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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion trata sobre la extraccion de la
guimosina producida de forma natural a través del cuarto estobmago de ternero,
a partir de diferentes tiempos de extraccion y edades del bovino, a escala
laboratorio.

La quimosina o rennina es una enzima empleada comunmente como
cuajo en la elaboraciéon de quesos; es producida por las vacas en el abomaso
(cuarto y ultimo estdmago). Se llevé a cabo el procedimiento experimental a
escala laboratorio de la extraccién y purificacion de la enzima, a través de un
meétodo en el que se evaluaron dos variables importantes en el rendimiento de
la obtencién de la enzima. La primera fue la duracion de la maceracion
dinamica, la cual tuvo duraciones de 1, 2 y 3 horas; de igual manera se evalud
al ternero a dos diferentes edades; la primera fue en edad de lactancia y la
segunda en edad de poslactancia, para determinar como afectan estas dos

variables en el rendimiento.

De igual manera se obtuvo el rendimiento de la actividad enzimética,
determinando que el mayor rendimiento se presenta en un tiempo de
maceracion dinamica de 2 horas, utilizando el abomaso de ternero en edad de
lactancia como materia prima 36,437 % de rendimiento. De igual manera el
menor de los datos se registré en un tiempo de maceracion dinamica de 1 hora,
utiizando abomaso de ternero en edad de lactancia de 35,327 % de

rendimiento.
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Se realiz6 la determinacion de densidad de la enzima y el analisis

microbiolégico de la quimosina en solucién.
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OBJETIVOS

General

Evaluar las condiciones de extraccion de la quimosina producida de forma
natural, a partir del cuarto estbmago de ternero con base en dos diferentes
edades y en funcion de tres tiempos de maceracién dinamica bajo la
especificacién de la patente europea “Procedimiento para la recuperacion de
quimosina producida de forma natural”; numero de publicacion ES 2 078 345 de

fecha 01.04.92, a escala laboratorio.

Especificos

1. Obtener la quimosina producida de forma natural a partir del abomaso
de ternera en edades de lactancia y poslactancia, para evaluar la
actividad enzimatica y su rendimiento.

2. Realizar la extraccion por maceracion dinamica de la quimosina a tres
diferentes tiempos, determinando cémo afecta la actividad enzimética y

su rendimiento.

3. Analizar el comportamiento de la densidad experimental de la solucion

salina que contiene la quimosina segun las edades del bovino.

4. Realizar analisis microbiolégico y determinar si la solucion contenedora

de quimosina es apta para el consumo humano.
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Hipotesis
Hipotesis de trabajo

Existe una diferencia significativa entre la edad del ternero y como influye
en el rendimiento de la actividad enzimética. De igual manera la duracion del
tiempo de maceracion dinamica influye de forma significativa en el rendimiento
de la actividad enzimética y el rendimiento enzimatico y determinar si el
procedimiento garantiza una quimosina inocua y apta al consumo humanao.
Hipotesis estadistica
Hipotesis de investigaciéon (H,1):

Existe diferencia significativa en parametros como la edad del ternero y la
duracion de la maceracion dindmica en la actividad enzimatica, el rendimiento
enzimatico y la densidad de la quimosina.

Hipotesis de investigacion (Hi,»):
La quimosina obtenida es apta para el consumo humano.
Hipotesis nula (Ho 1):
No existe diferencia significativa en parametros como la edad del ternero

y la duraciébn de la maceracion dinamica en la actividad enzimatica, el

rendimiento enzimatico y la densidad de la quimosina.
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Hipotesis nula (Ho 1):

La quimosina obtenida no es apta para el consumo humano.
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INTRODUCCION

La quimosina o rennina, cuyo codigo es E.c.3.4.23.4, es la enzima
proteasa se obtiene tradicionalmente del abomaso de terneros joévenes. La
accion principal de esta enzima es la de cuajar la leche que toman,
garantizando asi una mejor absorcién. La quimosina posee una mayor fuerza
de coagulacion que los cuajos utilizados convencionalmente, ya que para este
fin puede ser también aplicable la enzima que se activa al inhibirse la

produccién de quimosina en los terneros.

Existen distintos tipos de cuajo; los hay de tipo animal (de ternero, cordero
y cabritos), cuajo vegetal, microbiano y genético. Entre la clasificacion anterior
la quimosina pertenece al tipo de cuajo animal, la cual puede ser obtenida a
partir de cualquier rumiante. Para su obtencidn se realiza una serie de pasos
definidos; primero se efectia una homogeneizacién de cuchillas, en las cuales
las células grandes se rompen mediante accidn de corte que permite liberar la
enzima, en este caso la quimosina. Luego se realiza una maceracion dinamica
durante un tiempo definido para garantizar la maxima extraccion de la enzima,
seguida de una filtracion para eliminar contaminantes solidos que permitan

obtener como resultado una solucion contenedora de quimosina.

Después de realizado lo anterior se procede a un centrifugado para
eliminar cualquier contaminante en suspension y asi tener una mayor
purificacion de la enzima. Se efectia una cromatografia de intercambio
cationico en la cual se hace pasar la solucién contenedora de quimosina,

permitiendo también el paso de todos los demas contaminantes en solucion.
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Debido a que la quimosina se adhiere a la resina catidnica junto con la
pepsina, se realizan dos lavados: el primero con cloruro de sodio para eliminar
la pepsina adherida a la resina cationica y luego un lavado con una solucién de
cloruro de sodio y fosfato diacido de sodio, liberando asi la quimosina adherida

a la resina y obteniendo una quimosina en solucion.

Es importante determinar los principios basicos que conforman el
procedimiento anterior, ya que de esta manera se garantiza una mejor y mayor
obtencién de quimosina, en este caso. La importancia de la quimosina es su
fuerza de cuajo; es mucho mas potente a la existente en el mercado comercial,
debido a que se obtiene del abomaso, una materia prima que muchas veces es

desechada.
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1. ANTECEDENTES

Se realiz6 un estudio del caso que se encuentra plasmado en una
patente europea titulada “Procedimiento para la recuperacion de quimosina
producida de forma natural Num. ES 2 078 345", la cual muestra un analisis en
la metodologia para la obtencion y purificacion de la enzima llamada quimosina,
a partir de soluciones acuosas que la contienen, obtenidas a partir de la

extraccion de fuentes naturales.

En esta metodologia se describe la manera por la cual se puede obtener
la quimosina, ya que al momento de realizar la extraccion directa del cuarto
estbmago del ternero, esta solucion contiene muchos contaminantes como la

pepsina, la cual afecta el rendimiento del cuajo en la elaboracién de queso.

Este estudio enfatiza en la manera en que se puede lograr la purificacion
de la enzima; este proceso consiste en una extraccién liquido-liquido en la que
existe una formacién de dos fases con un polialcohol, poliéter o polisacéarido
sustituido y no sustituido de alto peso molecular, y una sal inorganica en donde
la fase del polietilenglicol contiene a la enzima; posteriormente de esta fase se
podr& obtener la enzima mediante el proceso de adsorcion a un intercambiador
i6nico, eliminando mediante lavado el polimero que forma la fase y la

recuperacion posterior de la enzima.

Este procedimiento permitira obtener una quimosina con mas del 10 %
en peso de contaminantes, lo cual beneficiard en el rendimiento que la enzima

tenga en la elaboracion de quesos.






2. MARCO TEORICO

2.1. Aparato digestivo de rumiantes

Los rumiantes son animales poligastricos, es decir que la estructura
anatomica de sus estbmagos es sumamente compleja por estar formada por 4
compartimientos que son: el reticulo, rumen, omaso y abomaso. Los tres
primeros se denominan conjuntamente preestbmagos y poseen mucosa
glandular y el dltimo de los cuatro, el abomaso, es el que posee una estructura
glandular equivalente a la del estbmago simple en los monogastricos.

2.1.1. Rumen o panza

El rumen actia como una camara de fermentacién microbiana y es el
lugar principal de asimilacién de &cidos grasos de cadenas cortas. El rumen
forma junto con el reticulo el reticulo-rumen. Alli el alimento es fermentado por
microorganismos anaerobicos que pueden utilizar la fibra, especialmente la

celulosa, para obtener la energia necesaria.

El rumen se encuentra dividido en sacos; el dorsal y el ventral por los

pilares y su superficie interna es de tipo epitelial.

2.1.2. Reticulo, redecilla o bonete

Su funciéon es movilizar el alimento digerido hacia el rumen o hacia el
omaso en la regurgitacion del bolo alimenticio después de la rumia. Esta

presenta una forma piriforme y es el mas frontal y pequefio de los ventriculos.
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2.1.3. Omaso

Este ayuda a reducir el tamafio de las particulas del alimento digerido.
Interviene en el control del paso del bolo alimenticio hacia el tubo digestivo

inferior y extrae los liquidos retenidos en la ingesta.

Sus laminas y papilas pueden funcionar como una comunicacion directa
entre el reticulo y el abomaso para los liquidos y alimentos finamente triturados.

El omaso tiene una forma elipsoidal.

2.1.4. El abomaso

El abomaso o mejor conocido como cuajar, es la ultima parte del
estdbmago de los rumiantes. En rumiantes adultos secreta la rennina, la cual se
denomina cuajo; esta es utilizada comunmente en la elaboracion de queso a

nivel artesanal.

El abomaso secreta la rennina o quimosina ademas de acido clorhidrico
y pepsina, realizando una funcion similar al estbmago monogastrico. En este
organo los microorganismos y los residuos sin fermentar, pero digeribles de los
alimentos, se someten a la digestibn enziméatica y sus productos son
absorbidos. La secrecién de acido clorhidrico y pepsina inicia la degradacion de
las proteinas alimenticias y microbianas; se produce la prorrenina en rumiantes
neonatos, el cual es un zimoégeno que al entrar en contacto con el &cido
clorhidrico se transforma en quimosina y ataca la proteina de la leche conocida
como caseina en presencia de iones calcio, formando un producto denominado

paracaseina, al que posteriormente desdoblan enzimas duodenales.



Figura 1. Sistema digestivo de un ternero

Abomaso

Fuente: sistema digestivo de terneros. www.ugrj.org.mx/index.php?option=com_content.

Consulta: marzo de 2015.

2.2. Quimosina

La quimosina o rennina cuyo cédigo es E.c.3.4.23.4, es una enzima
proteasa que se obtiene tradicionalmente del abomaso de terneros jovenes. La
quimosina es producida por las células principales en el estbmago de bebés y
nifios, con el fin de cuajar la leche que toman, garantizando asi una mayor y
mejor absorcién. Se encuentra como enzima digestiva mezclada con pepsina,
siendo la proporcion de quimosina y la calidad del cuajo mayor cuanto mas
joven es el animal. También se encuentra en otras especies animales como el

cerdo.

2.2.1. Sintesis

La quimosina se sintetiza como preproquimosina, proteina que tiene en
su cadena 58 aminoacidos mas que la quimosina activa, y que no tiene
actividad proteolitica. Se secreta al estbmago como proquimosina; también
inactiva tras el corte de 16 aminoacidos, y se transforma en el enzima activo por
la eliminacién proteolitica de otro fragmento de 42 aminoéacidos, quedando con

un peso molecular de aproximadamente 30.700.



El enzima, como todas las proteinasas, puede autodigerirse si se
conserva en las condiciones en las que es activo. Puesto que la quimosina se
inactiva reversiblemente con concentraciones elevadas de cloruro de sodio, se
conserva en esta forma. Al disminuir la concentracion salina al utilizarla, se

reactiva nuevamente.

La quimosina tiene tres variantes genéticas, la variante A, con un resto de
aspartico en la posicion 286 y la B, que tiene en esa misma posicion un resto de
glicina y la variante C. La variante A es algo més activa que la B frente a la
caseina kappa, posiblemente porque la carga del aspartico favorece su
interaccion con ella. En cambio, la variante B es algo méas estable a pH 3.5 0

inferior.

2.2.2. Quimosinarecombinante

Se han desarrollado técnicas para la produccion de quimosina utilizando
microorganismos en cuyo genoma se ha insertado el gen de la proguimosina
bovina. La cadena polipeptidica es evidentemente la misma que la de la

guimosina bovina, pero la glicosilacion es distinta.

La primera quimosina recombinante se obtuvo en quimosina B, en la
levadura Kluyveromyces lactis con el nombre comercial de Maxirem. Se
sintetiza en forma de proquimosina que se activa tras el lisado de las células,
una vez detenida la fermentacion. Quimosina B en el hongo filamentoso
Aspergillus awamori, gen de la proquimosina. Se segrega al medio de cultivo,
de donde se recupera. Quimosina A en Escherichia coli k-12; quimosina B. en
pichia pastoris, otra levadura. La proguimosina se almacena en cuerpos de
inclusion, siendo necesario destruir las células microbianas y solubilizar la

enzima.



2.3. Cuajo

Es una sustancia presente en el abomaso de los mamiferos rumiantes;
contiene principalmente la enzima llamada rennina o quimosina, utilizada en la
fabricacion de quesos, cuya funcion es separar la caseina que conforma casi el
80 % aproximadamente del total de proteinas de su fase liquida, la cual esti

formada por agua, proteinas del lactosuero y carbohidratos, llamado suero.

La acciéon de la enzima sobre la caseina y el calcio disuelto en la leche
forma paracaseinato de calcio, comunmente llamado cuajo. El cuajo es
conocido desde tiempos muy antiguos, pero su componente activo y puro, la
guimosina, es conocida solo desde hace unas cuantas décadas. El cuajo
antiguo se obtenia del estbmago de terneros lactantes. Se sumergia una parte
del estbmago en salmuera y tras dejarlo reposar hasta que la rennina difundiera
a la salmuera, se utilizaba parte de ese liquido en la leche a cuajar. El
inconveniente de este método antiguo radicaba en la dificultad para obtener
dosis precisas de cuajo, y en su variabilidad de concentracién a lo largo de su
tiempo de uso.

El cuajo quimico, la quimosina pura, no tiene este inconveniente, por lo
que es mas facil estandarizar los tiempos de cuajado. En cuanto al cuajo puro,
existen cuajos naturales: quimosina extraida cortando el estémago de los
terneros y cuajo sintético, descubierto hace una década y de presentacion en
pastillas; esta es quimosina obtenida a partir de procedimientos de sintesis

guimica sin usar el estbmago de terneros como materia prima.

La accion de la quimosina es bien conocida por la industria lactea. Actla
directamente en un punto delimitado de la caseina con calcio. Al alterar dicha

molécula se inicia la formacion de un gel que atrapa la mayoria de los



componentes solidos de la leche; este gel se contrae poco a poco ayudado por
la acidificacién previa de la leche por medio de bacterias acidolaciticas, y al
contraerse va expulsando suero. Al cortar el gel en cubitos, se logra separar

entre un 50 y un 90 % del contenido inicial del suero de la leche.

La efectividad del cuajo estd en funciébn de la temperatura y la
concentracion del sustrato; en este caso la leche, concentracion de calcio y la
acidez. Las temperaturas usuales de coagulacién pueden variar entre los 28 °C
y los 41 °C, aunque lo mas usual es una de 35 °C; segun el tipo de queso se
pueden hacer mezclas de leche con una acidez que puede variar entre 0,18 %

de acidez titulable hasta el 0,46 %.

2.3.1. Cuajo animal

Este procede del cuarto estbmago de los rumiantes entre estos los
terneros, corderos y cabritos. En estos predominan las proteasas, las cuales
ayudan a la digestion de las proteinas. Entre las principales se encuentran la
quimosina y la pepsina; la quimosina es abundante en los animales recién
nacidos y va disminuyendo su produccion a medida que crece el animal,
aumentando asi la produccion de pepsina en la que un animal adulto cuenta

con mayor cantidad.

Existen diferentes tipos de cuajo animal entre estos estan los
comerciales y los artesanales. Se extraen muy comunmente de los bovinos, los
cuales son en su gran mayoria; estos pueden presentarse en liquidos y en
polvo; en estas la diferencia es la cantidad de quimosina y pepsina, ya que la
guimosina Unicamente se puede contener en forma liquida. De los animales
ovinos se conocen muy pocos tipos de cuajos y los Unicos en los que se puede

encontrar en estado liquido.



2.3.1.1. Cuajos comerciales

Las ventajas en los cuajos comerciales es su fuerza coagulante
estandarizada de lote a lote, la cual se puede medir en unidades de fuerza
conocidas y su coagulacion es uniforme. Se sabe que contienen quimosina o
pepsina, su actividad proteolitica general es baja, no requieren esfuerzo de
preparacion y su calidad microbiolégica es controlada; la gran mayoria solo
contienen proteasas y no contienen lipasa pregastrica. Entre los cuajos
comerciales extraidos de bovinos se pueden encontrar en la siguiente
proporcién: 95 % quimosina, 80 % quimosina y 20 % pepsina; 60 % quimosina

y 40 % pepsina; 20 % quimosina y 80 % pepsina.

Entre los cuajos comerciales extraido de corderos se pueden encontrar

de la siguiente manera: 75 % a 80 % quimosina y 25 % a 20 % pepsina.

2.3.1.2. Cuajos artesanales

Estos son preparados por los mismos queseros Yy las recetas varian segun
su localidad. Estas pueden ser en forma de pasta, extractos liquidos o cuajar
seco. Los procedimientos de obtencidn suelen ser laboriosos y largos. Este tipo
de cuajo por lo regular presenta altos indices de contaminacion microbiolégica;
su fuerza coagulante no es estandarizada de lote a lote, ya que de esta no se
tiene una concentracion exacta y se va dando un estimado a prueba y error los

primeros dias con cada lote.

La composicién enzimatica es desconocida; no se saben los porcentajes
de quimosina y de pepsina exactas; ademas, cuentan con presencia de lipasas

pregastricas.



Debido a los procedimientos de conservacién pueden presentar una
variacion de la composicion enzimética manifestada en una pérdida de actividad

lipasa pregastrica.

2.3.2. Cuajo vegetal

Estas se pueden obtener del cardo (Cynara cardunculus), alcachofa
(Cynara scolymus), cardo mariano (Silybum marianum), cardo estrellado
(Centaurea calcitrapa), planta lechetrezna (Euphorbia serrata), pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.), papaya (Carica papaya), diente de ledn, ortiga (Urtica

gracilis) y calotropis procera.

Estos son utilizados en paises como Espafia, Portugal, Grecia, norte de
Africa y Africa occidental, Oriente Medio, India y Afganistan. En los paises

occidentales su utilizacion es para la fabricacion de quesos vegetarianos.

Este tipo de cuajo se basa en el cultivo de plantas, recoleccion de flores
de plantas silvestres, adquisicion local de flores secas y no son disponibles

comercialmente. La fuerza coagulante suele ser muy variable.

