una escala comercial para usar 

en los alimentos, piel,textiles, e industrias farmac~uti- -

ces. 

A) fUENTES DE ENZIIl.AS INDLiSTRIALES. 

Los microorganismos son la mejor fuente de producción 

de las enzimas industriales. Detido a su rápido crecimien­

to, el potencial para la producción de la e.nzin.a es virtual 

aente ilimitada. Una gran cantidad de tejidos de plantas -

se necesitan para obtener un rendimiento razonable de la e~ 

zima, mientras que la producción de las enzimas de fuente -

animal es limitada por la escasez dt:l 111aterial de carnice--

" r1a. 

1. Extracción. 



Los tejidos de plantas y animales son homogenizados en 
agua o buffer. los desechos insolubles son eliminados por 

centrifugaci6n o filtraci6n, dejando el extracto crudo acu~ 

so. Las células microbianas son recolectadas del medio de 

cultivo. 

2. Análisis de las Enzimas. 

Para el análisis de las enzin•as el problema es la sep.! 

raci6n de la enzima cue se desea de una mezcla de cientos -

de proteínas ouímica y físicamente semejantes. 

Las moléculas pequeftas p~eden ser eliminadas por diáll 

sis y por adsorci6n. Los métodos más útiles incluyen precl 

pitaci6n con sales a diversas concentraciones 6 solventes, 

calenta~raiento o desnaturalizaci6n, por pH, centrifugaci6n, 

filtraci6n por geles, electroforesis. Recientemente la c1~ 

matografía en columna ha sido usada con gran éxito. 

Por último tenemos la cristalizaci6n que es el método 

mediante el cual se .ti'ene la en;:iiTaa en forma más pura; gen.!! 

ralmente se hace con sulfato de amonio en soluci6n. El es-

tado cristalino no implica homogeneidad. Pruebes exhausti• 

vas físicas, quí1r.icas y biol6gicas deben todavía ser aplic,!! 

das como criterio de p~,;reza. 

3. Aditivos. 
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Les enzimas son vendidas como concentrados lÍquidos ó 

sdlidos, y son diluidas a una actividad estánoar por sue-­

tencias tales como almidón o sacarosa. El estabilizador -

por ejemplo, son sales de buffer, cloruro de sodio, tenzoA 

to de sodio, propionato de sodio, etc., son a menuco agre-

gados al concentrado de la enzima para prevenir el creci-­

miento microbiano y la pérdida de la actividad de la enzi­

ma durante el almacenaje. 



VI. mATERIAL Y mETOOOS 



mATERIAL 

Cubetas de plástico 
Estufa con aire y temperatura 
molino de Carnea 

Potenció111etro 
Refrigerador 
Agitador 
Pip~tas 

Centrífuga 
Tubos de centrífuga 
Probetas 

Frascos para probar actividad 
Tubos 
Pipetas Serológicas 
Cajas da Petri 
Tubos Khan 
matraces Erlenmeyer 
Aza de platino 
Frascos de dilución 
mechero, soporte, aro y tela 
Balanza 
Baf'lo ffiar!a 
Portaobjt::tos 
microscopio 
Estufa 
Tt¡riiiÓü•etro 
Cuba Anaeróbica 
Autoclave 
Papel dastrasa 
Bomba de Vac!o 
mangueras 
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REACTIVOS 

Agua destilada y esterilizada 
Cloruro de sodio al lQ% y saturado 
Acido clorh{drico 18% 
Bicarbonato da sodio 
Propionato de sodio 

3enzoato de sodio 
Tierra de Diatomeas 
Sabor Caraway 
Color Carali•alo 

Propileo glicol 

medio Agar Nutritivo 

Agar 110 

Infusión. cerebro de corazón 
Tinción de Grama Violeta d~ Genciana 

Safranina 
lodo Lugol 

Base ~ara gelosa sangre 
EWB agar 
Brillant Green Bile 

Aceite de Inmersión 

Estómagos de Terneros 

Nitrógeno Líquido 
Hielo 

Sal 
Leche 
Acido Ac{tico Glacial 
Acetato de sodio anhidro 
Acetona 
Alcohol 



ENZ!ii·AS COftiERCIAlES POR EXTRACC10N 
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Existe marcada diftrencia entre la man~ra de hacer - -

quesos en la antiguer,1ad a la forli&a con que se hacLn actual-

mente. Ahora se utiliza un extracto de un ml. de ranina e~ 

marcial por cada 1000 libras de leche para hacer un queso -

de cualquier ~alidad. mientras que la ranina de la anti- -

guedad se reducía a una pieza de estómago de animal lactan-

te, ahora la ranina es mejor definida como un extracto alt~ 

mente purificado de estómago de ternero, y contient una en-

zima la ranina que es un agente coagulante de la leche. 

