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ANTECEDENTES 

Las enzimas son el punto principal de todos los procesos biológicos, sin 

ellas la biotecnología como materia no existiría (52). Además las enzimas son 

agentes de vida, ya que son catalizadores de todos los procesos biológicos 

(50). 

La utilización de las enzimas por el hombre comienza desde el uso del 

estómago del becerro, el cual debido a su contenido de ranina producía queso 

a partir de la leche (69). Hoy en día se desarrollan técnicas complejas de 

Ingeniería genética enzimática (52). 

En la actualidad, el uso de las enzimas se ha extendido en gran medida 

dentro de la Industria Alimentarla debido a las ventajas que ofrecen sobre las 

prácticas tradicionales. Estas ventajas son: mejoras en sus productos 

terminados, estabilización de sus productos, disminución del costo de 

producción, desarrollo de nuevos productos. estandarización de sus factores 

de calidad, utilización de subproductos, etc .• 

Por estas razones, la fabricación y comercialización de las enzimas se 

ha desarrollado en gran medida. 

En el presente trabajo se expondrá el estudio de un grupo de enzimas 

muy Importantes, las pectinasas. Se estudiará su naturaleza química y su 

orígen, también se explicará su proceso de fabricación, así como sus 

aplicaciones más importantes y su mercado. 

Se presenta un estudio completo de las pectinasas de manera que éste 

sirva al Interesado en la materia. 



Las pectlnasas son un grupo de enzimas muy Importante ya que éstas 

son Indispensables en la industria de jugos y vinos entre otras, utilizándose en 

las operaciones de extracción del jugo y de clarificación del mismo. 

En México existe muy poca información con respecto a la fabricación y 

utilización de las pectlnasas. Con esta tésis pretendo hacer una recopilación y 

un resúmen completo de la Información de las pectlnasas que se tiene hasta el 

momento para que los interesados en la materia tengan una fuente de 

Información actualizada y de fácil acceso. 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

1.1. BREVE HISTORIA DE LA UTILIZACION DE LAS ENZIMAS. 

La enzimología es una ciencia cuyo desarrollo es reciente. Los primeros 

descubrimientos a este respecto se efectuaron en el siglo XIX pero el desarrollo 

más firme y rápido lo ha tenido en los últimos 40 años (64). 

A pesar de que los fenómenos de fermentación y digestión eran conocidos 

desde la antigüedad, el primer conocimiento objetivo de una enzima, fue 

realizado por Anselme Payen y Persoz en 1833, cuando encontraron un 

precipitado en el extracto alcohólico de la malta, el cual era estable al calor, y lo 

más importante, convertía el almidón en azúcar. A esta substancia se le 

denominó diastasa, ahora se le conoce como amilasa. Pero no fue hasta 1894 

que esta enzima fue producida industrialmente en Japón por Takamine a partir 

del Kojl y fue utilizado como un aditivo digestivo (52). La fabricación de éste 

producto, la takadlastasa, fue realizada después con mayor perfección en 

Estados Unidos de América (E.U.A.). 

A principios del siglo XIX en Alemania, Otto Aohm descubrió que el efecto 

de ablandamiento del excremento del perro y de la paloma, utilizado en el 

procesamiento del cuero, era debido a su contenido de enzimas además de que 

empezó su fabricación por fermentación por hongos. 

En el año de 1945, la gama de enzimas fabricadas por fermentación y las 

aplicaciones industriales de éstas se fueron extendiendo muy lentamente. Esto 

se debía a que la fabricación se llevaba a acabo generalmente por variantes del 



proceso de sustrato sólido y como este proceso sólo se puede utilizar para 

hongos filamentosos, la producción Industrial de enzimas era limitada. 

En los últimos años de los 40's, se desarrolló la técnica de fermentación 

sumergida en tanques con agitación y aereaclón para la fabricación de 

antibióticos, y éste resuiló ser un excelente método para el cultivo de muchos 

tipos de microorganismos. Por esta razón, este método se utilizó para la 

fabricación de enzimas utilizando bacterias. 

La fabricación de enzimas por medio de la fermentación sumergida se ha 

extendido en gran medida en las décadas siguientes y las ventajas comerciales 

en nuestros días ascienden de 1000 a 2000 toneladas de enzimas por año.(52) 

CUADRO No. 1 Cronología de la Introducción de algunas enzimas. 