2.3.3. Cuajo microbiano

Debido a la problemética que se suscitd en el suministro de cuajo animal a
partir de la década del 1940, se forz6 la busqueda de enzimas alternativas al
cuajo animal. La primera proteinasa microbiana utilizada fue la de Mucos
pusillus, pero presenta el problema de que es mas activa que el cuajo de
ternero. En la fabricacibn de quesos industriales se utilizan habitualmente

proteinasas obtenidas de microrganismos en lugar del cuajo animal.
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Una de las mas utilizadas es la proteinasa de Rhizomucor miehei, que es
también una aspartil-proteinasa, como la quimosina. El centro activo de esta
proteinasa como el de otras aspartil-proteinasas, esta situado en un profundo

bucle entre los dos dominios.

Esta es conformada por una mezcla compleja de proteasas microbianas,
obtenidas como resultado de la fermentacion y su posterior purificacion. Los
microorganismos autorizados para este tipo de préacticas son: Rhizomucor

miehei, Cryphonectria parasiticay Aspergillus oryzae.

Este tipo de cuajo trabaja con base en la hidrdlisis de la k-caseina,
produciendo la coagulacién de la leche, beneficiando la hidrdlisis de las otras
caseinas; ademas, puede ser bastante amplia. Estas enzimas son
termoestables y de tipo comercial. Sus presentaciones son: en liquido o en

polvo y su fuerza coagulante es estandarizada y conocida.

2.3.4. Cuajo genético

Para este tipo de cuajo utilizan el gen que codifica la quimosina bovina, el
cual es insertado en Aspergillus niger var, Kluyveromyces lactis. Esta es una
quimosina producida por medio de fermentacion y es altamente purificada; no
se detectan otras actividades enziméticas que afecten el grado de pureza. Las
caracteristicas de esta son exactamente iguales a las de la quimosina bovina, la
cual tiene la misma secuencia de aminoacidos y las mismas caracteristicas
enzimaticas; esta puede ser utilizada para producir quesos vegetarianos y se

puede encontrar comercialmente en forma liquida o en polvo.

Entre los distintos quesos que son elaborados a base de este tipo de

cuajo estan el chedar, manchego, feta, gouda y mozzarela.
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2.4, Aislamiento, separacién y purificacion de proteinas

Se puede tener poca influencia en la eleccién del material de inicio para
la purificacion de una proteina. Una fermentacion que ha sido previamente
optimizada para producir una gran cantidad de una enzima, en particular es un

ejemplo clasico.

2.4.1. Naturaleza y almacenamiento del material de inicio

El material para purificar una proteina puede venir de una gran variedad
de fuentes entre estos estan los tejidos animales, materiales de plantas, leche,
sangre y productos de cultivos microbianos. En la mayoria de los casos, el
interés se enfoca en una actividad biolégica en particular, tal como una enzima,
y el origen de esta actividad es a menudo de poca importancia. Se debe tener
por lo tanto un gran cuidado en la seleccion de la fuente adecuada de esta
enzima, ya que puede haber considerables variaciones respecto de la
concentracion y estabilidad de esta, como la disponibilidad y costos de la
materia prima, la presencia de actividades y proteinas interferentes, y

dificultades en el manejo de materias primas en particular.

Las proteinas son productos de la actividad ribosomal, por lo tanto estan
asociadas al metabolismo celular. Consecuentemente, sin importar la fuente,
las proteinas se localizan ya sea dentro de la célula, formando parte de su

estructura o secretadas fuera de ella.
Las proteinas localizadas dentro de la célula incluyen cuerpos de

inclusion insolubles, enzimas solubles o proteinas estructurales que forman

parte de una estructura celular tal como la membrana.

12



Las proteinas que son secretadas por las células o localizadas en el
espacio periplasmico también pueden proveer un proceso de purificacion mas
simple, dado que el nivel de contaminantes proteicos es reducido en

comparacion con el de proteinas intracelulares.

Ademas, las proteinas extracelulares como la lisozima y la amilasa son
generalmente mas grandes, ya que tienen que operar en ambientes adversos.
Las proteinas intracelulares son generalmente menos estables y presentan un
mayor reto para los cientificos purificadores debido a su mayor labilidad y
presencia de otras proteinas contaminantes. Cuando las proteinas estan
asociadas con material celular, es recomendable generar extractos clarificados
del material de inicio tan pronto sea posible, a través de rompimiento celular,
solubilizacion de la proteina blanco en un amortiguador apropiado y eliminacion

de las células a través de filtracion o centrifugacion.

Cuando la proteina es extracelular al material celular, se requiere una
separacion inicial que permita retirar las células y dejar un sobrenadante claro
que contenga la proteina blanca. A partir de entonces, la preparacion clara
puede utilizarse inmediatamente para la purificacion o se pueden congelar

alicuotas para uso futuro.

La utilizacibn de materiales de inicio mas frescos es sumamente
importante dado los procesos de degradacion natural y la contaminaciéon por
microorganismos que ocurren rapidamente y resultan en reduccién de los
niveles de proteina blanco y un material de inicio no representativo. Por lo tanto,
a menos que la purificacion se dé al momento de la obtencion del material de
inicio, la degradacion debe ser reducida a través, o mediante congelamiento a -
70 °C por dias.
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Es necesario considerar que durante el congelamiento ciertos cambios
pueden suceder en el material de inicio, los cuales, si no son verificados pueden

reducir subsecuentemente la eficiencia de la purificacion.

2.4.2. Extraccién de proteinas

Con el fin de aislar las proteinas intracelulares se debe realizar la ruptura
celular. Se encuentran disponibles varias técnicas de rompimiento celular, tanto
mecanicas como quimicas. Es necesario desarrollar un protocolo de ruptura
celular eficiente para liberar la proteina en forma soluble desde su
compartimiento intracelular. El protocolo de disrupcién debe ser lo mas suave
como sea posible para la proteina, dado que la etapa de extraccion es el punto
de partida para todos los procedimientos posteriores. El éxito de la ruptura
celular depende de una serie de variables, tales como la eleccién de buffers, la
presencia de inhibidores, proteasas, y el grado de 6smosis del buffer en
suspension. La condicion y constitucion del tampon de extraccién dependera de

la naturaleza del tipo celular, de la proteina blanco y su aplicacion.

Algunas de las técnicas y sus principios mas utilizados en la obtencion de

la proteina blanco son:

o Digestion enzimatica: esta se basa en la digestién de la pared celular
llevando a la disrupcion osmatica de la membrana celular. El tiempo de
lisis es de 15 a 30 minutos. Un ejemplo de estas son las bacterias Gram

positivas.

o Lisis por choque osmotico: esta se basa en una disrupcion osmotica de la
membrana celular. El tiempo de lisis es menor a los 5 minutos y un

ejemplo de esta son los glébulos rojos.
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Homogeneizacion manual: las células son forzadas a través de un
espacio estrecho, lo cual las lleva al rompimiento de la membrana
celular. El tiempo de lisis esta entre 10 a 15 minutos. Un ejemplo de esta
es el tejido de higado.

Homogeneizador de cuchillas: las células grandes se rompen mediante
accion de corte. El tiempo de lisis esta entre 5 a 10 minutos. Ejemplo de

esta son los tejidos muscular, animal y el de plantas.

Molienda con alumbre o arena: las paredes celulares se rompen debido a
superficies rugosas microscopicas. El tiempo de lisis esta entre 5 a 10

minutos. Un ejemplo son las bacterias.

Molienda con perlas de vidrio: las paredes celulares se rompen por la
vibracion rapida del vidrio. El tiempo de lisis esta entre 10 a 20 minutos y
un ejemplo de estas son las bacterias.

Prensa francesa: las células son forzadas a pasar a través de un orificio
pequefio a una presién muy alta. Las fuerzas cortantes desbaratan las
células. El tiempo de lisis es entre 10 a 30 minutos. Un ejemplo de estas

son las bacterias y células de plantas.

Zonificacion: la disrupcién celular se realiza debido a las fuerzas
cortantes y cavitacion causada por ondas sonicas de alta presion. El
tiempo de lisis esta entre 5 a 10 minutos y un ejemplo de esta son las

bacterias.
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2.4.3. Amortiguadores para extracciéon de proteinas

Las proteinas son macromoléculas biologicas extremadamente
heterogéneas. Sus propiedades pueden ser afectadas severamente por
pequefios cambios en la concentracion de iones hidrégeno, de tal forma que es
necesario un pH estable del ambiente proteico.

Se consideran varios factores durante la eleccion de un amortiguador.
Estos factores son el pKa y los efectos de la temperatura, interacciones con
otros componentes, compatibilidad con diferentes técnicas de purificacion,
absorcion UV, permeabilidad a través de membranas bioldgicas y costos.
Cuando se estudian las propiedades de una proteina, se debe determinar el pH
optimo de la actividad de la proteina con el objeto de elegir el mejor

amortiguador.

Para determinar el pH Optimo se aconseja empezar con una serie de
amortiguadores relacionados, que abarcan un amplio rango de pH. Una vez que
el pH optimo ha sido determinado, diferentes amortiguadores dentro del mismo
rango de pH pueden ser examinados para un efecto amortiguador especifico.
Cuando ya se ha elegido el tampon apropiado, es mejor trabajar a la minima

concentracion razonable para evadir efectos de “fuerza iénica” no especificos.

A continuacién se describen algunos de los amortiguadores utilizados

para la obtencién de proteinas.

o Fosfato: este es compatible con cromatografia de permeacion en gel e
intercambio catidénico. Es compatible con la mayoria de reactivos para
entrecruzamiento, y su costo es bajo. Entre sus desventajas estan la

deébil capacidad amortiguadora dentro del rango de pH, el cual es de 8 a
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11, precipita en presencia de cationes polivalentes, inhibe una amplia
variedad de enzimas, incluyendo las quinasas, fosfatasas vy

deshidrogenasas.

o Tris: este es adecuado para las cromatografias de exclusion y de
intercambio anionico; su costo es barato. Presenta la desventaja de tener
un pH por debajo de 7. Pasa a través de membranas bioldgicas,
contiene una amina primaria reactiva, por lo tanto forma aductos de
bases de schiff con aldehidos, e inhibe la conjugacion por

entrecruzamiento basado en aminas.

o Borato: su costo es barato. Forma complejos con motivos de ribosa de
los acidos nucleicos y otros mono y oligosacaridos. Se une a alguna

proteina y da origen a complejos metalicos.

o Carbonato: es de bajo costo, su solubilidad es limitada dado que el
carbonato esta en equilibrio con el diéxido de carbono; los estudios
deben ser llevados a cabo en sistemas cerrados.

2.4.4. Purificacion de la proteina

En la purificacion de proteinas es importante adoptar procedimientos que
no causen su desnaturalizacion, especialmente de la proteina de interés. La
eleccion de métodos de purificacion también esta influenciada por factores tales
como la forma en que se utlizara la proteina en estudios, la cantidad de
proteina purificada necesaria y los costos de materiales y reactivos utilizados en

la purificacion.
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Un paso de purificacion que pueda desnaturalizar la proteina no es
adecuado para estudios de sus propiedades biologicas, pero puede ser
adecuado para la determinacion de su estructura primaria, tamafio de
subunidad, entre otros. Los protocolos de purificacion para obtener un nivel en
microgramos de proteina purificada pueden ser diferentes de aquellos que
produzcan grandes cantidades de proteina purificada. El costo de los ligandos
utilizados para la inmovilizacion de matrices y para evolucidon de una proteina
unida en cromatografia de afinidad pueden ser factores limitantes para

purificaciones a gran escala.

Hay varias propiedades tales como peso molecular, carga,
hidrofobicidad, entre otros, que pueden ser explotadas para purificar o aislar
una proteina de una mezcla; estas propiedades se basan en varios

procedimientos cromatograficos y no cromatograficos.

Una proteina puede ser purificada en un paso simple, por ejemplo
cromatografia de afinidad o por una combinacion de varios pasos, por ejemplo
fraccionamiento con sales, intercambio idnico, filtracion en gel, entre otros. En
general las cromatografias de intercambio ani6nico se emplean para la
purificacion de proteinas acidas. Similarmente, para la purificacion de una
proteina béasica, la cromatografia de intercambio catiénico es la mejor eleccién.
La cromatografia de fase reversa es adecuada para una familia de proteinas

activas de carga similar.

2.4.5. Método de purificacion por fraccionamiento

El fraccionamiento de las proteinas mediante precipitacion con sulfato de
amonio es el método mas cominmente usado para enriguecer una proteina

particular. Las proteinas de alto peso molecular usualmente precipitan debajo
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de 25 % de saturacion de sulfato de amonio. Los extractos crudos pueden ser
sujetos a fraccionamiento en tres etapas 0-30 %, 30-60 % y 60-80 % de
saturacion de sulfato de amonio. Se evalGa la actividad de las proteinas

precipitadas de cada etapa mas el sobrenadante del 80 %.

2.4.6. Purificacion por medio de ultrafiltracion por membrana

La ultrafiltracién del extracto crudo a través de una membrana con un
peso molecular especifico de corte es una forma alternativa de enriquecimiento
de una proteina deseada sin una pérdida significativa de actividad biolégica. En
esta técnica los solutos son forzados a través de una membrana, usualmente
mediante presion de nitrdgeno no se utiliza aire para evitar la oxidaciéon de la
proteina. Solutos pequefios pueden pasar a través de los poros de la

membrana dejando retenidas las moléculas méas grandes.

Las propiedades de retencion de las membranas son normalmente
expresadas como un MWCO que rechaza aproximadamente el 90 % de una
proteina globular de un determinado peso molecular. Si la ultrafiltracion se
realiza primero con el propésito de, ya sea concentrar o desalinizar la proteina
purificada; entonces es importante realizar experimentos piloto para verificar la

capacidad de retencion de la membrana previo al uso.

2.4.7. Purificacion por medio de centrifugacién diferencial

El principio de separacion por medio de centrifugacion diferencial se basa
en las propiedades de tamafo molecular, forma y densidad de las diferentes
proteinas. Si se centrifuga en condiciones suaves, por ejemplo: poco tiempo o
poca fuerza de aceleracién, estas sedimentaran las particulas mayores o

densas. Cuando el sobrenadante de la primera centrifugacién es centrifugado
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de nuevo en condiciones de mas tiempo y méas fuerza de aceleracion,
sedimentan de nuevo las particulas mas densas presentes, y asi
sucesivamente. Esta técnica es ampliamente usada para el fraccionamiento

subcelular de un homogenizado de tejidos.

2.4.8. Purificacion cromatografica de proteinas

Todos los sistemas cromatograficos consisten en dos fases: la fase
estacionaria y la movil. La fase estacionaria puede ser un solido, un gel, un
liguido o una mezcla de sdlido y liquido. Mientras que la fase mévil puede ser
liguida o gaseosa y fluye a través de la fase estacionaria. Todas las
purificaciones cromatograficas de proteinas se basan en un equilibrio logrado
entre la fase estacionaria y la fase movil. La mayoria de sistemas
cromatograficos requieren cierto equipo en comun. Este es: reservorio para
amortiguador, tuberia, bomba peristaltica, columna, detector UV, graficador y

colector de fracciones.

2.4.8.1. Cromatografia de filtracién en gel

En la filtracién en gel, las proteinas son fraccionadas de acuerdo con su
tamafio relativo. Este tipo de cromatografia también es reconocido como la
cromatografia de permeacién en gel, cromatografia de exclusion por tamafio, y
de tamizado molecular. Ademas de utilizarse para purificaciéon, la cromatografia
de permeacion en gel también se utiliza para determinar el peso molecular de la
proteina y para eliminar impurezas de bajo peso molecular. En la filtracion en
gel, el liquido dentro de las particulas de gel esta en equilibrio con una fase
movil. Las moléculas de soluto se difunden por medio de un movimiento

browniano, tanto hacia dentro como fuera de las particulas del gel.
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Las moléculas son separadas debido a sus diferentes habilidades de
entrar a los poros de las particulas de gel. Las moléculas muy grandes no
pueden entrar en los poros de las particulas de gel y asi viajan muy rapido a

través de los espacios intersticiales de las particulas de gel.

2.4.8.2. Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio idnico es ampliamente usada al principio
de un esquema de purificacion y esta disefiada para la separacion de
compuestos idnicos o ionizables en la fase mavil; mediante el colector de iones
gue se encuentra del lado opuesto de la fase estacionaria esta puede ser un
empaque de la columna. En la cromatografia de intercambio i6nico, los grupos

funcionales ionizables se unen covalentemente a la fase estacionaria.

Las proteinas son anfotéricas; esto significa que contienen tanto cargas
positivas como negativas. La ionizacion de los residuos de lisina y arginina
producen cargas positivas, mientras que la ionizacion de residuos de &cido
aspartico y glutdmico producen cargas negativas. La ionizacién de tales grupos
es dependiente del pH, y por lo tanto la carga neta de una proteina sera funcién
del pH del amortiguador. A un pH idéntico al pL de la proteina, la carga neta de
una proteina es cero. A un pH mayor que el pL, la proteina estd cargada
negativamente, y aun pH menor que el pL, la proteina estd cargada

positivamente.

Durante la cromatografia, las proteinas de carga similar interactian con
cargas opuestas en la fase estacionaria, liberando otras proteinas de carga
idéntica a las cargas de la fase estacionaria, liberando otras proteinas de carga

idéntica a las cargas de la fase estacionaria.
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Las proteinas unidas pueden entonces ser eluidas o desplazadas de la
fase estacionaria por un nuevo ion; usualmente esta puede ser NaCl con una

mayor afinidad por las cargas fijas de la fase estacionaria que la proteina.

La cromatografia de intercambio i6nico se nombra con base en el signo
de las cargas desplazables. Asi, en la cromatografia de intercambio anionico las
cargas fijas son positivas, y las cargas desplazables en la fase movil son
negativas. Similarmente, en la cromatografia de intercambio cationico, las

cargas fijas son negativas y las cargas desplazables son positivas.

2.5. Actividad enzimatica

La calidad del cuajo se puede determinar por medio de la actividad
enzimatica, determinando su variable o escasa fuerza de coagulacién. Un cuajo
normal es capaz de coagular 10,000 veces su volumen de leche fresca; en
otras palabras un centimetro cubico coagulara diez litros de lecha a temperatura

de 35 °Cy en el plazo de 40 minutos.

En la actividad enzimatica se ven implicadas distintas leyes que se
deberan tomar en consideracion. La primera de ellas dice que la cantidad de
cuajo esta en relacion directa con la cantidad de leche. La segunda ley indica
que el tiempo actla inversamente a la coagulacién, es decir que a igualdad de
volumen de leche y a la misma temperatura, doble cantidad de cuajo requerira
mitad de tiempo; por ejemplo, si se cuaja en cincuenta minutos, al agregar el

doble de cuajo se conseguira la coagulacién en veinticinco minutos solamente.

La dltima de las leyes ensefia que la accion del cuajo esta en relacion
inversa con la temperatura de la leche, suponiendo constantes las otras

circunstancias.
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En la industria es importante la valoracion de un cuajo ya que lo mas
indispensable es comprobar la fuerza del mismo. Para ello se puede seguir un
meétodo y recordar que en un cuajo normal, un centimetro cubico es capaz de
coagular 10 litros de leche a 35 grados en cuarenta minutos, o 100 centimetros

cubicos solamente en veinticuatro segundos.