El extracto de ranina es una de las mejores preparaci~ 

nas enzimáticas hechas sobre una escala cor..ercial y que es 

indispensable en la industria de fabricación de quesos. 

LO este reporte se tratará de la preparación de la ranina -

por uno de los muchos productor&s de enzimas com~rciales en 

los Estados Unidos -Los Laboratori~s Paul Lewis, Inc., de 

lilweukee, lllis. 

Le Industrialización de la Enzima Comercial. 

La fabricación de enzin&as vienen a llenar un hueco en­

tre toda la gran industria qu!mica procesadora. Esto es -­

comparativam~nte pequeno· en la industria esp_cializada inv~ 

lucrada en la fabricación de enzimas para una gran variedad 
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de usos comerciales, el desarrollo y nuevas aplicaciones d~ 
las enzin.as exist~ntes y el encuentro de nuevos sistemas BE 

zimáticos que pudieran ser apli~ados en una gran escala. 

En general cada ser vivo es una fábrica de enzimas. 

La definici6n clásica de las enzifuas es aquella que las de­

fine como catalizadores espec{ficos los cuales llevan a ca­

bo reacciones bioqu{micas que hacen positle el proceso de -

la célula viva. En un sentido, las enzimas son moléculas 

afines a la vida o sea, ellas son destru!das o inhibidas 

por los mismos agentes que destruyen la vida como sona ca-­

lor, ácidos y bases. Los catalizadores naturales son alta­

mente espec{ficos ~n su acci6n y muy difer.ntes enzimas se 

requieren frecuentemente para completar una serie de reac­

ciones que tienen lugar dentro de la célula viva. 

El interés com~rcial en las enzimas es debido a su -­

utilidad en muchas áreas incluyendo el procesado de ali•eE 

tos, la industrie textil, industria de pieles, fermentaci~ 

nes, y productos farmacéuticos. Algunas enzimas son util! 

zedas en artes fotográficas y como reactivos estándares. 

La producción total de enzimas o cifras vendidas no estln 

disponibles, pEro la industria t~xtil ha reportado grandes 

cantidades. Tanto como 1,500 000 libras al afto de enzimas 

que fueron usadas para la industria textil. 
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·Procedimiento para la Fabricación de Enzin1as. 

Las fuentes más importantes en la ind~stria ~nzimática 

provienen de bacterias, hongos, plantas y animales. Desde 

el punto de vista de Ingeniería las enzin1as se obtienen por 

dos diferentes caminos básicosa la extracción, (el objeto -

de este reporte), y fermentación (para la extracción de en­

zimas microbi~naa). 

Las enzimas comerciales son purificados de mezclas de 

enzimas que se encuentran con otros materiales provenientes 

de una preparación industrial sin contaminantes químicos. 

La extracción es el m~todo más antiguo de la prepara-­

ción de enzimas comerciales y es utilizado para la produc--

ción de enzimas de fuentes anin•ale:s y vegetales. 

Laboratorios Paul •Lewis. 

La firma Wisconsin fu~ incorporada en 1937 y, desde efl 

toncas, se ha concentrado en las técnicas de producción de 

enzimas y la enzimolog!a. Los productos Paul Lewis se div1 

den en dos grandes grupos; industrias lecheras y cervece--

ra. El mayor producto lacteo es el extracto de renina. 

Otros incluyen colorantes, catalasa, e inicio de cultivos. 

Para las industrias cerveceras Paul Lewis pr<para enzimas 

prpteol{ticas y diastáticas para muchos usos provenientes -
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· de talleres de prueba. 

La ranina es una enzima industrial típica en la prepa­

ración por extracción. El equipo es usado para la extrac-­

ción de muchas otras enzimas cornos papaína y ficina. 