Recordando esto, se procede a tomar cinco centimetros cubicos de cuajo
y a mezclarlos con otros tantos de agua, afiadiendo dos centimetros cubicos de
la mezcla a 100 centimetros cubicos de leche, calentada a 35 °C, agitando
intensamente y observando el nimero de segundos que tarda en producirse la
coagulacion, momento que se determina exactamente frotando contra las
propias paredes de la vasija, con una varilla de cristal o con el mismo
termometro, pequefas porciones de leche, las cuales descenderan de forma
homogénea, hasta que se produzca la coagulacion; es decir, hasta el instante

en que se tornan granulosas. Hecho esto, basta realizar el siguiente célculo.

Figura 2. Ecuacién para determinaciéon de actividad enzimética

10,000 * 24

Actividad enzimatica = m

Fuente: Universidad Pais Vasco. Tipos de cuajos y sus caracteristicas. p. 35.

En la que N representa los segundos en que se realiz6 la coagulacion, la

cual esta dada en centimetros cubicos de cuajo por litro de leche.
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Porcentaje de rendimiento

El rendimiento quimico es la cantidad de producto obtenido a partir de
una reaccion quimica. Para determinar el rendimiento se divide la cantidad de
producto obtenido por el rendimiento tedrico y se multiplica por 100 para
obtener el rendimiento porcentual. Este se ve representado a partir de la

siguiente ecuacion:

Figura 3. Ecuacién para determinar el rendimiento porcentual

Rendimiento porcentual =

Rendimiento real

*100

Rendimiento teorico

Fuente: Ecuacién de porcentaje de rendimiento.
http://es.wikipedia.org/wiki/Rendimiento_qu%C3%ADmico. Consulta: marzo de 2015.

2.6. Adsorcién e intercambio iénico

Las operaciones de adsorcion explotan la capacidad especial de ciertos
sélidos para hacer que sustancias especificas de una solucién se concentren en

la superficie de la misma.

Las separaciones tipicas de liquidos incluyen la eliminacion de ciertas
proteinas en soluciones acuosas. Se pone en contacto con la fase insoluble el
solido adsorbente; la distinta distribucion de los componentes originales entre la
fase adsorbida en la superficie solida y el fluido permite que se lleve a cabo una

separacion.
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Otra operacion solido-liquido de gran importancia es el intercambio
i6nico, el intercambio reversible de iones entre ciertos sélidos y una solucién de
electrolitos, que permite la separacion y fraccionamiento de solutos

electroliticos.

La adsorcion es un proceso de separacion en la que ciertos
componentes de una fase fluida se transfieren hacia la superficie de un sdlido
adsorbente. Generalmente las pequefias particulas de adsorbente se
mantienen en un lecho fijo mientras que el fluido pasa continuamente a través
del lecho hasta que el solido est4 practicamente saturado y no es posible

alcanzar ya la separacion deseada.

Se desvia entonces el flujo hacia un segundo lecho hasta que el
adsorbente saturado es sustituido o regenerado. El intercambio de ion es otro
proceso que generalmente se lleva a cabo en semicontinuo, en un lecho fijo de
forma similar, asi que se debe ablandar o desionizar; se hace pasar sobre un
lecho de esferas de resina de intercambio ion, situadas en una columna, hasta
que la resina alcanza practicamente la saturacion. La separacion de trazas de
impurezas por reaccion con sélidos puede también realizarse en lechos fijos,
siendo un ejemplo bien conocido la separacién del acido sulfurico contenido en

el gas de sintesis, utilizando pellets de 6xido de zinc.

2.6.1. Adsorbentes y procesos de adsorcion

La mayor parte de los adsorbentes son materiales altamente porosos y la
adsorcion tiene lugar fundamentalmente en el interior de las particulas sobre las
paredes de los poros en puntos especificos. Puesto que los poros son
generalmente muy pequefios, el area de la superficie interna tiene varios

ordenes de magnitud superior al area externa y puede alcanzar valores tan
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elevados como 2000 m?/g. La separaciéon se produce debido a que diferencias
de peso molecular o de polaridad dan lugar a magnitudes variadas de peso
molecular o de polaridad que dan lugar a que algunas moléculas se adhieren

mas frecuentemente a la superficie que otras.

En muchos casos el componente que se adsorbe (adsorbato) se fija tan
fuertemente que permite una separacion completa de dicho componente, desde
un fluido sin apenas adsorcion de otros componentes. El adsorbente puede
regenerarse con el fin de obtener el adsorbato en forma concentrada o

practicamente pura.

La adsorcion a partir de una fase liquida se utiliza para separar
componentes organicos de aguas residuales, impurezas coloreadas de
disoluciones de azucar y aceites vegetales, asi como también agua de liquidos
organicos. La adsorcion se utiliza también para recuperar productos de reaccion
gue no son facilmente separables por destilacion o cristalizacion. Algunos tipos
de sélidos se utilizan indistintamente para adsorcion en fase de vapor y en fase
liquida, si bien los adsorbentes con mayor tamafio de poro son preferibles para

el caso de liquidos.

2.6.2. Isotermas de adsorcion

La isoterma de adsorcion es la relacion de equilibrio entre la
concentracion en la fase fluida y la concentracion en las particulas de
adsorbente a una temperatura determinada. Para el caso de gases la
concentracion viene generalmente dada como fraccion molar o como presion
parcial. Para liquidos, la concentracion se expresa habitualmente en unidades

de masa, tales como partes por millon.
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La concentracion de adsorbato sobre el sélido viene dada como masa
adsorbida por unidad de masa de adsorbente original.

2.6.3. La quimisorcién o adsorcién activada

Es el resultado de la interaccion quimica entre el sélido y la sustancia
adsorbida. La fuerza de la unién quimica puede variar considerablemente y es
posible que no se formen compuestos quimicos en el sentido usual; pero la
fuerza de adhesion es generalmente mucho mayor que la observada en la
adsorcion fisica. El calor liberado durante la quemisorcion es comidnmente
grande, es parecido al calor de una reaccion quimica. El proceso
frecuentemente es irreversible, en la desorcién, de ordinario se descubre que la

sustancia original ha sufrido un cambio quimico.

La misma sustancia, que en condiciones de baja temperatura sufrio
substancialmente solo la adsorcion fisica sobre un sélido, algunas veces exhibe
quemisorcion a temperaturas mas elevadas; ademas los dos fenémenos

pueden ocurrir al mismo tiempo.

2.6.4. Naturaleza de los adsorbentes

Los solidos adsorbentes por lo general se utilizan en forma granular,
varian de tamafio; desde aproximadamente 12 mm de didmetro hasta granos
tan pequefios de 50 micrometros. Los solidos deben poseer ciertas propiedades
segun la aplicacidon que se les vaya a dar. Si se utilizan en un lecho fijo a través
del cual va a fluir un liquido o un gas, por ejemplo, no deben ofrecer una caida
de presion del flujo muy grande, ni deben ser arrastrados con facilidad por la
corriente que fluye. Deben tener adecuada consistencia para que no se reduzca

su tamafo al ser manejados o para que no se rompan al soportar su propio
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peso en el lecho del espesor requerido. Si se van a sacar y meter con

frecuencia de los recipientes que los contienen, deben fluir libremente.

Los adsorbentes poliméricos sintéticos son un tipo de material soélido
adsorbente, el cual son perlas esféricas porosas, 0,5 mm de didmetro; cada
perla es un conjunto de microesferas 10* mm de didmetro. El material es
sintético, fabricado de monomeros poliremizables de dos tipos principales. Los
fabricados a partir de aromaticos insaturados como estireno y divinilbenceno,
son utiles para la adsorcion de organicos no polares a partir de soluciones

acuosas.

Los fabricados a partir de ésteres acrilicos son adecuados para solutos
mas polares. Se utilizan principalmente en el tratamiento de soluciones
acuosas; se regeneran por lixiviacion con alcoholes o cetonas de bajo peso

molecular.
2.7. Difusién

La difusion es el movimiento, bajo la influencia de un estimulo fisico, de
un componente individual a través de una mezcla. La causa mas frecuente de la
difusion es un gradiente de concentracién del componente que difunde. Un
gradiente de concentracidn tiende a mover el componente en una direccién tal,
gue iguale las concentraciones y anule el gradiente. Cuando el gradiente se
mantiene mediante el suministro continuo de los componentes de baja y alta

concentracion; el flujo del componente que se difunde es continuo.

Este movimiento es aprovechado en las operaciones de transferencia de
materia. Por ejemplo, un cristal de sal en contacto con una corriente de agua o

de una disolucion diluida, genera un gradiente de concentracion en las
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proximidades de la interface, difundiéndose la sal a través de las capas de
liquido en la direccion perpendicular a la interface. El flujo de sal hacia fuera de
la interface continda hasta que el cristal se disuelve. Cuando la sal esta
intimamente mezclada con un sdélido insoluble, el proceso es un ejemplo de

lixiviacion.

Aunque la causa habitual de la difusibn es un gradiente de
concentracion; la difusidn también puede ser originada por un gradiente de
presion, por un gradiente de temperatura o por la aplicacion de una fuerza
externa como en el caso de una centrifuga. La difusion molecular inducida por

un gradiente de temperatura es la difusion térmica.

La difusion no esta restringida a la transferencia molecular a través de
capas estacionarias de sélido o fluido. También tiene lugar en fases fluidas
debido a la mezcla fisica o a los remolinos del flujo turbulento, de la misma
forma que el calor puede fluir en un fluido por conveccién. Este hecho recibe el

nombre de difusion en régimen turbulento.

A veces el proceso de difusién va acompafiado de flujo global de la
mezcla en una direccién paralela a la direccion de difusion y con frecuencia esta

relacionada con el flujo de calor.

En todas las operaciones de transferencia de materia la difusién ocurre
por lo menos una fase, y con frecuencia en dos fases. En absorcién de gases el
soluto se difunde a través de la fase gaseosa hacia la interface y a traves de la
fase liquida desde la interface. En destilacion, el componente menos volatil
difunde a través de la fase liquida hacia la interface y desde esta hacia el
vapor. EI componente menos volatil difunde en sentido contrario y pasa a

traves del vapor hasta el seno del liquido.
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En lixiviacién, la difusion del soluto a través de la fase sélida va seguida
de la difusiébn en el seno del liquido. En extraccion liquido-liquido el soluto
difunde a través de la fase de refinado hacia la interface y después hacia el
interior de la fase extracto. En cristalizacion, el soluto difunde a través de las
aguas madres hacia los cristales y se deposita sobre las superficies sélidas. En
humidificacion no hay difusion a través de la fase liquida debido a que esta es
un componente puro y no existe gradiente de concentracion en ella; pero el
vapor difunde hacia o desde la interface gas-liquido hacia fuera o hacia dentro
de la fase gaseosa. En el secado, el agua liquida difunde a través del sélido
hacia la superficie del mismo, se evapora, y después se difunde como vapor en

la fase gaseosa.

2.8. Lixiviacion

La lixiviacion es la disolucién preferente de uno o mas componentes de
una mezcla sélida por contacto con un disolvente liquido. El término extraccion
también se emplea por lo comun para describir esta operacion particular,
aunque también se aplica a todas las operaciones de separacion, que utilicen
métodos de transferencia de masa o mecanicos. La decoccion se refiere
especificamente al uso del disolvente a su temperatura de ebullicion. Cuando el
material soluble estd sobre todo en la superficie de un sélido insoluble y
simplemente se lava con el disolvente, la operacién algunas veces recibe el

nombre de elucién.

2.8.1. Preparacion del solido

El éxito de una lixiviacion y la técnica que se va a utilizar dependen con
mucha frecuencia de cualquier tratamiento anterior que se le pueda dar al

solido.
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En algunos casos las pequefas particulas del material soluble estan
completamente rodeadas de una matriz de materia insoluble. Entonces, el
disolvente se debe difundir en la masa y la solucion resultante se debe difundir
hacia el exterior antes de poder lograr una separacion. Esto es lo que sucede

con muchos materiales metalargicos.

La trituracion y molienda de estos sélidos acelerara bastante la accion de
lixiviacion, porque las porciones solubles son entonces mas accesibles al
disolvente. Por ejemplo, cierto mineral de cobre puede lixiviarse eficazmente
por soluciones de acido sulfurico de 4 a 8 h, si se muele hasta que pase a
través de una malla 60; en 5 dias, si se tritura hasta granulos de 6 mm, y de 4 a

6 anos si se utilizan rocas de 140 mm.

Cuando la sustancia soluble esta distribuida mas o menos
uniformemente en todo el solido o aun en solucion del sélido, la accién de
lixiviacion puede proporcionar canales para el paso del disolvente fresco vy tal
vez no sea necesaria una molienda muy fina. El derrumbe del esqueleto
insoluble que permanece después de la separacién del soluto puede, sin

embargo, presentar problemas.

2.8.2. Eficacia de las etapas en lixiviacion

La eficacia de las etapas en un proceso de lixiviacion depende del tiempo
de contacto entre el sélido y la disolucion, asi como de la velocidad de difusion
del soluto desde el solido hacia el liquido. Si las particulas del sdlido no son
porosas y el soluto solamente esta contenido en la pelicula de liquido que rodea
a las particulas, la transferencia de materia es rapida y un tiempo de contacto

razonable conducira al equilibrio.
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Un proceso de este tipo es en realidad un lavado en vez de una
lixiviacién, y si se realiza en una serie de tanques, la eficacia de las etapas se
puede tomar igual a la unidad. EIl tiempo de residencia en cada etapa depende
principalmente de la velocidad de sedimentacion de la suspension; las
pequefias particulas requieren tiempos mas largos, si bien la transferencia de

materia es mas rapida.

Cuando la mayor parte del soluto esta inicialmente disuelta en los poros
de un sdlido poroso, o presente en una fase separada en el interior de
particulas solidas, la velocidad de difusion desde el interior hacia la superficie
del solido, generalmente es la etapa controlante de la velocidad global de

lixiviacion.

Una vez que las particulas estdn suspendidas en el liquido, el aumento
de la agitacion tiene poco efecto sobre la velocidad de transferencia de materia,
pero en cambio la velocidad aumenta considerablemente si el soélido esta

finalmente dividido.

Cuando la resistencia interna a la difusion es el unico factor limitante, el
tiempo necesario para alcanzar un determinado grado de acercamiento al
equilibrio, varia con el cuadrado de la menor dimensién de las particulas, tanto

si las particulas son esferas, cilindros o laminas delgadas.

Cuando se lixivian minerales contenidos en un material pétreo, el
tamafo optimo de las particulas esta determinado por el coste de molienda y la
variacion de la velocidad con el tamafio de particulas. La lixiviacion de
materiales naturales, tales como remolacha azucarera o habas de soja, es
compleja debido a que el material esta contenido en células vegetales; antes ha

de pasar a través de la pared celular.
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Si la resistencia de esta etapa es relativamente grande, el efecto de
cortar particulas mas pequefias no sera tan grande como en el caso de difusién
en un solido uniforme. En la extraccion de aceite a partir de habas de soja, el
material se tritura para romper las paredes celulares y dejar libre el aceite, pero
la remolacha se corta formando ldminas que dejan la mayor parte de las células
en contacto, lo que retarda la difusibn de las impurezas de elevado peso

molecular mas que la difusion de la sacarosa.

Bajo ciertas condiciones idealizadas, la eficacia de las etapas en la
extraccion de algunos (pero no todos) materiales celulares puede estimarse a
partir de datos experimentales de difusion obtenidos en las mismas condiciones

de agitacion y temperaturas que se han de utilizar en la planta.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Localizacion

El desarrollo de la parte experimental del tema de investigacion, fue
realizado en la Universidad de San Carlos de Guatemala; en las instalaciones
del Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE), Seccion de

Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de Ingenieria.

3.2. Variables

Dentro de las variables que fueron consideradas dentro del desarrollo del
tema de investigaciéon fue importante tomar en cuenta tanto las variables
independientes, las cuales fueron consideradas como las causas, y las
variables dependientes consideradas como el factor observado y medido para

determinar el efecto de la variable independiente.
3.2.1. Variables independientes
o Tiempo de maceracion que fue necesario para obtener la quimosina en
solucién. los tiempos fueron 1, 2 y 3 horas.
o Edad del ternero: puesto que se variaron a medida que se aumenté la
edad del ternero. las edades fueron durante la lactancia y poslactancia.

3.2.2. Variables dependientes

o Densidad de la quimosina
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. Actividad enzimatica

. Rendimiento de la extraccién

3.3. Delimitacion del campo de estudio

El procedimiento de extraccién de la quimosina producida de forma
natural a través del cuarto estbmago de ternero a partir de diferentes tiempos
de extraccion y edades del bovino a escala laboratorio; se realizd en el
Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales (LIEXVE) seccion de
Quimica Industrial, del Centro de Investigaciones de Ingenieria de la
Universidad de San Carlos se realiz6 la extraccion a dos diferentes edades del
ternero; durante la lactancia y poslactancia y a tres diferentes tiempos
extractivos (1, 2 y 3 horas). Se realizaron 3 repeticiones para cada una de las

variables, y asi obtener datos con bajo grado de incerteza.

3.4. Obtencién de las muestras

La obtencion de las muestras se logré por medio de una solicitud
realizada a persona dedicada a la venta de derivados de ganado vacuno y se
acordé proveer el abomaso de las edades solicitadas. Estas venian del
departamento de Jutiapa, especificamente del municipio de Moyuta; con

personas que se dedican también a la compra y venta de ganado vacuno.
3.5. Recurso humano disponible
o Investigadora: Gabriela Marlene Caal Martinez

o Asesora: Inga. Qca Telma Maricela Cano Morales

o Coasesor: Ing. Qco Mario José Mérida Meré
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3.6.

Recursos materiales disponibles

Insumos

(0]

(0]
(0]
(0]

Marcadores: para etiquetar.
Cinta adhesiva: Utilizada para etiquetar
Papel filtro. Utilizado en la separacion de solido-liquido

Hojas papel bond

Equipo de proteccion personal

Bata
Botas industriales

Guantes

Cristaleria y equipo de trabajo

O O O 0O O o o o 0o o o o

Balanza analitica

Plancha de calentamiento con agitacion
Balon aforado

Agitadores

Embudo de separacion

Embudo buchner

Probetas de 10 mL, 100 mL y 500 mL
Beackers de 50 mL, 100 mL y 1000 mL de pirex
Termometro

Potenciometro

Pipeta volumétrica

Bomba de vacio
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. Reactivos

Polietilenglicol

Sulfato de sodio anhidro

Cloruro de sodio grado industrial
Acido sulfarico

Fosfato di acido de sodio

o O O O o o

Resina catidnica de &cido fuerte (de venta en el marcado nacional

para tratamiento de agua).
o Materia prima
o] Abomaso de ternero (edad lactancia y poslactancia)
3.7. Técnicas cuantitativas de la investigacion
. Extraccion y purificacion de la quimosina.
o] Solucion acuosa
Se obtuvo el abomaso tratando de dejar Unicamente la parte interna de la
pieza para obtener la mayor cantidad de quimosina en solucién y evitar otro tipo
de contaminantes. Posteriormente se procedié a pesar la cantidad estandar y
poder tener cantidades iguales de quimosina en solucion.
o] Homogeneizacion de cuchillas: luego del pesado se procedio a la
extrusion por medio de cuchillas para hacer una solucion rica en

guimosina. Se regul6 el pH a 3,5 con acido sulftrico para evitar

crecimiento bacteriano.
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Maceracion dinamica: se coloco la solucién con el pH regulado a
3,5 con acido sulfurico y se colocé en maceracion dinamica
durante 1, 2 y 3 horas las cuales formaron parte de las variables

de la investigacion.

Filtracion: posteriormente de la maceracion se procedid a la
filtracion para eliminar contaminantes solidos y poder obtener la
solucion contenedora de quimosina. A esta fase se le reguld
nuevamente el pH a 3,5, ya que esto evitd la contaminacion y
crecimiento bacteriano en la solucién. Al finalizar la filtracion se

adiciono6 a la solucion.

Centrifugacion: a la soluciéon contenedora de quimosina ya filtrada
se le agrego polietilenglicol al 20 % en peso respecto del volumen y
a su vez el sulfato de sodio anhidro en un 11 % respecto del
volumen, para garantizar la mayor cantidad de separacién en fase
de la quimosina. Luego se procedio a realizar el centrifugado
durante 10 minutos a la méaxima potencia en revoluciones por
minuto, para obtener en la fase del polietilenglicol la quimosina y

proceder a su debida separacion.

Cromatografia de intercambio cationico: en esta fase, la solucion
contenedora de quimosina en el polietilenglicol se midid
previamente el pH que se encontraba a 3,5y se hizo fluir esta
solucion en la columna de intercambio ionico, dejando pasar los
contaminantes y reteniendo la quimosina. Se realizaron dos
lavados, el primero con una solucién de cloruro de sodio (NaCl) a
0,5M para eliminar cualquier residuo de polietilenglicol y pepsina,

aun presentes en la resina; el segundo lavado se realizé con fosfato
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diacido de sodio a 0,05M y con una solucion 2 molar de cloruro de
sodio para desprender en masa a la quimosina.

Determinacion de densidad: para la determinacion de densidad se
tomd una alicuota de 25 mL en cada una de las extracciones y se
midi6 el peso, esto para las dos diferentes edades del ternero
(durante la lactancia y poslactancia), asi también para los tres

diferentes tiempos de maceracién dinamica (1,2 y 3 horas).

Actividad enzimética: para la determinacion de la actividad
enzimatica ha sido necesario tomar una alicuota de la quimosina en
solucion estandar para cada una de las pruebas la cual fue de 20
mL. Posteriormente se tomaron para cada una de las extracciones
una cantidad de 75 mL de leche, a la cual se le agregaron los 20 mL

de la solucién de quimosina.

Luego de realizado lo anterior, se procedié a medir el tiempo en el
cual se efectuaba la separacion de la caseina del suero totalmente.

A esto se le anot6 el tiempo, volumen y peso.

Rendimiento de la actividad enzimética: el rendimiento se ha
obtenido por medio de la relacion entre peso de la caseina
separada del suero y la cantidad total utilizada de leche utilizada en

cada una de las pruebas.
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3.8. Analisis estadistico de los datos

Se realiz6 para cada componente de la determinacién fisicoquimica un
analisis de varianza por medio de un disefio de bloques aleatorio con la
distribucion de Fisher; esto es debido a que se trataron mas de dos diferentes
niveles para la tabulacion de la informacion. A continuacion se muestra la

manera en la que se arreglo cada tratamiento:

Tabla l. Datos tipicos para el disefio de bloques al azar

COMPONENTE

e OBSERVACIONES O SERIES
Tratamientos 1 2 3 J Totala |Promedio a

1 Y11 | Y12 Y13 Y11 Y1ia Y1ia

2 Y21 |Y22 Y23 Y11 Y2 Y2,

3 Y31 |Y32 Y33 Y11 Y3a Y3a

| Yiz | Yip Yib Yij Yia Yi,a

Total b Yib |Y2p Y3p Yip Yij

Promediob |Yip |Yap Y3p Yip Y

Fuente: MONTGOMERY, Douglas C.; HINES, William.. Probabilidad y estadistica para

ingenieria y administracion. 834p.
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En donde:

Yi,j = total de las observaciones bajo el i,j-ésimo tratamiento
y = promedio total de las observaciones bajo el i,j-ésimo tratamiento

Ya,b = datos obtenidos para cada observacién bajo cada tratamiento

Por lo general un procedimiento para el disefio de un bloque aleatorio
consiste en seleccionar b bloques y en ejecutar una repeticibn completa del
experimento en cada bloque, con un solo factor con a niveles. Cada una de las
observaciones establecidas puede representarse por medio de un modelo

estadistico lineal de la siguiente manera:

i=1,2,..a
Yij =+ Ti + ] + €]
ji=1,2,...,b

Donde:
yij = observacion
M = media general
Ti = efecto del tratamiento iésimo
Bj = efecto del bloque jésimo

€ij = error aleatorio

Los efectos de blogue y tratamiento se definen como desviaciones
respecto de la media general. Como el interés es probar la igualdad de los
efectos del tratamiento, siendo:

Ho:1t1=12=..=1a=0

H1:1i # 0 al menos una i
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Las operaciones para el andlisis de varianza se resumen en la siguiente

tabla, asi como las férmulas para el calculo de suma de cuadrados.

Tabla Il. Andlisis de varianza para el experimento de bloque aleatorio
Fuente de Suma de Grados Media Fo
variacion cuadrados de cuadratica

libertad
Tratam'ento a a— 1 (Sstratamientos) (Mstratamientos)
s > ylb-y*..|ab /(a—1) /MSe
i=1
Bloques b ) b-1 (Sstratamientos)
Z:y]-.|b—y2 ..|ab /(b—1)
j=1
Error por (a—1) (SSg)
53¢ ( sustraccién) (b—1) (Z ~1)
/ [(b -1)
Total a b ab -1
D D
i=1  j=1
—y% .. |ab

Fuente: MONTGOMERY, Douglas C.; HINES, William.. Probabilidad y estadistica para
ingenieria y administracion. p. 834.

La hipdtesis nula de ningun efecto de tratamiento se probd mediante la

. . . MS |
razon de Fisher, que se define como: F= W donde MS; atamientos €S la
E

media cuadratica de los tratamientos y MSE es la media cuadrética del error; y
que para un nivel de confianza a = 0.05 y con 2 grados de libertad para

tratamientos y 5 para bloques.
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3.9. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

En la elaboracion del estudio de investigacion se recolectaron los
distintos datos obtenidos durante el desarrollo del mismo. Se determind la
actividad enzimatica de la quimosina para cada una de las muestras y

porcentaje de rendimiento.

Tabla lll. Resultados de la quimosina producida de forma natural a
través del cuarto estomago de ternero durante la lactancia y

tiempo de maceracién dinamica de 1 hora

Peso Volumen de Tiempo de cuajo
(9) guimosina (s)
(mL)
26,660 24,965 6220
26,090 24,965 7200
26,730 24,965 7400

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.

Tabla IV. Resultados de la quimosina producida de forma natural a
través del cuarto estbmago de ternero durante la lactancia y

tiempo de maceracién dindmica de 2 horas

Repeticiones | Peso (g) | Volumen de quimosina | Tiempo
(mL) (s)
1 27,180 24,965 7120
2 27,600 24,965 6220
3 27,200 24,965 7160

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.
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Tabla V.

través del cuarto estémago de ternero durante la lactancia y

Resultados de la quimosina producida de forma natural a

tiempo de maceracion dinamica de 3 horas

Repeticiones Volumen de quimosina Tiempo
(mL) (s)
1 24,965 7030
2 24,965 6980
3 24,965 6870

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.

Tabla VI.

través del cuarto estdmago de ternero durante la poslactancia

Resultados de la quimosina producida de forma natural a

y tiempo de maceraciéon dinadmica de 1 hora

Repeticiones Peso Volumen de Tiempo
(g) quimosina (s)
(mL)
1 26,630 24,965 8220
2 27,210 24,965 8220
3 27,660 24,965 8360

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.




Tabla VIl.  Resultados de la quimosina producida de forma natural a
través del cuarto estdmago de ternero durante la poslactancia

y tiempo de maceraciéon dinamica de 2 horas

Repeticiones Peso Volumen de Tiempo
(8) quimosina (s)
(mL)
1 27,520 24,965 7960
2 26,880 24,965 8100
3 26,890 24,965 7980

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.

Tabla VIlIl. Resultados de la obtencion de la quimosina producida de
forma natural a través del cuarto estbmago de ternero durante

la poslactancia y tiempo de maceracion dinamica de 3 horas

Repeticiones Peso Volumen de Tiempo
(8) quimosina (s)
(mL)
1 27,000 24,965 7630
2 25,780 24,965 7850
3 26,900 24,965 7640

Fuente: elaboracion propia, con datos experimentales.
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3.10. Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion
A continuacion se mostrara los datos obtenidos a partir del estudio de
investigacion en donde se tabularon, ordenaron y procesaron los datos

obtenidos de la densidad, actividad enzimatica,

Tabla IX. Densidad de la quimosina obtenida a partir del cuarto
estobmago de ternero en edad de lactancia a tres diferentes
tiempos de maceracion dindmica

Tiempo | Repeticiones | Densidad | Densidad | Error en Error Desviacion
(h) (g/mL) | Promedio la Promedio | Estandar
(g/mL) | densidad
1 1,068 0,010
1 2 1,045 1,061 0,010 0,011 0,014
3 1,071 0,010
1 1,089 0,010
2 2 1,106 1,094 0,011 0,011 0,009
3 1,090 0,010
1 1,086 0,010
3 2 1,094 1,089 0,010 0,011 1,094
3 1,088 0,010

Fuente: elaboracion propia, con base en recoleccion y ordenamiento de la informacién,
(tablas Ill, IV, V).
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Tabla X. Densidad de la quimosina a partir del cuarto estémago de
ternero en edad de poslactancia a tres diferentes tiempos de

maceracion dinamica

Tiempo | Repeticiones | Densidad | Densidad | Error en
(h) (g/mL) Promedio la
(g/mL) densidad
1 1,067 0,010
1 2 1,090 1,088 0,011
3 1,108 0,011
1 1,102 0,011
2 2 1,077 1,085 0,011
3 1,077 0,011
1 1,082 0,011
3 2 1,033 1,064 0,010
3 1,078 0,011

Fuente: elaboracion propia, con base en recoleccion y ordenamiento de la informacién,
(tablas VI, VII, VIII).
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Tabla XI. Actividad enzimatica de la quimosina obtenida a partir del
cuarto estbmago de ternero en edad de lactancia, a diferentes
tiempos de maceracion dinamica

Tiempo | Repeticiones Actividad Actividad | Desviacion | Rendimiento

(h) Enzimatica | enzimatica | estandar De actividad
(em3/L)* promedio de enzimatica
(cm?/litro) | actividad (%) **
enzimatica
1 38,585 35,550
1 2 33,333 34,783 3,322 34,790
3 32,432 35,640
1 33,708 36,240
2 2 38,585 35,270 2,871 36,800
3 33,519 36,270
1 34,139 36,160
3 2 34,384 34,486 0,04072 36,410
3 34,934 36,230

*Segun ecuacion de la figura NUm.2= Actividad enzimatica=10,000*24/N referencia bibliogréafica

14

** Segun la ecuacion de la figura Num.3= Rendimiento porcentual = Rend. real/Rend
Tedrico*100

Fuente: elaboracion propia, con base en recoleccién y ordenamiento de la informacién, tablas
(mn, v, v.
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Tabla XIl.  Actividad enzimatica de la quimosina obtenida a partir del
cuarto estbmago de ternero en edad de poslactancia a
diferentes tiempos de maceraciéon dinamica

Tiempo | Repeticiones | Actividad Actividad | Desviacion | Rendimiento
(h) enzimatica | enzimatica | estandar de actividad
(cm3/L) * promedio | actividad enzimatica
(em?/1) enzimatica (%)**
1 29,197 35,510
1 2 4 282
2 29,197 9,03 0,28 36,280
3 28,708 36,880
1 30,150 36,690
2 2 1 281
2 29,629 9,95 0,28 35,840
3 30,075 35,850
1 31,454 36,000
3 31,147 0,497
2 30,573 ! ! 34,370
3 31,413 35,870

*Segun ecuacién de la figura No.2= Actividad enzimatica=10,000*24/N
referencia bibliogréfica 14

** Segln la ecuacién de la figura No.3= Rendimiento porcentual=Rend.
Real/Rend. Tebrico*100

Fuente: elaboracion propia, con base en recoleccién y ordenamiento de la informacion, (tablas
VI, VII, VIII).
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4. RESULTADOS

En el estudio de investigacion, se han recolectado y ordenado los datos
en la medicién de actividad enzimatica, densidades y porcentaje de actividad
enzimatica obtenidos en las diferentes edades de ternero vy tiempos de
maceracion, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla Xlll.  Actividad enzimética de la quimosina obtenida a partir del
cuarto estébmago de ternero en edad de lactancia vy

poslactancia, a diferentes tiempos de maceracion dinamica

Actividad e
. e s Desviacion
Tiempo de enzimatica estandar de
Edad del ternero maceracion Promedio actividad
dindmica (h) (cm®/L) * ..
enzimatica
1 34,783 3,322
Lactancia 2 35,270 2,871
3 34,486 0,407
1 29,034 0,262
Poslactancia 2 29,951 0,281
3 31,147 0,497

informacién, tablas XI, XII.
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Figura 4. Grafica de la actividad enzimética de la quimosina obtenida a
partir del cuarto estdmago de ternero en edad de lactanciay

poslactancia, a diferentes tiempos de maceracion dinamica

36,000
35,000
34,000
S 33,000
‘e 32,000
31,000
30,000
S 29,000

Actividad Enzimatica (cm3/L)

—

—u

1 2 3
TIEMPO DE MACERACION DINAMICA (h)

2
v

Lactancia

.// == Post-Lactancia

Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

Tabla XIV. Ecuacion de
guimosina obtenida a partir del cuarto estbmago de ternero

en edad de lactancia y poslactancia, a diferentes tiempos de

informacién, (tablas XI,XIl,).

maceracion dinamica

la gréafica de actividad enzimética de

Edad de ternero Ecuacion del gréfico Valor de R?
Lactancia Y=-0,6355x"+2,3935x+33.025 1
Poslactancia Y=1,0565x+27,931 0,9942

Fuente: elaboracion propia, datos obtenidos de figura.4.
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Tabla XV. Porcentaje de rendimiento de la actividad enzimatica de la
guimosina obtenida a partir del cuarto estbmago de ternero
en edad de lactancia y poslactancia a diferentes tiempos de

maceracion dinamica

Tiempo de Rendimiento de .
.., . . .. Desviacion del
maceracion actividad enzimatica ..
Edad del ternero e .. . rendimiento
dindmica promedio romedio
(h) (%) * P

1 35,327 0,467
Lactancia 2 36,437 0,315
3 36,267 0,129
1 36,223 0,687
Poslactancia 2 36,127 0,488
3 35,413 0,906

Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacion (tablas XI, XII).

Figura 5. Gréfica de porcentaje de rendimiento de la actividad
enzimatica de la quimosina obtenida a partir del cuarto
estbmago de ternero en edad de lactancia y poslactancia, a

diferentes tiempos de maceracion dinamica

37,000

& ¥

S 36,500
22« D
E a Y 36,000 )
=Sk —#— Lactancia
s 2 < 35,500 -
g 2 § 35,000 == Post-Lactancia
d W 1 2 3

TIEMPO DE MACERACION DINAMICA (h)

Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacion (tablas XI, XII).
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Tabla XVI. Ecuacion de la gréfica de porcentaje de rendimiento de
actividad enzimética de la quimosina obtenida a partir del
cuarto estomago de ternero en edad de lactancia y

poslactancia a diferentes tiempos de maceracion dinamica

Edad del ternero Ecuacion del grafico Valor de R?
Lactancia Y=-0,64x°+3,03x+32,937 1
Poslactancia Y=-0,3083x°+0,8283x+35,703 1

Fuente: elaboracion propia, datos obtenidos de figura 5.

Tabla XVII. Densidad de la quimosina obtenida a partir del cuarto
estbmago de ternero en edad de lactancia a tres diferentes

tiempos de maceracion dinamica

Densidad Error promedio en | Desviacidn estandar
Tiempo (h)
promedio (g/mL) la densidad de la Densidad
1 1,061 0,011 0,014
2 1,094 0,011 0,009
3 1,089 0,011 1,094

Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacion (tabla IX).
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Figura 6. Grafica de la densidad versus tiempo de maceracion
dindmica de la quimosina obtenida en edad de lactancia
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Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacién (tabla IX).

Tabla XVIII. Ecuacion de la grafica de densidad versus tiempo de

maceracion dindmica de la quimosina en edad de lactancia

Ecuacion del grafico | Y=-0,019x°+0,09x+0,99
Valor de R? 1

Fuente: elaboracion propia, datos obtenidos de figura 6.
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Tabla XIX. Densidad de la quimosina a partir del cuarto estdmago de
ternero en edad de poslactancia a tres diferentes tiempos

de maceracion dindamica

Densidad
Tiempo Error promedio | Desviacién estandar de
promedio
(h) en la densidad la densidad

(s/mL)
1,088 0,011 0,020
1,085 0,011 0,014
1,064 0,010 1,032

Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacién (tabla X).

Figura 7. Gréfica de la densidad versus tiempo de maceracion

dindmica de la quimosina obtenida en edad de poslactancia
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Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacién (tabla X).
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Tabla XX. Ecuacion de la gréfica de densidad versus tiempo de
maceracion dinamica de la quimosina en edad de

poslactancia

Ecuacion del grafico Y=-0,009x°+0,024x-1,073

Valor de R? 1

Fuente: elaboracion propia, datos obtenidos de figura No.7.

Figura 8. Gréafica comparativa de la densidad de la quimosina obtenida
a partir del cuarto estbmago de ternero a diferentes tiempos

de maceracion dinamica en edad de lactancia y poslactancia
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Fuente: elaboracion propia, con base en tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la

informacion (tablas IX, X).
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Tabla XXI. Resultado del

andlisis microbiolégico obtenido de

la

guimosina producida de forma natural a partir del cuarto

estOmago de ternero, a diferentes tiempos de maceracion

de Staphylococcus aureus

ANALISIS RESULTADO DIMENSIONAL
Recuento de coliformes <3 NMP/mL NMP/mililitro
Totales
Recuento de coliformes <3 NMP/mL NMP/mililitro
fecales
Aislamiento de Ausencia Ausencia o presencia
Identificacion de
Escherichia coli
Recuento e identificacion <10 UFC/mL UFC/MI

Fuente: Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el desarrollo del presente trabajo de graduacion, el cual trata sobre la
extraccion de la quimosina producida de forma natural a través del cuarto
estbmago de ternero; se evaluaron diferentes parametros como actividad
enzimatica, rendimiento de actividad enzimatica, evaluacion de la densidad y si
es apta o no para el consumo humano. Lo anterior fue realizado a escala

laboratorio.