La Ranina y Extracto de Renipao 

La renina es.una enzima que es inactivada por el calor, 

luz ultravioleta, formaldeh!do, cloroformo, dicromato y - -

otras sustancias. El componente principal que coagula la -

leche es una enzima secretada por el 4o. estómago de terne­

ro lactante. Su pfecursor inactivo es la prorrénina, la -­

cual es activada a renina por iones hidrógeno. 

Los cristales de ranina pura han sido preparados, pero 

sus propiedades químicas y físicas no han sido bien estudiA 

das. Todo lo que se sabe hasta aqu! es que el n.aterial pu­

ro tiene una taja solubilidad y que la forma cristalina y -

la actividad enzim~tica son conservadas durante el secado. 

Le 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~1esta a una temperatu­

ra de 50° C y pH 6.9 ~ 0.1 durante 14 minutos. 

Los trabajos m~s reci&ntes de ranina cristalina mostrA 

ron que un m!nimo de 4 componentes pueden ser separados e--
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·lectroforeticamente. Esto plantea la posibilidad de oue -· 

más de uno de estos componentes tienen una actividad de -­

coagulac.i6n de la leche. Además el fraccionamiento lleva­

ría un considerable aumento en la actividad espec{fica. 

Le cantidad exacta de ranina o más precisamente, la -

ranina (rennet) que ha sido usada en la fabricación de qu~ 

so es un problema- de discusión. muy probablemente fué us-ª 

do~ampliamente durante los d!as prebiblicos. Las enzimas 

con la actividad de coagulación fueron observadas cuando -

la leche fu' almacenada en bolsas de piel de cabra (actual 

mente en los estómagos de cabra). A111pliamente usados en -

aquella era. La lecha así guardada coaguló después de un 

corto tiempo llevándolo as! a la observación en la cual el 

tejido del ani~al puede coagular la leche. 

Aa! se encontró que el queso en el pasado se empezó a 

fabricar por la inmersión de los estómagos de los animales 

en la leche. Para conservar su abaEtecimiento de la leche, 

estos primeros fabricantes de queso empaparon los estóma-­

gos en suero ( es la porción líquida remanente después de 

que la leche es coagulada), entonces se virtió la mezcla -

en la leche de los próximos dÍas. 

La producción comErcial del extracto de renlna comen­

zcS an Europa. haca tien.po en el siglo XIX, y en los Estados 

Unidos haca unos 7.5 a"os. Paul l~wis empezó la fabrica- -



41 

ción del material en l95B. 

rrecuentemente, cerca de 300,000 galones del lOO% de 

extracto de ranina domercialmente estandarizado es usado -

en los Estados Unidos. El uso mundial es calculado como -

el equivalente a 1,000 oao galones del extracto de ranina 

come:rcial americana. Cerca de 1 nal. da re:nina es usada P.! 

ra fabricar queso Cottagge, de.lOOO libras de leche. los 

diferentes quesos necesitan variadas cantidades; por ejem-

plo, Chedder usa de 3 e 3.5 onzas. Paul Lewis y otros pr~ 

ductores fabrican cerca del 90 a 95% de toda la ranina pr~ 

ducida hoy para el consumo de los Estados Unidos. 

Preparaci6n de la materia Prima. 

Los est6magos de terneros en el rastro son empacados 

con grandes cantidades de sal en barriles de acero con un -

recubrimiento de polietileno o en barril6& de made:re. Si -

no son proce~ados inmediatewente, los estómagos son dejados 

en estos recipientes y almacenados acerca de -30a F. A es­

ta baja temperatura Paul Lewis no encontr6 una p~rcida epa­

rente de la actividad enzimática a~n despu€s de varios a~os 

de almacenamiento. 

En la preparaci6n del tejido para la extracci6n, los -

est6magos son primero lavados con una solución de cloruro -

de sodio saturado, una solución menos concentrada extraería 
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prorrenina pare remover la sal sólida. Los estómagos son -

entonces extendidos y se separa de ellos el exceso de gra-­

sa. tos estómagos lavados y dtsengrasados son colgeoos en 

ganchos y secados en un horno con circulación de aire a 

110° r por 20 horas. 

El control de calidad er..pieza en la etapa de secado. 