Inicialmente se procedio a realizar la limpieza del abomaso, seccionando
Gnicamente las piezas internas, las cuales eran de mayor importancia por la
cantidad de quimosina contenida en estas piezas, para garantizar la mayor
extraccion de la enzima. Luego se realizé una homogeneizacion de cuchillas
donde se coloc6 la misma cantidad de solido para todas las muestras y se les
agregd agua desmineralizada para poder romper la membrana y liberar en
solucion a la quimosina; a esta se le regul6 el pH a 3,5 con acido sulfarico, para

evitar contaminacion microbiana y facilitar la extraccion.

Luego de realizar la homogeneizacion de cuchillas, se realizdé la
maceracion dinamica a tres diferentes horas para cada una de las muestras, las
cuales fueron 1, 2 y 3 horas y se procedido al filtrado para eliminar
contaminantes solidos y dejar Unicamente en solucion la quimosina, se regulo el
pH a 3,5, para evitar una contaminacion microbiana. Posteriormente se agrego
a la solucion acuosa de quimosina el polietilenglicol en un 20 % en peso y
sulfato de sodio anhidro en un 11% respecto del volumen, para garantizar

sistemas de dos fases donde la fase del polietilenglicol contiene a la quimosina,
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esto se logro realizando un centrifugado para eliminar cualquier solido aun

presente en la solucion contenedora de quimosina.

Se realiz6 una cromatografia de intercambio iGnico en la que se hizo fluir
la solucion de propilenglicol, rica en quimosina y otros contaminantes, dejando
pasar los contaminantes y adhiriendo a la resina la quimosina y pepsina. Para
retirar la quimosina de la resina se realizaron dos lavados: el primero con una
solucion de cloruro de sodio (NaCl) a 0,5 M para eliminar cualquier residuo de
polietilenglicol y pepsina aun presentes en la resina; el segundo lavado se
realiz6 con fosfato di &cido de sodio a 0,05M y una solucién 2M de cloruro de

sodio para desprender en masa a la quimosina.

En la tabla Xlll en la que se encuentran tabulados los datos de la actividad
enzimatica de la quimosina obtenida a partir del cuarto estémago de ternero en
edad de lactancia y poslactancia a diferentes tiempos de maceracién dinamica
se puede observar que los datos varian notablemente entre la actividad
enzimatica durante la lactancia y la poslactancia, tal como se puede observar
en la figura 4, en donde el punto maximo en actividad enzimética se encuentra
en la extraccion con maceracion dinamica de 2 horas con abomaso de ternero

en edad de lactancia, la cual tiene una actividad enzimética de 35,270 cm®/L.

Como se puede observar el punto maximo de actividad enzimatica de la
guimosina en poslactancia se encuentra en la obtenida con un tiempo de
maceracién dindmica de 3 horas, la cual corresponde a 31,147 cm®L. En
cuanto a la relacion del tiempo de maceracion dinamica respecto de la actividad
enzimatica para la edad de lactancia, es inversamente proporcional en relacion
con la actividad enziméatica; en cuanto al abomaso en edad de poslactancia es
directamente proporcional a mayor tiempo de maceracion dinamica existe una

mayor actividad enzimatica.
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En la tabla XV en la que se encuentran tabulados los datos del
rendimiento de la actividad enzimética de la quimosina obtenida a partir del
cuarto estbmago de ternero en edad de lactancia y poslactancia a diferentes
tiempos de maceracion dinamica; se puede observar que los rendimientos
difieren muy poco entre si, ya que la cantidad de solidos obtenida en relacion
con la cantidad de leche total utilizada en cada una de las muestras representa
significativamente un porcentaje de rendimiento por debajo del 50 9%,

representado como el mayor de los datos.

Se observa en el abomaso en edad de lactancia con un tiempo de
maceracion dinamica de 2 horas 36,437 % de rendimiento en la actividad
enzimatica y el menor de los rendimientos en la actividad enzimatica en el
abomaso en edad de lactancia con un tiempo de maceraciéon dindmica de
1 hora 35,327 %.

Como se puede observar en la figura 4 las tendencias que se
representan en cada una de las lineas la relacibn que existe entre el
rendimiento y el tiempo de maceracion dindmica en edad de lactancia aumenta
a medida que el tiempo transcurre llegando al maximo de 2 horas de
maceracion; a partir de ese punto tiene un decrecimiento en el rendimiento,
mientras que para el abomaso en edad de poslactancia se puede observar que
la tendencia decrece a medida que transcurre el tiempo de maceracién, por lo
cual se puede decir que es inversamente proporcional el rendimiento de

actividad enzimatica en relacién al tiempo de maceracién dinamica.

En la tabla XVII se encuentran tabulados los datos de la densidad
promedio de la quimosina obtenida a partir del cuarto estbmago de ternero en
edad de lactancia, a tres diferentes tiempos de maceracién dinamica; como se

puede observar de mejor manera en la figura 6 inicialmente la densidad es
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1,061 g/mL; la cual representa el menor de los datos, entre la primera y
segunda hora de la maceracién, la densidad aumenta, disminuyendo en la
tercera hora levemente, pudiendo observar que el tiempo Optimo de la

extraccion es de dos horas, ya que presenta una densidad de 1,094 g/mL.

De igual manera en la tabla XIX en la que se encuentran tabulados los
datos de la densidad de la quimosina a partir del cuarto estdmago de ternero en
edad de poslactancia, a tres diferentes tiempos de maceracién dinamica, se
puede observar que la tendencia en la densidad decrece a medida que el
tiempo aumenta; la tendencia es inversamente proporcional. La densidad mayor
se encuentra en un tiempo de maceracion de 1 hora la cual es 1,088 g/mL y la
menor se encuentra a un tiempo de maceracion de 3 horas en la que la
densidad es 1,064 g/mL. En la figura 7 se puede observar de manera
comparativa que en los datos de la densidad, el punto méximo se ve

representado en la densidad del abomaso de ternero en edad de lactancia.

En la tabla XXI, en la que se encuentran los resultados del analisis
microbiolégico obtenido de la quimosina producida de forma natural a partir del
cuarto estobmago de ternero, a diferentes tiempos de maceracion, se puede
observar que el numero de coliformes totales se encuentran en el rango
permisible, de igual manera los coliformes fecales y una ausencia total de

Escherichia coli, y muy por debajo del maximo de Staphylococcus aureus.

En la tabla XXII del apéndice se puede observar que el porcentaje de error
en los datos de la densidad del abomaso de ternero en edad de lactancia y
poslactancia se encuentra por debajo del 1,1, por lo que se puede decir que los

datos no representan mayor error en el método.
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En las tabla XXIIl del apéndice en donde se encuentran los resultados de
andlisis estadistico de la densidad de la quimosina obtenida a partir del
abomaso de ternero en edad de lactancia y poslactancia, a diferentes tiempos
de maceracion dinamica, se encuentra que la desviacién estandar para los
datos en minimamente considerable, ya que los datos se encuentran poco
dispersos, el coeficiente de variacion se encuentra debajo de 1, por lo que se
puede decir que los datos obtenidos son homogéneos. Los datos obtenidos en
el coeficiente de Fisher son menores a 1 se confirma entonces que los datos

corresponden a la hipotesis estadistica.

En la tabla XXIV se puede observar que la desviaciéon estandar no
representa mayor dispersion en los datos, al igual que el coeficiente de
variacion; se puede observar que existe homogeneidad en los datos. En la
prueba de Fisher los datos se encuentran menores a 1, al igual que la prueba
de chi® en la que se puede observar que los datos corresponden a la hipétesis

de investigacion.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo quimosina a partir del abomaso de ternero en edad de
lactancia y en edad de poslactancia, para los cuales se obtuvo un mayor
rendimiento de actividad enzimatica de 36,437 % que corresponde al
abomaso de ternero en edad de lactancia y una mayor actividad
enziméatica de 35,270 cm®L con abomaso de ternero en edad de

lactancia.

Se obtuvo quimosina por medio de maceracion dinamica a tres diferentes
tiempos de duracién, en la cual se determiné que la mayor actividad
enzimatica se da en un tiempo de maceracion dinamica de 2 horas para
el abomaso en edad de lactancia, y de 3 horas para el abomaso de
ternero en edad de poslactancia.

Se obtuvo quimosina por medio de maceracion dinamica a tres diferentes
tiempos de duracion en la cual se determin6 que el mayor rendimiento de
la actividad enzimatica para el abomaso en edad de lactancia es de 2
horas y para el abomaso en edad de poslactancia, con un tiempo de

maceracion dindmica de 1 hora.

La densidad de la quimosina se ve afectada por parametros como la

edad del ternero y la duracién en los tiempos de maceracion dinamica.

Se determiné realizando un analisis microbioldgico que la solucion

contenedora de quimosina es apta para el consumo humano.
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6. Las hipotesis que han sido aprobadas en el presente trabajo de
graduacion; son las dos hipétesis de investigacion planteadas.
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RECOMENDACIONES

Trabajar con un rango mas amplio de horas en la maceracion dinamica.

Trabajar de inmediato con abomaso fresco para evitar contaminacion

bacteriana y obtener la mayor cantidad de quimosina.
Utilizar para el método de obtencién de quimosina la menor cantidad de
pasos, haciendo corto el tiempo de manipulacion, ya que esto evita la

contaminacion y que la enzima se degrade.

Utilizar estbmago de ternero de la misma especie con las mismas

caracteristicas.

Para completar con el trabajo de investigacion, trabajar con estbmago de

cabra ya que este de igual manera produce quimosina en lactantes.
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APENDICES

Apéndice A: Datos calculados

Apéndice Al. Datos obtenidos de la quimosina obtenida a partir del
abomaso de ternero en edad de lactanciay poslactancia

Tiempo (h) | Repeticiones T(l:tle‘r;}zo(:)e Peso (g) D(egr}s;:‘dl-a;d
1 6220 26,660 1,068
1 2 7200 26,090 1,045
3 7400 26,730 1,071
Lactancia 1 7120 27,180 1,089
2 2 6220 27,600 1,106
3 7160 27,200 1,090
1 7030 27,120 1,086
3 2 6980 27,310 1,094
3 6870 27,170 1,088
1 8220 26,630 1,067
1 2 8220 27,210 1,090
3 8360 27,660 1,108
1 7960 27,520 1,102
Poslactancia 2 2 8100 26,880 1,077
3 7980 26,890 1,077
1 7630 27,000 1,082
3 2 7850 25,780 1,033
3 7640 26,900 1,078

Fuente: Datos experimentales, —LIEXVE-.

73



Apéndice A2. Densidad de la quimosina obtenida a partir del abomaso
de ternero en edad de lactancia y poslactancia a

diferentes tiempos de maceraciéon dinamica

Error
. . Densidad |relativoen| % de error
Tiempo . . Densidad .
(h) Repeticiones (g/mL) Promedio Ia. en'Ia
(g/mL) densidad | densidad
(g/mL)
1 1,068 0,00038 1,068
1 2 1,045 1,061 0,00038 1,045
Lactancia 3 1,071 0,00037 1,071
1 1,089 0,00037 1,089
2 2 1,106 1,095 0,00036 1,106
3 1,090 0,00037 1,090
1 1,086 0,00037 1,086
3 2 1,094 1,090 0,00037 1,094
3 1,088 0,00037 1,088
1 1,067 0,00038 1,067
1 2 1,090 1,088 0,00037 1,090
3 1,108 0,00036 1,108
1 1,102 0,00037 1,102
Poslactancia 2 2 1,077 1,085 0,00037 1,077
3 1,077 0,00037 1,077
1 1,082 0,00037 1,082
3 2 1,033 1,064 0,00039 1,033
3 1,078 0,00037 1,078

Fuente: elaboracion propia, con base en las técnicas cuantitativas de la investigacion.
(Tablas IX, X).
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Apéndice A3. Resultados de analisis estadistico de la densidad de la
guimosina obtenida a partir del abomaso de ternero en
edad de lactancia y poslactancia a diferentes tiempos de

maceracion dinamica

Desviacion Coef.
Tiempo (h) | estandar Varianza Variacion Fisher Chi’

Lactancia 1 0,014 0,00020 0,01325 0,01406 |0,00011
2 0,009 0,00009 0,00867 0,00949 |0,00005

3 1,094 0,00002 0,00404 0,00001 |0,00022

1 0,021 0,00043 0,01930 0,02068 |0,00011

Poslactancia 2 0,015 0,00022 0,01353 0,01469 |0,00005
3 1,033 0,00074 0,97063 0,00071 |0,00021

Fuente: elaboracion propia, con base en la recoleccién y ordenamiento de la informacion.
(Tablas IX, X).

Apéndice A4. Resultados de analisis estadistico de la actividad
enzimatica de la quimosina obtenida del abomaso de
ternero en edad de lactancia y poslactancia a

diferentes tiempos de maceracion dinamica

Tiempo (h) Desv’iacién Varianza C.oef..’v Fisher Chi’
estandar Variacion

Lactancia 1 3,323 11,042 0,096 0,30094 0,27254
2 2,872 8,247 0,081 0,34821 0,22943

3 0,407 0,166 0,012 0,40724 0,09275

1 0,282 0,080 0,003 0,28229 0,27133

Poslactancia 2 0,282 0,079 0,009 0,28160 0,22841
3 0,497 0,248 0,016 0,49750 0,09234

Fuente: elaboracion propia, con base en la recoleccion y ordenamiento de la informacion.
(Tablas XI, XII).
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Apéndice A5. Porcentaje de rendimiento de actividad enzimatica de la
guimosina obtenida a partir del abomaso de ternero en
edad de lactancia y poslactancia a diferentes tiempos

de maceracion dinamica

Rendimiento

Tiempo de actividad | Promedio Error Error
(h) enzimatica (%) relativo absoluto

%) (%)

35,547 0,222 0,639

1 34,787 35,324 0,538 1,546

Lactancia 35,640 0,316 0,907

36,240 0,196 0,554

2 36,800 36,436 0,364 1,033

36,267 0,169 0,479

36,160 0,107 0.309

3 36,413 36,267 0,147 0.425

36,227 0,040 0.116

35,507 0,716 2.465

1 36,280 36,222 0,058 0.199

36,880 0,658 2.266

36,693 0,564 1.885

Poslactancia 2 35,840 36,129 0,289 0.965

35,853 0,276 0.920

36,000 0,587 1.884

3 34,373 35,413 1,040 3.339

35,867 0,453 1.455

Fuente: elaboracion propia, con base en la recoleccién y ordenamiento de la informacion.
(Tablas XI, XII).
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Apéndice A®6.

Resultados de anédlisis estadistico del porcentaje de
rendimiento de la actividad enzimética de la quimosina
obtenida del abomaso de ternero en edad de lactancia

y poslactancia a diferentes tiempos de maceracion

dinamica.
Tiempo (h) Desv’iacién Varianza C_oef.’ Fisher Chi2
estandar variacion

Lactancia 1 0,468 0,219 0,013 0,46806 | 0,00382
2 0,316 0,100 0,009 0,31590 0,00152

3 0,131 0,017 0,004 0,13132 0,00719

1 0,688 0,474 0,013 0,68849 0,00380

Poslactancia 2 0,489 0,239 0,014 0,48887 0,00151
3 0,903 0,816 0,026 0,90313 0,00715

Fuente: elaboracion propia, con base en la recoleccién y ordenamiento de la informacion.
(Tablas XI, XII).
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Apéndice A7. Diagrama de procedimiento para la elaboracion de trabajo
de graduacion de extraccién de la quimosina producida de
forma natural a través del cuarto estdmago de ternero, a
partir de diferentes tiempos de extraccion y edades del

bovino a escala laboratorio
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Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice A8. Diagrama de causay efecto para determinar las variables de

proceso de extraccién

§0avNs3y _ ViNIdd VIHIIVIA

e ey

sy *P OWBILIELEIL

BUISHH ap odi

ALY o

pesi ap odhusl

ULIPUEY [ap UEPEN|ERT
sanp sy

CPEIS IP BIMERIWAL

QNISIPRISY OUA IR

P —— pEpaILIY 3P %

sptsaid § g b E3Ef | 3P PERF

LaTIEEN ]
IE5 90 UgpaBlag
g shapy

saUo|IadaY 8P UOpELER:

0pedas 3p ewiod

40 op odi,
lgpEiae ag

odwal

E2En €] 0P peR3

“[Bsn3eu Puun; 3p eppRpadd EIEA B 30
auens (@p Juede
B 3P UGIBING 3P 0533044

s s0Ua S0 iRy

N v
Pt

EUJ[ES UD[I0|05 OF UOPERURIULY

0539044 P OWASI]

OpOIIW [3p UDRIAR

adinba ap ugajag

H

I 2

CIpEL JOp UD|sal msandnsasg ap upIeI ey

opmas ap semeiadwa)

BRI B SAHELEN SOIRR 9P SN

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice B. Materia primay procedimiento

Apéndice B1. Abomaso de ternero

Fuente: datos experimentales, laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.

Apéndice B2. Maceracion dinamica de quimosina en solucién

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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Apéndice B3. Centrifugado de quimosina en solucién

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.

Apéndice C3. Separacion de fases posterior al centrifugado

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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Apéndice B5.  Solucidn de primer lavado con NacCl

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.

Apéndice B6. Columna cationica para realizar la cromatografia de
intercambio catiénico en la purificacion de la

guimosina

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales, —
LIEXVE-.
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Apéndice B8. Obtencion de quimosina en solucion

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales, —
LIEXVE-.

Apéndice B9. Elaboracion de prueba de actividad enzimatica de la

guimosina obtenida

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales, —
LIEXVE- .
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Apéndice B10. Determinacion de porcentaje de actividad enzimética

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis microbiolégico de la quimosina en solucion obtenida
a partir del cuarto estbmago de ternero a diferentes tiempos

de maceracion dinamica

Informe de Resultados de Anilisis Vicrobioldgico

10s il mEreAC 489 No. Ds mues 1 (una)

Dirigido s Gabriela Marlen Caal Martinez  Ingre 310314

314

N | QUIMIOSINA 1 14

1 1 HORA {1

ANALISIS RESULTADO DIVIENSIONAL,

l:.‘. : 3 NMP/mL NMP milditra

P <3 NMP/mL NMP/milito
y Ausencia Ausenciz o Presencea

< 10 UFCiml UFComl

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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Anexo 2. Informe del Laboratorio de Investigacion de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

LR I8 CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

No. 4523

0.T. No. 33104
No. Informe LIEXVE-Qi 19-2014

Interesado Gabnela Marfene Caal Martinaz
Estudiante de Ingenseria QuimicaJSAC
Carné No. 200714442

Proyecto: Trubqowdemmnumc!mmclon yumbduelon de la
Quimosina Producida de forma 2 del o estémago de
ternero a partir de diferentes tlempos de extr 6n y edades del bovino a
escala laboratorio.

Fecha: Guatemala, 30 de Junio de 2014

Se reakzd ol estudio de lesis Hlulado "Extraccién y caracterizacion de la Quimosina Producida
ammatnmwmonﬁnnmdemmammmmmﬁ
extraccién y edades del bovi 0" con @@ exiracciin a escala de laboratono
de la enzama de Quimosina y Pepmaapamdelmamesmgodenmm

EXTRACCION DE LA ENZIMA LLAMADA QUIMOSINA Y PEPSINA A PARTIR DEL CUARTO
ESTOMAGO DE TERNERO

Se procedid & la '@ en agua desmineraiizada con la ayuda de una licusdor, luego
sepmcodéadumnureiwooum-émomaywaooboomﬂco ego se procedio &
reglizarie un proceso de maceracdn en un tempo de 1.2 y 3 horas, luego la soluckdn obtenida se
filtrd para eliminar jos contaminanies prasentes en ka solucidn.

A 1a solucion filtrada, se e agrego sulfsto sddico anhidrido y Propilenglicol al 10% en peso, esta
solucin se colocd on una centrifuge durante 10 minutos pare poder ehminar las particules en
suspensidn presentes en la sofucion que contenia la enzima. Teminaca la centnifugada, s& extran
1a tase acuosa y 58 pasd por una columna calionica & la que se e hiceron un lavado con solucion
saina de Cloruro de Sodio en concantracidn 0.5M, en 1a que se exirajo la enzima pepsina y luego
se procedit a realizar un segundo lavado con una sclucidn de Cloruro de Sodio en concentracién
2M junto a Fosfato Sodico 0.5M en donde se extraio le Quimesing

Se determiné la fuerza de cugjo en la Quimosina y Pepsine colocande en cada una
muasiras, la cantidad de 75mlL de leche enters a la que se (e agregd 20mi. de cada una

de las
de ias
msﬁuyanabelmnwoewao para posteriommente detenminas la fuerza de cuajo.

Pagra1ced

FACULTAD DE INGENIERIA —USAC -
Edifico T-5, Cildad Universilars zons 12
Toldlono cirectc: 2418-9171%, Plants. 2418-8000 Exts, 38206 y 86221 Fax 24783121
) Pagina wel; oy /on. usac sdu gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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Anexo 3. Informe del Laboratorio de Investigaciéon de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

nm CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Tabla No.3
Rendimiento de queso obtenido con Pepsina extraida del abomaso de ternero en edad de
lactancia.

ik k3 A5 IB CAAE s
} 1 | | e SEEE
1 2 2610 | 25972011 _:u.a_{ 3483015
boa oot 3450 |
1 2643 3524 | ‘
2 2 2588 | 26.28£0.30 3451 | 34982040
|3 | 39 | %® |
1 25.88 L
3 T = 2584 | 25992023 | 3445 34664032
3 [ 2827 3503 |

Fuente Datos experimentaes -LEXVE.

Tabla No4
Rendmiento de queso obtenido con Pepsina exiraida del abomaso de temero en sdad post
factancia,

1 2 | 2608 | 26494035 3479 W33 £047
v ~ 3| sam 35 84
VR B TAT % 24
2 2 276 | 27334023 3638 2085 QA1
3 | 212 3627
L 1 2712 36.16
VU s | zasnm 36.41 B0
| 3 | 2117 . 82
Fuorte: Datos oxpenimentaies —LIEXVE-
Pagna3de9
FAGULTED DE INGENIERL ~ USAC—
Eancio 15, Cratea Unienitess Zone 12
Telefena diecto: 2218+3115, Plaita: 2478-000C Exts 88203 y 86221 Fax: 24188121
- Pagina wab: hitpion, usac sdu gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —
LIEXVE-.
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Anexo 4. Informe del Laboratorio de Investigacion de Extractos

Vegetales —LIEXVE-

am CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
Ne. 0818
Tabla No.§

" Denswiad de Quimosina exiraida del abomaso de temero en edad de lactancia.

106
1.07

1.06 £0.011

109
110
109

1.08 £ 0.005

108
108
1.09

win|alwin]afw|ro]|=)

1.08 £ 0.005

Tabla No.6

Densidad de Quimosina extraida del abomaso 06 lamero en odad post laciancia

oy
W
]
1 2
3
1
2 2 107 1.08 £0.02
3 1.07
1 1.08
3 2 103 106003
3 1.07
Fosnte. Dalce experimentales - LIEXVE-

Pigradde®

FACULTAD DE NGENERIA —USAC—
Edficio T-5, Ciudad Universitara zona 12

. Pagne web: hitp//ci weac sdu.gt

1 Tetetono deecto: 2418-8115, Pianta: 2473-8000 Exts. 86208 v 86221 Fax 2418-2121

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.
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Anexo 5. Informe del Laboratorio de Investigaciéon de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

L 1IN CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
No. 0811
Tabla No.7

Densidad de Pepsina extraida del abomaso de temero en edad de lactancia

1

1 2
3
1

2 2 1.04 1.05£0011
3 1.08
1 1.04

3 2 1.03 104001
3 1.06 _

—
Fuente; Datod expenimantsies —LIEXVE-

Tabla No.8
Densidad de Pepsina extraida del abomaso de temero en edad oe post [actancia.

1
2
3
1
2 1044105
3
1
3 2 1054105
3

Fuenle Datos expetieraniales -LIEXVE

Pigira Bded

FACULIAD DE NGENERIA —USAC—
Edficio T5. Gludad Unvarmilata zora 12
Toléfong dimcto; 24189715, Puata; 2418-8000 Bxts. 80203 ¢ 86221 Fax: 24188121
- Paging web: htpv/cd usac adu.gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.
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Anexo 6. Informe del Laboratorio de Investigacion de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

FACULTAD DE INGENIERIA

|l CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

132z0M

12020015

Tabla No.10
8220
1 8220
B360
7960
2 8100 8013275 62 1.1 1122001
7980 113
7630 1.18
3 7850 7707212423 1.14 11720023
7640 118
AT e TV

Pagratae s

FACULTAD DE INGENERIA —USAC-
Ediicio T-5, Civdad Univers tara zons 12
Teistonc abacto: 2415-8115. Plenta: 2418-8000 Exte. 56200 y 86221 Fax 24188121
Pagine web nlipdici usas edu gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.
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Anexo 7. Informe del Laboratorio de Investigacién de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

am CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
: FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
Neo. 0813
Tabia No.11
Fuerza de cuajo de Pepsina extraida del sbomaso de temero en edad de lactancia.
\
: 428
f2"3’1527 428 = 426 £0,080
* a2
, Ry S 1
19702 26.45 458 45720058
450
e S
198024358 ' 261 45440008
| 458 M
Tabla No.12
Fuerza de cuajc de Pepsina ida del ab de lemeno en edad de lactancia.
R :
=
| 2
{ 3
‘ 1
1 2 2
P18 R, T R L M S ey
o Pl 2150 1 a4e
| 3 2 2210 2190 £ 3464 207 4.11£0.0828
3 2210 407
Fuerie Datos mxpeimentaies LIEXVE-
PignaTde9
FACULTAD DE INGENERIA —USAC ~

Edficio T-5, Cuted Unversitass zons 12
Teléteno deecio: 2418-3115, Panta; 2418-0000 Exts 88203 y 88221 Fax 2418-8121
Pipina web: httpyios.o50c.90u.g1

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.
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Anexo 8. Informe del Laboratorio de Investigacion de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

am CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
R FACULTAD DE INGENIERIA

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

No. 0814

ANEXOS
EXTRACCION DE QUIMOSINA Y PEPSINA

Separacion, lavado y rompimiento de de ab de

PagraBoe®

FACULTAD OF INGENERIA ~USAC -
Editeo 15, Cludad Unlrersnara zoom 12
Tekdono directy: 2318-2115, Planta 2418-8000 Exte. 36208 y 06221 Fax: 24189121
Pigina wed; atip/ion usaz edu gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.
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Anexo 9. Informe del Laboratorio de Investigaciéon de Extractos
Vegetales —LIEXVE-

an CENTRO DE INVESTIGACIONES DE INGENIERIA
g FACULTAD DE INGENIERIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Fuerza de cuajo en leche con de quimosina y pepsina extraida del abomaso de
terne

Pogiha Doe®

FACULTAD DE INGENERIA —USAC—
Edficio T4, Ciudad Unvemitsna tone 12
Tetétono dwecto: 2418-9715, Piaata; 2478-B00C Exts. 80205 y 86221 Fax 24189121
Paging wob: httpy/cs usac adu gt

Fuente: datos experimentales, Laboratorio de Investigacion de Extractos Vegetales —

LIEXVE-.

93



Anexo 10. Patente Europea

& OFICINA ESPARIOLA DE s CeaciBne 45
(18 5%) T PATENTES Y MARCAS I N* de publicacién: ES 2 078 345
: ] fes B01nt. €15 C12N 9/64

ESPANA

1z TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

36 Mimero de solicitud europea:  90010042.2

86 Fecha de presentacién :  13.06.90

0 Mimero de publicacién de la solicitud: 0 477 284
7 Facha de publicacién de la solicitud:  01.04.92

(54 Titulo: Procedimiento para la recuperacién de quimosina producida de forma natural.

300 Pricridad: 13.06.80 US 365937 .73 Titular/es: Genencor International, Inc.
180 Kimball Way
South San Francisco, CA 94080, US

45 Facha de la publicacién de la mencién BOFI: (72 Imventor/es: Helnsohn, Henry, G.;
16.12.95 Lorch, Jeffrey, D.:

Hayenga, Kirk, J. ¥

Amold, Raymond, E.

4% Facha de la publicacién del folleto de patente: 74l Agente: Ponti Sales, Adelaida
16.12.95
Aviso:  En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes,

de la mencian de concesian de la patente europea, cualquier persona podrd oponerse ante la Oficina
Europea de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar
motivada; salo s2 considerara come formulada una vez que se haya realizade el pago de la tasa de
oposicion (art® 99.1 del Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Ventm de feeciculos: O fcine Espaficls de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 — 28038 Madrid

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.

94



Anexo 11.  Patente Europea

ES 2078 345 T3

DESCRIPCION

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Esta invencidn se refiere a la recuperacién y purificacion de la quimosina producida de forma natural.
En particular, esta invencion esta dirigida a los procedimientos para la recuperacion y purificacion de
la quimesina a partir de soluciones acnosas que contienen quimosina que se ha obtenido a partir de la
10 extraceion de fuentes naturales de quimosina.

2. Estado de la técnica

La quimosina es una enzima conccida que es particularmente util en la preparacion del quess, Mien-
tras que las fuentes de quimesina natural incluyen estémages de ternero, estdmagos de bovine, estomagos
de cabra, estomagos de porcines, ete., la quimosina comercial se obtiene basicamente a partir del enarto
estémago de los ternercs alimentados con leche. Esto es debido a que dichas vacas producen mayores
cantidades de quimosina comparadas a las de pepsina, mientras que otras fuentes de quimosina contienen
generalmente mayores cantidades de pepsina comparadas a las de quimesina y, consecuentemente, la
recuperacion de la quimosina de estas [uentes es mas dificultosa ¥ econdmicaments menos rentable, es
decir, hay menos quimosina parta recuperar.

15

20

Sin embargo, debido al actual descenso en la. produccicin de ternero, la fuente natural de quimosina
descrita aqui ha disminuido, lo cual, en contrapartida, ha incrementado el interés en el desarrcllo de pro-
cedimientos mas eficientes para la recuperacién y purificacién de quimosina producida de forma natural.
Especificamente, los procedimientos mas eficaces proporcionarian una mejor recuperacion y purificacion
de quimosina a partir de estémages de ternero asi como permitiria la recuperacion y la purificacion
econdmica de la quimesina a partir de otras fuentes naturales.

25

Tn obstaculo importante en el desarrollo de dicha metodelogia ha sido el alto nivel de contaminantes
encontrades en la solucién de quimosina obtenida a partir de fuentes naturales de quimesina. Ademés de
la pepsina, €l exiracto acucsc obtenido de estas fuentes naturales de quimesina incluyen otros conbami-
nantes como, por ejemplo, otras enzimas ¥ proteinas del estdmago. Dichos contaminantes han complicado
el desarrollo de una metodologia eficiente de recuperacion ¥ purificacién.

30

3 IMientras que se han descrito numerosos procedimientos para aislar enzimas de soluciones acuosas,

coma log de la fermentacion de la cerveza, ninguna de las referenciaz a las que los Solicitantes han tenidao
access describen procedimientos para la recuperaciom ¥ purificacion de quimcesina producida de forma
natural, especialmente la quimesina producida de forma natural mezclada con pepsina u obres contami-
nantes, que emplean un sistema de dos fases lignide-liquida.

HRespecto a esto, la Patente 118, nim. 4.144.130 deseribe el uso de (1) una mezcla de un polialeohol
polieter, polivinilpirrolidona o polisacarido sustituide ¥ no sustitnide de alto peso molecnlar, ¥ una =zal
inorganica, (2) una mezcla de como minimo dos de los polimeros de alto peso molecular descritos ante-
riormente para recuperar las enzimas intracelulares a partir de una solucién acuosa que ha sido liberada

% e las células. Cuando se emplea un mezcla de polietilenglicol ¥ una sal inorganica, la enzima intracelular
deseada va a la capa superior de polietilenglicol mientras que los restos celulares y otros productos de
fermentacion van hacia la capa. inferior que contiene menos sal. Esta. referencia describe que mando se
trataba una masa de celulas normales el coeficiente de reparto de varias enzimas recuperadas en la capa
de glicol era de alrededor de 0,3, v podian incrementar a aproximadamente 3 cnando células congeladas

50 g mezclaban con agua ¥ se desintegraban para liberar sus enzimas.

D' forma similar, la Patente 115, nim. 4.728.613 describe un proceso para la recuperaciom de enzi-
mas producidas extracelularmente como la proteasa, amilasa y cuajar microbiano, a partir del fermento
total de cerveza empleands nna sal inorganica en combinacién con un polimeras seleccionade de un grupo
55 consistente en polietilenglicol, un derivado amino del polietilenglicol, nn derivada carboxilado del palie-

tilenglicol, propilenglicol, nn derivado amino de polipropilenglicol, un derivado carboxilado del palipro-
pilenglicel, un éster polifetilenglicol], pelietilenimina, trimetilamino-polietilenglicol, aleohol polivinilico,
polivinilpirrolidona ¥ mezclas de los mismos. Los ejemplos de esta referencia describen la obtencion de

50 coeficiente de reparto de hasta 30 para dichas enzimas extracelulares.

D' forma similar, Kula v col., “Purification of Ensvmes by Liquid-liquid Extraction”, describe nu-
meroscs procedimientos para la purificacion de enzimas mediante la extraccion liquide-liquide. Entre los

2
Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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numerosos procedimientos desarrcllados, Kula v col. describen que la adicién de una mezcla de polieti-
lenglicol /sal inorganica a una solucién acuosa que contenga la enzima formari un sistema de dos fases
en donde la fase de palietilenglicol contendra la enzima. Kula ¥ col., describen ademds en la pagina 111
que el polimero que forma la fase (polietilenglicol) puede eliminarse de la enzima mediante adsorcion de
la enzima a intercambiadores idnicos; eliminando mediante lavado el polimero que forma la fase: y la
recuperacion posterior de la enzima.

L

Por otra parte, la Patente U5, nim. 4.508 325 describe que la proteasa extracelular ¥ la amilasa

que = producen en la fermentacion por un microorganismo capaz de producirlas s separan mediante la

10 adicién de palietilenglicol ¥ un copolimers catidnico epihalohidrina/ polismina o pelimers de dextrano en

el medio de fermentacién ¥ permitiendo a los polimeros separarse en fases para formar una fase rica en
proteasa ¥ una fase rica en amilasa.

Asimismo, la Patente 1.5, nium. 4.501.563 deseribe un proceso para la purificacion v la concentracion
15 simnltinea de la enzima dextrano-sacarasa a partir de un medic de cultive con sacarcea. En partienlar, el
procedimients deserito incluye la adicidn de un polieter como el polietilenglicol de tal forma que se formen
dos fases; la primera fase es una fase pesada rica en dextrano que incluye la enzima dextran-sacarasa
purificada, ¥ concentrada, ¥ la segunda es una fase ligera rica en polieter que contiens las actividades
enzimaticas contaminantes, las cuales son eliminadas.
20
Teniendo en enenta lo deserito, es evidente que en las técnicas citadas no se desarrclla la recuperacién
w purificacién de quimosina producida de forma natural a partir de soluciones acnosas que contengan
pepsina 1 otros contaminantes mediante el empleo de un sistema de dos fases derivado de la adician de
polietilenglicnl ¥ sal inorganica acoplada con el uso de una resina de intercambio idnico. Paor otra parte, la
25 recuperacion ¥ purificacion a escala industrial o comercial de la quimosina producida de forma natural se
facilita enormemente mediante el nso de dicho sistema de dos fases liqnide-liquido para. la recuperacion de
la quimesina, ¥ con la utilizacion de una resina de intercambio iénico para la purificacion de quimosina.

En consecuencia, la presente invencién hace referencia a los procesos eficientes para la recuperacion
s0 ¥ purificacion de la quimesina producida de forma natural a partir de mezclas acuosas que contienen
quimosina, pepsina. ¥ otros contaminantes producidos durante la extraccion acuosa de fuentes naturales

de quimosina.

Consecuentemente, la presente invencidn proporciona un procedimiento de recuperacion v purificacion
35 de quimesina producida de forma natural, en el eual la recuperacidn se consigne empleando un sistema
de dos fases liquide-liquido ¥ la purificacion se consigue utilizando una resina de intercambio idnico.

La presente invencién también proporciona un proceso de recuperacién v purificacion de quimosina

producida de forma natural en el enal la recuperacion se logra mediante un sistema. de dos fases liquide-

40 liquido que permite la recuperacidn selectiva de la quimesina y pepsina frente a otros contaminantes que
se encuentran en la solucion amosa,

En eonseenencia, la presente invencidn proporciona un procesos de purificacian de la quimesina produ-
cida de forma natural a partir de una solucion acnesa/polietilenglicol que contiene quimosina y pepsina.
45
Un aspecto de esta invencién proporciona un precedimiento para la recuperacion ¥ purificacion de la
quimosina a partir de una sclucion acncea que contiene quimesina obtenida a partir de fuentes naturales
¥ que ademéas contiens pepsina ¥ obros contaminantes, euyo procedimients comprende:

a0 {a} ajustar el pH de la salucion amosa. a menos de aproximadamente 6,5 y ahadir a la solucién ammosa
una cantidad efectiva de polietilenglicol (PEG) ¥ una sal inorganica para formar un sistema de des fases;
(b} permitir que la solucién acucsa de la mezcla polietilenglicol-sal inorganica se separe en una fasze
de polietilenglicol rica en quimesina ¥ pepsina ¥ una fase salina pobre en quimosina ¥ pepsina;
55
(c) recuperar la fase de polietilenglicol rica en quimozina ¥ pepsina;
(d) poner en contacto la fase de polietilenglicel rica en quimosina y pepsina con una resina de inter-
cambio idnico bajo condiciones en las que la quimosina se une a la resina ¥ el polietilenglicol ¥ la pepsina
G0 pasana través de la resina;

(e} recuperar la quimosina de la resina.