Sacando de un barril de aproximeda~r.ente 700 estómagos, lO 

de ellos son escogidos el azar ( hasta 20 de un nuevo pro-­

veedor), y extraído con agua de sal. Para sEr acEptable, -

el extracto de ranina cruda debe ser revisado en algún por­

centaje arbitrario de un esttnder purificado. El embarcue 

ea entonces clasificado sobre les beses de la actividad del 

extracto. 

Debido e que loa estómagos individuales varíen amplie­

mente en el contenido de le enzi~a (los niveles de ranina -

dependen de la dieta del ternero), este tipo de revisión -­

puede parecer m'• bien imperfecta. Pero les comparaciones 

estadísticas de estas evaluaciones preliminares con la pro­

ducción actual producen una correlación estrecha. Este ex­

tracto de la auestra es descartado despu~s del ensayo y la 

serie principal de loe estómagos es entonces enviada a la -

etapa de extracción. 

La Extracción es el Corazón del Proceso. 
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Antes de la extracción, los estómagos son molidos en -

un molino de martillo con cualquier pedacer!a de'madera o­

lana de vidrio. La proporción es aproximadamente acerca de 

3 a l. Hay varias razones para usar la lana de vidrio ó p~ 

dacer!a de madera. Primero, los mat6riales sirven como so-

portes inertes, con el f!n de ayudar a filtrar.· Otros ti-­

pos de soportes absorver!an algún material activo del teji­

do, mientras que la lana de vidrio o pedacer!a de madera -­

absorb~n muy poco. Otra razón para usar un soporte es la -

mucina ( es una glicoprote!na). Si los estómagos fueren e~ 

tre!dos sin un soporte inérte las características viscosas 

de las mucinas podrían permanecer en el fluido extraído. 

Por otra parte, la mucina hace la masa de la extracción tan 

espesa que no puede ser agitada o centrifugada. 

La mezcla molida en el molino de martillo ea transpor­

tada a tanques para extracción de madera. Paul Lewis usó -

una serie de tanques semejantes. Cada tanque tiene una ca-

pacidad de 2000 galones y guardan el equivalente de 10,000 

a 15,000 estón.agos. Cerca de 10 pulgadas, del fondo del 

tanque está una rejilla de madera cubierta con pedacería de 

madera no molida, la cual sirvE como una cama. El tejido -

pulverizado en lana de vicrio o pedacer!a de madera es mez-

clado y puesto dentro del tan~ue. 

Una solución de extracto de renina obtenida de las op~ 
raciones previas al lavado de renina es usada para cubrir -
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·el contenido de los tanques. Esta cubierta del lavado tie­

ne una concentración de sal de aproximadamente 10% y un pH 

de 5.95 a 6.05. La extracción a contracorriente es empeza­

da y continuada por dos dÍas si la concentración de sal es­

tá en su Óptimo (lllj.(). La extracción toma más tien.po si la 

concentración de cloruro de sodio es mayor del lQ%. 

Un sistema de expansión de rreon lleva e la mezcla -

de la extracción de 35° a 40° r. Una porción del líquido­

circulante ve sobre la bovina ·del refrigerador, la tempera­

tura la cual es controlada termostáticen•ente. Una bomba de 

circulación mueve el lí~uido de la extreccián, el cual es -

analizado diariamente para la actividad de la coagulación -

de la leche. 

Cuando la actividad deja de increffientarse el fluído es 

secado a ten~ues de acabado también hechos de madera. Aquí 

la prorrenina en el extracto es activada a r~nina con solu­

ción de HCl al lB%. El ácido es agregado con agitación ha~ 

ta que el pH del extracto alcance 4.6; alrededor de dos ho­

ras. La activación requiere d~ 14 a 36 horas, dependiendo 

de cuanto tiempo tome la prorrenina para ser convertida a -

ranina. 

Cuando no hay un nuevo aumento de actividad, el exceso 

ácido es neutralizado por adición de una cantidad estequio-
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m~trica de bicarbonato de sodio coffio una agua viscosa. [s­

te tratamiento eleva el pH a aproximadamente 5.7. Durante 

la neutralización la agitación es continuada con una vari-­

lla para eliminar el dióxido de carbono forD•ado y ayuda e -

reemplazarlo con aire. 0Lspués, el propilen glicol es afta­

dido a una concentración de alrededor de S%. El glicol ac­

túa como estabilizador de la proteína (o solubilizador) y -

mantiene bajo el crecimiento bacteriano. Son agregados el 

sabor caraway y el color caraffielo,as! como el propionato de 

sodio (2%) y benzoato de sodio (0.1%). La tierra de diato­

meas son tambi~n agregadas en esta etapa para ayudar en le 

operación de filtración. 