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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Die forma sorprendente, en el paso de extraccién, la mayor parte de la quimosina ¥ de la pepsina
estan contenidas en la fase de polietilenglicol mientras que los contaminantes diferentes a la pepsina se
mantienen en la fase salina. Ademas, cuando se pone en contacto la fase de polietilenglicol con una resina
de intercambic iénico adecnada, la quimcsina se une a la resina. mientras que la pepsina pasa a través
de ella. A continuacion, la quimosina, basicamente libre de pepsina u otrcs contaminantes (es decir, la
contaminacién es menor del 10% del peso en base al peso de la quimosina), se recupera. de la resina. Por
lo tanto, el procedimiento de la presente invencion es un procedimiento extremadamente eficaz para la
recuperacion y la purificacién de la emimosina producida de forma natural.

En general, el pH de una sclucion acnosa puede ser cualquiera en el que la quimcsina sea estable, es
decir, aproximadamente 6.5 0 menor. Sin embargo, en una realizacién preferida, se ha determinade que
en la solucién acuosa el use de pHs menores, es decir, pH 3 o menor, y preferiblemente de pH de 2 a
2.5, da como resultado coeficiente de reparto mas elevados (mayor selectividad) para la separacion de la
15 quimosina en la fase de polietilenglicol comparade con el uso de pHs de 3 a 6,5,

Descripeidn detallada de la invencién

La separacién de varias enzimas a partir de soluriones acuosas utilizande polimercs como el polieti-
20 lenglicol de varios pesos moleculares en combinacion con otros polimeros, como por ejemplo, el dextrano,
o sales inorganicas es conocido en ¢l estado de la técnica, Sin embargo dicha invencion esta dirigida en
parte al descubrimiento inesperado de que la quimosina puede recuperarse y purificarse eficientemente a
partir de scluciones acuosas que contengan quimosina producida de formanatural, pepsina y otros conta-
minantes mediante la adicién de cantidades suficientes de polietilenglicol ¥ una sal inorganica a la solucidn
25 acuosa para formar un sistema de dos fases. Bajo estas circunstancias, casi toda la quimcesina v pepsina
s¢ reparten en la fase de polietilenglicol. Esto queda en evidencia por los coeficiente de reparto de la
quimosina ¥ de la pepsina en la fase de polietilenglicol mayares de aprodimadamente 30 y preferiblemente
mayores de aproximadamente 35, Por otra parte, la mayor parte de los contaminantes se mantienen
en la fase salina. Por lo tanto, este paso de la extraccion proporciona una forma de recuperacion de la

30 quimeosina ¥ de separacion de la misma de sus contaminantes distinbos a la pepsina.

La presente invencién esta dirigida en parte al descubrimiento inesperado de que cuando la fase de
polietilenglicol se pone en contacto con una resina de intercamhbio idnico en condiciones en las que la
quimosina se une a la resina, el polietilenglicol y la pepsina pasan a través de la resina. En consecuencia,

35 cuando se combinan ambos pasos, el procedimiento de la presente invencidn permite la recuperacion v la
purificacién de quimesina sustancialmente libre de pepsina u otros contaminantes.

Sin embargn, antes de tratar esta invencion en detalle, se definiran los signientes términces:

0 “Quimesina producida de forma natural” - se refiere a la quimoesina cbtenida a partir de mamiferos
incluvendo, por ejemplo, los estémagos de bovinos (que incluyen los cuatro estomagos de los ternercs),
de cabra, de porcinos, de ovejas, ete.

“Pepsina” - =e refiere a la pepsina obtenida a partir de mamiferos incuyends, por ejemplo, los
45 estémagos de bovines (que incluyen los enatro estémages de los terneros), de cabra, porcinos, de ovejas,
ete. Ademas de la quimosina, también se recupera pepsina en la extraccion de estdmages macerados.

“Otres contaminantes” - se refiere a los componentes distintos a la quimoesina ¥ pepeina, que s= ab-
tienen en la extraccion de estémagos de mamifercs macerados. Estos otros contaminantes incluyen, por
50 ejemplo, proteinas (por gjemplo, albimina ), enzimas y similares.

“Scluciones acuosas que contienen quimosina producida de forma natural, pepsina ¥ otros contaminan-
tes” - se refiere a las soluciones acuosas obtenidas por la extraccion de tejido de estdmagos de mamiferos
macerades para obtener quimosina producida de forma natural. Los procedimientos para la preparacion

55 (maceracién) v extraccién de la quimosina a partir de dichos tejidos son bien conocidos en el estado de
la téenica y estén deseritos, por gjemplo, en "Fundamentals of Dairy Chemistry”, segunda edicioin, Webb
v ool editores, AVI Publishing company, pag. 674679 (1083}, En dichce procedimientos de extraccién
conocidos también se extrae pepsina a partir del tejide de estomago asi como otros contaminantes. En
general, la cantidad de pepsina extraida en la sclucién acuosa depende de factorss como la edad del
g0 animal del que se ha abtenido el estémago o & del animal ha sido destetado. El estémage de un animal
joven que esta, todavia mamando contiene significativamente mas quimosina y mencs pepsina comparado
con un animal mayor que ha sido destetado. Por otra parte, los estémages de dichos animales mayores
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aiin contienen cantidades recuperables de quimesina.

“Puolietilenglicol” - se refiere a polietilenglicol de cualguier peso molecular que pueda emplearse para

la extraccicn de quimesina de la forma descrita en esta invencion. El polietilenglicol existe en formas de

5 pesos moleculares de aproximadamente 400 a aproximadamente 22.000. El polistilenglicel preferido que
se emplea aqui debe tener un peso molecular de aprodmadamente 600 a aproximadaments 12.000. Tn
polietilenglicol particularmente preferida es el PEG-8000, es decir, el polietilenglical con un pese mole-
cilar de unos 3000, La seleccién del polietilenglicol a utilizar depende, en parte, de la composicion de la
mezcla a partir de la cual se extrae la quimesina ¥ en parte del coste econdmico del proceso, asi como de

10 otros factores.

“Sal inorganica” - se refiere a cualquier sal inorganica que pusda emplearse para la extraccion de
quimosina de la forma descrita en esta invencitn. Por gjemple, sales inorganicas adecnadas son las sales
de =ulfatcs, las sales de fosfatos v similares. Las sales de sulfatos preferidas son el sulfato sadico, el

15 sulfato magnésico, el sulfato amdnico v similares. Ademas, también pueden emplearse mezclas de sales
adecnadas asi como mezclas de dichas sales en combinacidn con salies) como el clorure sidico, que por
ella misma no es capaz de inducir la particién en un sistema de dos fases con el polietilenglicol, pere que
en combinacién con una sal inorganica adecuada se sabe que incrementa los coeficiente de reparto de las
enzimas.

20

“Coeficiente de reparto (K" - se define por la formula

K= Gi/Cy

en donde Cr se refiere a la concentracion de equilibrio del compuesto desplazado a la fase superior ¥ Cy
se refiere a la concentracion de equilibrio del compuesto desplazado a la fase inferior. En consecuencia,
esta claro que la cantidad cuantitativa del compuesto desplazado a cada una de las fases depende de su
coeficiente de reparte asi como del volumen de las fases. Esto es lo mismo que decir que =i el compuesto
desplazado tiene un coeliciente de reparto de una unidad (el compnesto esta igualmente desplazado a las
fases superior e inferior), entonces las fases contienen cantidades ignales del compuesto desplazade sdlo
s las fases tienen el mismo volumen. 5i la fase superior e= el 10% del volumen de la fase inferior enton-
ces, mando el coeficiente de reparto e la unidad, la fase superior silo contiene un 10% del compuesto
desplazado. En fincién de lo anterior, es evidente que un coeficiente de reparto muy elevado para el
compnesto desplazado es extremadaments valicso porque permite la recuperacidn de grandes cantidades
de este compuesto en la fase superior, inclusc cuando el volumen de la fase superior es relativamente pe-
quenio comparado con el de la fase infericr. Por tanto, en la presente invencion, con el uso de cantidades
pequetias de polietilenglicol s consignen coeficiente de reparto muy elevados que permiten reenperaciones
muy elevadas de quimoesina.,

25

a0

85

“Prunto isoeléctrica (P1)" - se refiere al pH al oual el polipéptido es electrostaticaments nentro, e decir,
el polipéptido tiene un mismo nimero de cargas positivas y negativas funcionales. El punto isoeléctrico
de la quimesina es de aproximadamente 4.6 ¥ el de la pepsina tambitn es de aproximadamente 4.6, A un
pH inferior al punto isceléctrico, la quimosina ¥ la pepsina tienen una carga neta positiva: a un pH por
encima. del punto isceléctrico, la quimosina ¥ la pepsina tienen una carga neta negativa.

40

15 "Hesina de intercambio idnico” - = refiere a un material resinoso compatible con una proteina que

es capaz de unir electrostaticamente compuestos cargados. Las resinas de intercambic idmico son bien
conocidas en el estado de la téenica e incluyen tanto resinas de intercambio anidnics como cationico.

En la practica de esta invencién, una solucidn acucsa de polietilenglicol que contenga quimosina ¥
pepsina se pone en contacte con una resina de intercambio ionico bajo condicicnes en las que la quimosina
se unira. a la resina. El emplen de una resina de intercambio anidnice o catitnico en la presente invencidn
depende del pH de la fase del polietilenglicol, e= decir, s el pH de la solucion esta por encima o por
debajo del punto isoeléctrico de la quimesina. En consecuencia, la puesta en contacta de una solucidn
que contiens quimcsina con una resina de intercambio idmico en condiciones en las que la quimesina se
una a la resina =0lo == refiere al ajuste del pH de la solucién por encima o por debajo de punto isoeléctrico,
de tal forma que la quimeosina se una a la resina utilizada.

a0

55

Por otra partte, se ha obtenido de forma inesperada que bajo estas condiciones la pepsina no se une a

0 la resina de intercambic idnico annque la pepsina tenga un punto isceléctrico similar al de la quimosina.

El pH para lasclucion acuesa de polietilenglicol es generalmente de 6,5 o menor, aunqgue pHs alrededor
del punto isceléctrice de la quimesina, es decir, pHs de 3,6 a 5.0, no se prefieren debido a la baja carga

5
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electrostatica neta de la quimosina, que reduce la efectividad de la unién a la resina. Asimisme, cuando
la solucitn de polietilenglicol (fase) se mantiene a un pH entre 2-5, la quimosina sufre una antolisis mas
eficaz, aunque a una tasa apreciablemente menor que en agna. En cualquier caso, el mantenimiento de la
{ase acucsa de polietilenglicol a pHs entre 3-5 resuliara en pérdida parcial de rendimiento de quimesina

5 dehida a antalisis. En consecnencia, enando se emplea una resina de intercambio catidnion, es pu'efenble
mantener el pH de la solucién por debajo de 3,0; en el caso de emplear una. resina de intercambio aniénice,
ez preferible mantener el pH por encima de '“.D

Las resinas de intercambio caticmico preferidas para su uso en esta invencién incluyen, por ejemplo, la

10 IBF SP-Spherodex, Pharmacia SP-Sephadex, Indicn SP-2, IBF SP-Trisacryl ¥ similares. Las resinas de

intercambio aniénico preferidas para su uso en esta invencién incluyen, por ejemplo, IBF Q-Spherodex,
Pharmacia {J-Sepahdex, Indion (J-2, IBF ()-Trisacry] y similares.

Los procedimientos de esta invencion son itiles para la recuperacion y la purificacién de la quime-
15 =ina producida naturalmente. Ciando == recupera ¥ se purifica la. quimoesina producida naturalmente, la
solucién acmosa que contiene la quimosina, pepsina ¥ otros contaminantes puede emplearse en su forma
cruda, es decir, la solucion que se obtiene tras la extraccion de estémageos macerados, o, =i se desea, la
solucién acuosa puede fltrarse primerc para eliminar la mayor parte o todos los salidos, utilizandose
posteriormente el liquide filtrado para los procedimientos de esta invencion.
20
En el primer pase de esta invencion, la quimosina producida de forma natural se recupera mediante
la adicidn a la solucion acucsa que contiene quimesina, pepsina u oiras impurezas, una cantidad efectiva
de polietilenglicol (PEG) ¥ una cantidad efectiva de una sal inorganica para formar el sistema de dos
fases. La solucidn resultante se deja reposar hasta que se separa en una fase de polietilenglicol rica en
25 quimosina ¥ pepsina ¥ una fase salina pobre en quimoesina o pepsina. La fase de polietilenglicol rica en
quimosina ¥ pepsina se recupera mediante téenicas convencionales.

Ee ha determinado que bajo estas condiciones se consignen coeficientes para particion de la qnimosina

v la pepsina en la fase de polietilenglicol mayores de 30 v preferentiemente mayores de 85 Mientras que

a0 la extraccion del polietjlengljcol es itil para la recuperacién de la quimesina a pH mas elevados, es decir,

pH de 6.5 o menor, es mas eficiente cuando el proceso se realiza a pHs menores de 3. A diches pHs bajos,

pueden conseguirse coeficients de reparto de la quimosina/ pepsina de hasta 100 o mas. Les coeficiente

de reparto elevados son ventajosos porque permiten el nso de cantidades menores de polietilenglical para

consegnir la. separacion deseada de la quimosina a partir de la fermentacion de la cerveza la cual, en

35 contrapartida, facilita la posterior separacion de la quimesina del polietilenglicol, es decir, hay menor
cantidad de polietilenglicol a separar.

Se ha determinado ademas que como resultado de una vnica extraccion, la fase de polietilenglicol
contiene hasta el 9559% o mas de la quimesina total presente inicialmente en la solucidn acucsa v contiene
40 Touy poco, sioexisten, de otros contaminantes, Por tanto, ademas de proporeionar un medio para la re-
cuperacion sustancial de toda la quimosina producida de forma natural v pepsina incluida en la solucién
acuosa, este aspecto de la presente invencién también proporciona un medic para recuperar la quimosina.

¥ separarla de otros contaminantes distintos a la pepsina.

45 En el signiente paso de esta invencidn, la fase de polietilenglicol que eontiene la quimosina y la pepsina
extraidas, se separa de la otra fase o fases ¥ la fase de polietilenglicol = pone en contacio con una resina
de intercambio iénico manteniendo o ajustands el pH de tal forma que la quimosina se una a la resina.
Diebido a que el polietilenglicol no esta cargado bajo estas condiciones, pasa a través de la resina. De
{orma sorprendente, en estas condiciones, la pepsina tampoco se une a la resina de intercambio itnico ¥

s0 pasa a través de la resina. Por lo tanto, este paso proveca la purificacion de la quimesina no salo del
polietilenglicol sino también de la pepsina. Por lo tanto, cuande la fase de polietilenglicol aislada que
contiene la quimosina ¥ la pepsina se pone en contacto con la resina de intercambio iénico en condiciones
en por las que la quimosina se une a la resina, basicamente toda la quimosina e separa de polietilenglical
¥ se une a la resina de intercambio idnico ¥ el polietilenglicol ¥ la pepsina pasan a través de la columna

55 con resina. Iras el contacto inicial, la resina se lava con agna o agna v sal, preferentemente bajo condi-
cicnes que no eliminen la quimesina de la resina, ¥ que eliminen el polietilenglicol ¥ la pepsina residuales,
A continmacion, la quimecsina se eluye de la columna empleando nna solucion salina ¥ un tampon que
mantenga el pH que separe la quimosina de la resina. Debido a la elevada selectividad en la recuperacian
de la quimosina, no es necesario usar un gradiente o una elucicm por pasos en la resina debido a que =3l

a0 la enzima o materia que esta unida a la resina proveniente de la fase de polietilenglicol ¥ liberada de la
Tesina es quimosina. Por lo tanto, la quimosina puede eluirse de una sola vez con una solucidén salina
aumentando o disminuyendo el pH (en funcién, naturalmente, de si se emplea una resina de intercambio

G
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aniénico o catitnica) para que todo el contenido de quimesina unida a la resina se eluya en un solo paso.
Preferentemente se ahade una sal a la solucion de elucion para ayudar en la tasa o grade de elucién, o en
algunos casos, es decir, con una resina de intercambio anionico, efectuar la elucién de la quimcesina de la.
resina, por ejemplo con foefato sddico S0mM /NaCl ZM, pH 5,5, Se emplean la sales preferiblemente con
5 la solucion de elucion debido a que la quimesina se vende generalmente en una presentacion comercial en
solucion salina ¥, en consecnencia, es conveniente incorporar la sal con la quimesina en este paso.

Por lo tanto, la recuperacion ¥ purificacion de la quimesinag mediante el procedimiento de esta in-

vencion dara como resultado una quimosina esencialmente libre de pepsina ¥ otros contaminantes, es

10 decir, la cantidad contaminante es aproximadamente menor al 100% en peso en base al pese de gquimosina

¥ preferentemente, menor al 5% en peso, aproximadamente, basado en el peso de la quimosina. Esto es

lo mismo que decir que el products de quimosina resultante ez al mencs un 90% en peso puro ¥ puede

prepararss para su uso comercial sin un tratamiento posterior significativo para eliminar las impurezas.

El producto de quimosina comercial se diluye generalmente a 5 grames por galon o 1,5 gramos por litro

15 de quimceina, La concentracion salina {generalmente NaCl) se ajusta norlmalmente al 18% v se anade

un conservante como el benzoato de sodio. La concentraciom final del producto propuesta para sn uso en

la alimentacion esta sujeta ademas a una filtracion final para eliminar los sdlides no deseados o partienlas
que puedan estar presentes.

20 Aungue pueden utilizarse pH mas elevados a través del procese (pHs hasta 6,5), la eficiencia de la
mezela polietilenglical/sal incrganica durante la extraccion de la quimosina de la solucion acucsa que
contiene quimesina, pepsina ¥ otros contaminantes y consecuentemente la ehiciencia del proceso no es tan
elevada como cuando se mantienen un pH bajo durante el proceso de extraccion. Por consiguiente, es
preferible emplear bajos pHs ¥, en consecuencia, una resina de intercambio catidnico parta incrementar la

o5 ehciencia de todo el proceso.

Se ha chservado que una tinica extraccion con polietilenglicol ¥ un finico contacta con la resina de
intercambio itnico da como resultads la recuperacicn del 90 al 955, de la quimosina total presente en
la solucitn acucea inicial cuando les aspectos preferides de la anterior invencion se combinan haciendo

a0 la extraccion con polietilenglicol a pH de 3 o menor y se ponen en contacto la fase de polietilenglicol
separada con una resina de intercambio cationico mientras se mantiene el pH bajo.