El contenido de los tanques pasan por dos filtraciones 

Primero, el material es Lombeado e una bolsa de filtraci6n 

constru!da según las especificaciones de Paul Lew~e. Las -

bolsas de filtración son sostenidas en una posición verti-­

cal. Estas bolsas están hechas de caftamo y son forradas en 

el interior co~• muselina. 

Aproximadamente se llena al principio una 3a. parte de 

la bolsa con extracto. El líquido inicial el cual se fil-­

tra completamente de las bolsas es bombeado y regresa a trA 

v~s del filtro. Cuando el filtrado es claro y pasa de un -

lado a otro, es bombeado del fondo de los aparatos de fil-­

tración a un tanque de almacenaje refrigerado. Cuando la -
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'filtración empieza a bajar lentarr.ente, nuevamente son llen_s 

das la 3a. parte de las bolsas. 

El líquido obtenico de esta primera filtración es ana­

lizado. El paso de control de calidad incluye la actividad 

enzimática, pH, concentración de sal, color y claridad. Si 

el extracto pasa todas las pruebas es aprobado temporalmen­

te. 

Comienza la segunda filtración. Otra unidad de filtr~ 

ción semejante a la usada anteriormente excepto que tiene -

los filtros de las bolsas más pecueños. El extracto de la 

segunda filtración pasa las mismas pruebas de control de -

calidad. Después son enviados al departau.ento de bacteri_!;! 

log!a. 

La prueba bacteriológica ll~va 96 horas y es designada 

~ara determinar si hay o no bacterias forfuHdoras de gas, -­

ninguno da estos microorganismos son permitidos por los pa­

trones de Paul Lewis. Nunca hay bongos ni lavaduras. Todo 

material rechazado es reprocesado. Y si el producto es a-­

probado está listo para empaquetarse. 

El extracto de ranina es empaauetado en bolsas de po-­

lietileno, en cartón o cajas de madera. Los tambores de -­

acero fueron usados hasta hace poco. Estos llegaron a ser 
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anticuados por los problemas de corrosi6n que se encontra--

ron debido a la concentreci6n elevada de sal en el extrac-­

to. 

El nuevo paquete de polietileno tiene varias ventajas 

definitivas sobre los otros recipientes. Es ~lcil para e~ 

barcar, peso ligero, conveniente para almacenar y sencilla 

para manejar. Los paquetes vienen en dos ta~anos~ 1 y 5 -

galones. Las bolsas de plástico son llenadas, selladas al 

calor, y las cajas de cart6n cerradas. Una conveniencia -

más es ~ue los recipientes vac!os son descartados por el -

consumidor. Paul Lewis tambi~n fabrica enzimas en polvo, 

principalmente pari mercados extranjeros. El polvo es fa­

bricado principalmente por una técnica de precipitaci6n de 

sal. Una porción de la producción de la ranina en polvo 

es dirigida a la fabricación de queso casero~ es raro en -

los Estados Unidos pe.ro muy comt1n en Europa y otras partes 

del mundo. El polvo es envasado en ·recipientes de 25 gra­

mos para este propósito. 



PURlflCACION PARCIAL 

Casi todos los tejidos contienen cientos de proteínas 

con actividad enzimática. La purificación de la enziu.a im­

plica el aislamiento de una proteína específica a partir -­

del extracto crudo de células totales el cual contiene mu--

chos otros compuestos de la proteína. 

Los pasos que se siguen para esta purificación son los 

siguientes a 

a) El extracto crudo de la enzima concentrada es cen-­

o trifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4 c. y se dese-

chan los sólidos residuales. 

b} El sobrenadante claro de la en<ima se precipita - -

agregando solventes orgánicos como etanol ó acetona a 4° c. 
(volumen de acetona o alcohol y enzima sobrenadante 3:1), -

centrifugar a 10,000 rpm durante 15 minutos a 5° e y decan-

tar •. 

e) El precipitado de la enzi~a sólida con acetona se -

disuelve en buffer de acetato ó fosfato a pH 5.6 y dializar 

con el mismo buffer de 16 a lB horas a 4° c. 

Solución A • 11.55 ml. de ácido ac&tico glacial a un -

litro. 

Solución a • 16.31 gr de acetato de socio anhidro ó 
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27.22 gr de acetato de sodio 3H
2

0 de 

cristalización en un litro de agua dest! 

lada. 

Se mezclan 4.8 ml. de solución A y 45.2 rnl. de solu-­

ción B en 100 ml. 

d) Le solución de la snzi~e dializada es centrifugada 

a 5000 rpn• durante lO minutos a 4° C y desechar sólidos r~ 

si duales. 

e) La solución clara acuosa de la enzima se liofiliza. 

( nitrógeno líouido, hielo y sal). 
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PRUEBAS BACTERIOLOGICAS 

l. lliETOOO PARA ANAEROBIOS. 

Medio de Cultivo: Infusión c~rebro de Corazón 

Resultados Anaerobios Negativos 

2. ruETODO PARA SCHERICHIA COLI. 

Medio de Enriquecimientos' Brillant Green Bile 

medio Selectivos EmB agar 

Resultados E. coli Negativa 

3. mETODO PARA ESTA~ILOCOCO. 

medio de EnriGuecimiantoa Infusión Cerebro de Co­

razón. 

medio Selectivo: 

Resultado: 

4. OJETODO PARA ESTREPTOCOCO. 

ftledio No. 110 

Estafilococo positivo. 
Coagulase negativa. 

Medio de Enriquecimientos Soya tripticasa ó Infu­

sión Cerebro de Corazón. 

Medio Selectivos Celosa Sangre. 

OBSERVARa Grado de Hemólisis. 
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- Hamólisis Parcial 

- HEmÓlisis Total 

- No hay he•Ólisis 

Si es positiva se hace la Tinción de Gram. 

Resultado a No hay hemólisis. 
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RESULTADOS OBTi.IUDOS DE LA MU!:.STRA LIQUIDA PARA mEDIR 

LA ACTIVIDAD DE LA ENZiffiA SOBRE LA LECHE. 

No. DE muESTRA LECHE ENZill•A TIEmPO 

ml. ml. m in. 

1 50 l 31 

2 50 2 29 

3 50 3 27 

4 50 4 25 

5 50 5 23 

6 50 6 21 

7 50 7 19 

a 50 8 17 

9 50 9 15 
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RESULTADOS DBTENIOOS DE LA MUESTRA LICFILIZAOA PARA lliEDIR. 

LA ACTIVIDAD DE LA ENZiffiA RENINA SOBRE LA LECHE. 

No. DE 1\'lUESTRA LECHE ENZIIIIA TIEI\1PO 

m l. m gr. seg. 

1 50 6.00 500 

2 50 5.75 520 
...., 

3 50 5.5o-- 540 

4 50 5.25 560 

S so 5.00 580 

6 50 4.75 632 

7 50 4.50 656 

6 50 4.25 732 

9 50 4.00 862 
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CONCLUSIONES 

Tomando en cuenta GUe este producto tiene una gran de­

aanda en nuestro Pa!s as! como en el Extranjero comparándo­

la con otras clases de enzimas, podemos sacar las siguien-­

tes conclusiones del presente estudio. 

Por lo que se refiere a los parámetros realizados con• 

sidero que la cuenta estándar en las placas no fueron elev~ 

dae ni se encontraron microorganismos pat6genos para el ho~ 

bre, sin embargo existen muestras en que se encontraron uno 

cuenta alta, esta posiblemente se deba a la forma de tratar 

desde un principio la muestra, o sea que se recomienda uti­

lizarla inmediatamente. 

Tambiln hubo necesicad da buscar un mltódo de purifi• 

caci~n de la enzima, pare mayor seguridad de los resultados 

obtenidos. 

Adem~s se 11ofiliz6 cierta cantidad del extracto para 

comparar la actividad de la enzima ranina tanto de esta fo~ 

aa como líquida. 



IX. B I B L I O G R A F I A. 
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