Por otro parte, el uso de pH mas elevados en el paso de extraceion con polietilenglicol asi como nna
resina de intercambio anidnico en la que s mantiene el pH por encima del punto isoeléctrics de la qui-
35 moesina tambien proporciona resultades aceptables. Sin embarge, s se emplea un pH mas elevado para
extraer la quimosina ¥ == desea un pH menor para poner en contacto la solucion con la resina, esto puede
realizarse ajustando simplemente el pH del extracto de polietilenglicol por debajo del punto isoeléctrico
de la quimosina ¥, preferiblemente, a un pH de 3,6 0 menor, ¥ mas preferiblemente a un pH de 3 o menor,
v poniendo en contacto la quimosina con la resina de intercambio catidnico,
40
Ademas de la alta eficiencia para la quimosina ¥ la pepsina, especialmente para la quimcsina, re-
cuperada de la mezcla de polietilenglicol /sal inorganica. descrita aqui, también se ha observado que la
solubilidad de la quimoesina en el polietilenglicol es aparentemente tan elevada que la quimosina. se des-
plaza de la fase acuosa a la fase de polietilenglicol rapidamente. El tiempo requerido para la extraceion
45 de la quimosina en la fase de polietilenglicol ez generalmente tan bajo que no e= un factor significative
en el disefio del procedimiento. Este proceso es, en conseonencia, muy eheiente ¥ econémico en cuanto a
manipulacion y puede incrementarse facilmente el volumen para su produccicn comercial.

Como puede observarse y dado el pH empleado, el procedimiento descrito agui implica el desplaza-

50 miento de la quimosina v de la pepsina de la mezcla ammosa a una fase de polietilenglicol mas hidrofohica.
Esto se lleva a cabo, al mence en parte, por la concentracién salina en la fase o fases sin polietilenglical.

5i se emplea un polietilenglicol de bajo peso molecular, la fase de polietilenglicol es menos hidrofobica

¥ 8 necesaria una concentracién salina mas elevada en lais) fase(s) sin polietilenglicol, que conlleva un
incremento en los costes de produccion. 5i se emplea un palietilenglicol de mayor peso malecular ¥y mas

55 hidrofhico, se necesitard mence sal en el procese, pero la tasa de separacion puede ser menor a causa de
la elevada viscosidad del polietilenglicol de alto peso molecular. Paor lo tanto, el procedimiento de esta in-
vencion puede optimizarse para cualquier operacion en partionlar mediante la seleccién del peso molecular
deseado del polietilenglicol, la concentracién salina y ctres parametros que puedan ser economicamente
interesantes. Un chjetivo accstumbra a ser la disminncion del tiempo requerido para desplazar la qui-

a0 mosina a la fase de polietilenglicol, pero otro objetive también es dismimir la cantidad de sal utilizada
para realizar la transferencia de casi toda la quimosina a la fase de polietilenglicol. Mientras que la
concentracion salina en las fases sin polietilenglicol puede ser del 2067 en peso, o mayor, generalmente

=1
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=& necesita menos del 159 con el polietilenglicol apropiado. Por ejemplo, con el PEG-8000, s& necesita

del 10 al 13% de sulfato sadico. Por otra parte, la concentracion de sl inorganica minima depende de la

concentracion de la sal necesaria para formar un sistema de dos fases con el polietilenglicol. Sin embargo,

en una aplicacion preferida, la concentracion de sal inorganica de un 8.5 a 20 en porcentaje pesorvolumen
5 basado en el volumen de la solucidn acucsa que contiene la quimesina, pepsina ¥ otros contaminantes,

Preferiblemente, tambien la concentraciém de polietilenglicol empleada aqui es mencor a 20, ¥ mas
preferiblemente menor a 15, en porcentaje pesorvolumen basado en el volumen de la solucién acncsa
que contiens la guimosina, pepsina ¥ otros contaminantes. Por motives econdmicos v de facilidad en la

10 separacion posterior, se emplea preferentemente la minima cantidad pesible de polistilenglical.

Las concentracionss exactas de polietilenglicol ¥ =al inorganica empleadas aqui pueden determinarse
facilmente por un experto en la materia.

15 Diespués de que la quimoesina s= haya nnido a la resina de intercambio inico, la fase de polietilenglicol
recuperada es 1ica en pepsina. La pepsina puede recuperarse de dicha salucion mediante procedimientas

conocidos ¥ puede reciclarse el polietilenglicol. Alternativamente, el polietilenglicol puede descartarse.

Par otra parte, la resina de intercambio ionico puede regenerarse para su uso en lotes sucesivos de

20 polietilenglicol que contenga quimecsina mediante el lavado de la resina de intercambio idnico con una

solucién amosa ajustada a un pH apropiade. Par ejemplo, cuando se emplea una resina de intercambio

cationion, ésta puede regenerarse mediante el lavado con una solucidn acucsa que contenga suficients
acido sulfiirice para bajar el pH a 2, aproximadamente.

a5 Los aspectos anteriores de esta invencion, que permiten la reutilizacion de las resinas de intercambic
iGmico, representa para los procedimientos de esta invencion una manipulacidn comercial ¢ industrialmente
eficientes para la purificacién de cantidades industriales de quimesina, en particular de la quimosina pro-
ducida de farma natural.

30 Habiendo descrito la invencion en términos generales, la invencion puede entenderse mejor =i se hace
teferencia a las siguientes realizaciones de la invencion que estan ilnstradas en los ejemplos signientes. Sin
em bargo, el campo de aplicacién de esta invencion esta determinade por las reivindicacionss adjuntadas,
mientras que los ejemplos siguientes son realizaciones de la invenciin meramente ilustrativas de opoiones
concretas que se derivan de la practica de la invencién aqui descrita.

35
Ejemplos

Ejemple 1

40 Este ejemplo describe el uso de un procedimisnto de extraccion con polietilenglicol en dos fases acuosas
seguido del contacto con una resina de intercambio idnico para producir quimesina para alimentacion a
partir de estomago de bovines. La quimcsina se recupera a partir de estémages de terneros { bovines) que
contienen grandes cantidades de pepsina bovina v menores cantidades de quimosina. La sclucidn acncea
empleada aqul se prepara moliendo los estémagos bovines en un medio liquide adecuado ¥ Blirands los

45 Ttestos celulares. La sclucion arnosa resultante contiene quimosina producida de forma natural, pepsina
¥ olros confaminantes.

Es este gjemplo, 500 ml de extracto de temero se ajustaron a pH 2 con acido sulfirico. Se anadieron

al extracto 20 grames de PEG 8000 (porcentaje de 4 en peso respecto al volumen ) y 55 grames se sulfato

5o sodieo anhidro (porcentaje de 11 de peso respecto volumen). El extracto se calentd a 37gC para facilitar
la solubilidad de la sal de sulfato. La mezcla se separd en deos fases mediante centrifugacién {centri-
Tugadora Sorvall) a una 5000 x g durante unes 15 minntos y la fase de pelietilenglicol (fase superior)

so separd de la salina (fase inferior) eliminando la fase inferior con una bomba peristaltica. La fase de
polietilenglicol se diluwd 1:3 con agna desionizada. Se observa que el pH de esta solucion era de 27 »

55 s ajustd a 2,3 con acido sulfirico. La fase diluida de polistilenglicol se paso a través de una resina de
intercambio idnico consistente en IBF Spherodex 5P { una resina de intercambio cationico compatible
con proteina) que se habla equilibrado previamente con agua a pH 2 de tal forma que unia quimosina., Se
Tecnperd la solucion de polietilenglicol que pasd a través ¥ se determind que contenia pepsina. La resina

se eluyd con una solucicn de MaCl 05K a pH 2.0 para eliminar cunalquier residus de polietilenglical o

60 pepsina remanante en la resina, ¥ se recuperd la solucicn de lavado, A contimacidn, la resina se eluyé
con una solucion de fosfato sodieo 0,050 a. pH 5,3 con Nal 2M para desprender en masa a la quimesina.

Se recuperd a continuacion el lquido eluids que contenia la quimosina esencialmente libre de pepsina »

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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olros contaminantes,

Se disend el signiente ensayo con la idea de diferenciar las cantidades relativas de quimosina ¥ pepsina

bovinas del producto. La capacidad de cuajado de la leche de las distintas soluciones se midia ntilizanda

5 un aparato con una botella giratoria. Se prepard crema de leche a pH 6 ¥ a 6.5, La pepsina bovina

presenta. mas actividad a pH 6,0 ¥ la quimosina tiene mapor actividad a pH 6.5, Las actividades de

rnajado se compararon con un estandar consistente en quimosina al W% ¥ pepsina al 10%. Por lo tanta

la relacidn de la actividad a pH & respecto a 6.5 es una medida de las cantidades relativas de ambas

enzimas. Por definicidn, el estandar da una relacion de 1. Debido a que la pepsina bovine es mas activa

10 a pH & que a 6,5, la relacion de la actividad a pH & ¥ a pH 6,5 sera mayor de 1 ¥ se acercara a 2 para

la pepeina pura. Por otra parte, para niveles elevados de quimosina, la relacion sera. menor de 1 ¥ se
acercara a 0,5 0 mencs.

En este ensayo, la solucion acucsa de quimosina, pepsina ¥ otras impurezas tenlan una concentracion

15 total de quimosina ¥ pepsina de 16,64 CHU/ml {pH6.5). Tras la recuperacion de la fase superior, sta

se aplict a la resina. Los resultados del lavado de la resina se deseriben como el figo pasado (el material

que pasa a través de la resina sin unirse); lavado (el material que proviene de la resina durante el paso

de lavado para eliminar la pepsina ¥ otros contaminantesj; ¥ el eluido (el material recuperado enando se
eluyd la columna para recuperar la quimesina). Los resultados de este ensayo son los signientes:

20
Muestra ensayada Caoncen. de quimesina y pepaina | relacidn (6/6.5)
25 s P
Material de inicio 1.41
extraccion de S00 ml [ 3320 CHU® {1654 CHU7ml) —
fase superior 7830 CHU (115,15 CHUVml) 1,34
fase inferior 4545 CHU (1,01 CHU/ml) —
50 flujo pasante 9716 CHU (6% CHU /ml) 1,08
lavado 70,75 CHU (7,19 CHU /ml) 1,54
eluide §22.25 CHU (52,89 CHU fml) 0,49
8 4 = CHU - Unidad Chris. Hansen - 1 CHU/ml es igual bajo las signientes condiciones:
Sustrate: 110 g de palvo de lecho desnatada deshidratada por aspersion de baja temperatura se resuspen-
den en 1000 ml de cloruro caleico al 0,058%. La leche se agita durante 20 minutos a temperatura ambiente
4 ¥Ee deja en repose durante otros 30 minutos. La leche debe guardarse a una temperatura entre 4 y 2550

v no mas de 3 horas. El pH de la leche es de 6.5 aproximadamente.
Temperatura: 32°C mas menos 0,.2°C en un bano de agna termostatizado.

45 Adicién de la enzima: Se anaden 0,5 ml de solucién enzimatica a 25 ml de erema de leche reconstituida,
diluida para cbtener un tiempa de euajade de 380 a 500 segundes,

dard un tiempo de cuajade de 410 a 460 segundos.
5o b= el ooeficiente de reparto para la quimosina/ pepsina es de 114

A partir de los anteriores datos, es evidente que el material recuperado en el elnide es quimoesina
basicamente libre de pepsina ¥ otro contaminante. Por 1o tanto, el procedimiento de esta invencion per-
mite la recuperacion eficiente de la quimosina a partir de fuentes naturales de quimoesina.

= Die la misma manera, signienda los procedimientos descritos antericrmente, la quimosina puede recu-
perarse ¥ purificarse igualmente mediante la extraccién a un pH de § a 6.5, aproximadamente empleanda
una resina de intercambio anidnico. Entre las resinas de intercambio idnico adecnadas que pusden susti-
tuir a la resina de intercambio catiénico del ejemplo anterior se incluyen, por ejemplo, IBF Q-Spherodex,
so Pharmacia (-Sepaheds, Indion Q-2, IBF Q- Try=acril ¥ similares.

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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Ejemplo 2

Las enzimas sefialadas a continuacién se extrajeron separadamente de la solucién amosa en la fase
de polietilenglicol mediante ¢l sistema de dos fases liquido-liquido, de forma similar al procedimiento
de extraccion descrito en el Ejemplo 1 pero en un pH de 5,8, proporcionando los siguientes resnltados
{enzima pura empleada):

e

Enzima Proteina (mg/ml) | Actividad CHU/ml | Coehiciente de

10 particion
Cuimesina de buey 1.7 28 a7

15 Pepsina bovina 1.0 31 4
Pepsina porcina 2.3 297 1,45
Proteasa aspartica de E. parasitica 3.6 by 0,33
Proteasa del aspartico de E. michei 2.4 205 0,24

20

El experimento se repitio pero esta vez a pH de 2-2.5 con los siguientes resultados:
25 Enzima Proteina (mg/ml) | Actividad CHU/ml | Coeficiente de
particidn

a0 Cuimesina de buey 1.2 39 =043
Pepsina bovina 1.3 50 = L
Pepsina porcina 1.6 237 =206
Proteasa aspartica de E. parasitica 2.5 15,2 1,18
Proteasa del aspartico de E. michei 1.7 48 0,94

35

© = Coeliciente de reparto de 200 o mas aproximadamente son dificiles de medir de forma precisa por
limitariones del ensayo. Esto es lo mismo que decir que a cansa de que el coeficiente de reparto es la
telacion de la coneentracién de quimesina de la fase superior dividida por la concentracién de quimosina

40 de la fase inferior ¥ ademas debido a que la cantidad de quimosina en la fase inferior es generalments
muy pequena, pequenos cambics en esta. concentracion de la fase inferior producira grandes oscilaciones
en el coeficiente de reparto. Ademas, la concentracicn determinada mediante la metodologia del ensayo
esta particnlarmente sujeta a variariones a concentraciones mmy bajas.

45 Los resultados antericres indican que en este sistema la quimosina ¥ la pepsina tienen coeficiente
de reparto muy altos. Sin embarge, tambien queda claro que el coeficiente de reparto para la pepsina
bovina se incrementa sustancialmente al disminuir el pH de 58 a un pH de 2-2.5. Consecuentemente,
es preferible realizar la extracciém a un pH superior a § para reducir la cantidad de pepsina en la fase
de polietilenglicol. Por otra parte, los coeficiente de reparto de la quimosina tambien se incrementan

50 sustancialmente al dismimir el pH de 5,8 a pH de 2-2.5. Por lo tanto, =i la extraccion se realiza a un
pH por encima. de 5, la cantidad de quimesina recuperada quedari de alguna manera reducida, aunque
en menor grado porque el coeficiente de reparto de la quimesina a pH 5.8 es mayor que el de la pepsina
hovina.

&0

10

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la recuperacion v puriicacidn de la quimeosina a partiv de una sslucién acnosa
que contiene quimesina obtenida de fuentes naturales ¥ que ademas contiens pepsina ¥ otros contami-
5 nantes, enyo procedimiento consiste en:

{a) ajustar el pH de la solucion acnosa a mencs de aproximadamente 6.5 aproximadamente ¥ anadir a
la solucion acnosa una cantidad efectiva de polietilenglicol (PEG) ¥ una. sal inorganica de tal forma que
ge forme un sistema de dos fases;

(b) permitir que la mezcla acucsa de polietilenglicol /sal inorgénica se separe en una fass de polieti-
lenglicol rica en quimesina ¥ pepsina ¥ una fase salina pabre en quimesina ¥ pepsina;

{) recuperar la faze de polietilenglicol rica en quimosina v pepsina;

(d) poner en contacto la fase de polietilenglicol rica en quimosina y pepsina con una resina de inter-
cambio idnice en condicicnes en que la quimosina.se una a la resina. ¥ el polietilenglicol ¥ la pepsina pasen
a través de la resina;

30 {e) recuperar la quimosina de la resina.

2. Procedimiento segiin la reivindicacicm 1 en el cual el pH de la solucion ammosa es aproximadamente
3 o menor.

a5 3. Procedimiento segin la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en el cual el pH de la solucion amosa
es mencs de aproximadamente 2.8,

4. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el cunal el peso molecular
medio del polietilenglicol es de aproximadamente 600 a aproxdmad amente 12,000,

30
5. Procedimiento segin la reivindicacion 4 en el cnal el peso moleonlar medio del polietilenglicol es
de aproximadamente 5.000 a aprosimadamente 10,000,

6. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el cual la sal inorganica
35, mencionada se selecciona del grupo consistente en sales de sulfato y sales de fosfato.

7. Procedimiento segin la reivindicacion 6 en el cual la sal inorganica es una sal de sulfato.

4. Procedimiento segim la reivindicacion 7 en el cnal la sal de sulfato mencionada se selecciona del
40 Zrupo consistente en sulfato sddico, sulfato magnésico y sulfato aménico.

1. Procedimiento segiin cualguiera de las reivindicaciones precedentes en el enal la mencionada sa-
Iucién aruosa se filtra primero antes de la adicién del polietilenglicol mencionado v de la sal inorganica
mencionada.

45
10, Procedimiento segin la reivindicacién 1 en el cual el pH de la fase de polietilenglicol rica en

gquimosina ¥ pepsina mencicnada esta entre 5,0 ¥ 6.5 0 es aproximadamente 3 0 menor.

11. Procedimiento segin la reivindicacion 10 en el cual el pH de la fase de polietilenglicol rica en

50 guimosina ¥ pepsina es aproximadamente 3,0 o menor y se emplea una resina de intercambic catidnico.

12, Procedimiento segin la reivindicacién 11 en el cual el pH de dicha fase de polietilenglicol rica en

gquimosina ¥ pepsina esta entre aproimadamente 2.0 v 2.5,

a5 1%, Procedimiento segin la reivindicacion 10 en el cual el pH de dicha fase de polietilenglicol rica en
quimosina ¥ pepeina esta entre aproximadamente 5.0 v aproximadamente 6.5 v se emplea una resina de
intercambio anidmioo.

60

11

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacion. 01.04.92.
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14. Procedimiento segin la reivindicacion 1 en el cual la extraccion del paso (a) se realiza a. un pH
de aproximadamente 3,0 0 menor ¥ después de la separacién de la fase de polietilenglicol, el pH de esta
fase se ajusta de aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.5 ¥ se emplea una resina de intercambio

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Enropeas (CPE)
¥ a la Disposicién Transitoria del RD 242401986, de 10 de octubre, relative a la
55 aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirin ningtn efecto en Espana en
la medida en que confieran proteceiin a productcs quimiccs ¥ farmacéutioos como
tales.

@ Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
TESET VL.

Fuente: Patente europea “procedimiento para la recuperacion de quimosina producida de forma
natural”. Numero de publicacion. ES 2 078 345. Fecha de publicacién. 01.04.92.
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