FECHA ENZIMA FERMENTACION FUENTE 

antes de 1920 amilasa sustrato sólido A.oryzae 

1920 a 1930 pectlnasa sustrato sólido A.nlger 

1930 a 1940 protelnasa s Jstrato sólido A.niger 

1940 a 1950 amlloglucosldasa sustrato sólito A.nlger 

1950 a 1960 amilasa sumergido B.subtills 

glucosa oxldasa sumergido A.niger 

amiloglucosldasa sumergido A.nlger 

1960 a1970 protelnasa sumergido Mucor spp 

galactosldasa sumergido Kluyveromyces 

galactosldasa sustrato sólido A.spp 

1970 ......... glucosa isomerasa sumergido mµchas 

fuentes 

2 



1.2 FUENTES ENZIMATICAS 

Las enzimas utilizadas en la Industria alimentarla son aisladas de tejidos 

animales, vegetales o de microorganismos. Una de estas fuentes debe ser 

favorecida por cada enzima. 

El número de enzimas encontradas Y.aisladas en el laboratorio de cada 

una de estas fuentes es muy grande por lo que mencionaremos únicamente las 

enzimas que se fabrican Industrialmente y que se utilizan comúnmente en la 

Industria alimentaria (52).(Cuadro No. 2 y Cuadro No. 3) 

CUADRO No.2 Telldos Veaetales 

ENZIMAS FUENTE VEGETAL 

Amllasa Cebada germinada (malta) 

Amilasa Cebada, trigo, papa, soya y centeno 

Endo·gluconasa Cebada germ !nada (malta) 

Papaina Latex de carlca papaya 

Brome fina Tallos de plantas de piña 

Flclna Latex de ficus carices 

Lipoxlgenasa Frijol, papa 

Ureasa Frijol 

Lipasa Semlllas de ricino 

Peroxidas Ralees de rábano 

Tirosinasa y Ac. ascórbico Papa y calabasa 

oxidasa 

Pectinesterasa Tomates v frutas cítricas 

3 



CUADRO No. 3 Telfdos Animales 
ENZIMA!=: FUENTE ANIMAL 
AmJlasa 
Esterasa 
Tripsina Glándula pancreática del bovino 
Llpasa y del porcino 
Qulmiotripsina 

Renina Estómago del porcino 
Glucosa oxidasa cuarto estómago del becerro 
Cata lasa Híoado 

(52) 

ENZIMAS MICROBIANAS. Los microorganismos han llegado a ser 

sumamente Importantes como productores de enzimas de uso industrial y, de 

hecho, la mayoría de las enzimas utilizadas en la industria son de origen 

microbiana. Actualmente existen desarrollos experimentales para reemplazar las 

enzimas que normalmente se han extraído de tejidos animales y vegetales para 

hacerlo ahora a partir de microorganismos (50). 

Una explicación de este cambio es el hecho de que la producción de 

enzimas a partir de glándulas pancreáticas, por ejemplo, es altamente 

dependiente de la producción y de la demanda de carne de res. Por lo tanto, 

este tipo de fuentes para la producción enzimática es muy limitado. En contraste, 

los microorganismos son muy atractivos como fuentes enzimáticas debido a su 

diversidad bioquímica y por la facilidad de Incrementar el rendimiento de 

concentración enzimática por medio de manipulaciones del ambiente y a nivel 

genético. 

Las ventajas que ofrece la producción de enzimas por medio de 

microorganismos son tiempos de fermentación cortos, medios de crecimiento 

poco costosos, facilidad para el desarrollo de procedimientos simples de 

selección y la existencia de distintas proteínas originadas de diferentes especies, 

4 



las cuales calalizan la misma reacción. El último punto permite tener flexibilidad 

en las condiciones de fermentación, ya que éstas enzimas diferentes tendrán 

diferentes estabilidades así como pH y temperatura óptima. 

Además, los microorganismos pueden ser manejados por medio de 

Ingeniería genética. Las especies creadas de esta manera son capaces de 

producir cantidades anormales de enzimas. 

Los tres grupos de microorganismos capaces de producir enzimas a 

escala industrial son: levaduras, bacterias y hongos. 

La lista de enzimas producidas por los microorganismos es muy larga por 

lo que sólo mencionaremos algunos (Cuadro No. 4). Los hongos ~. A,. 

~ y la bacteria B. subtlljs son Jos microorganismos más útiles ya que 

producen un número importante de enzimas en donde la mayoría son 

extracelulares, además estas fuentes están aceptadas por la Food and Drug 

Adminlstratlon (FDA) (2). 

CUADRO No. 4 Fuentes Microbianas 
Enzima Fuente Microbiana 

a-Amilasa Aspergi//us oryzae 
Pectlnasa Aspergi/lus niger 
a-Amllasa Bacillus subtilis 
Proteinasa Aspergi//us niger 
Amlloglucosldasa Aspergi/lus niger 
a-Amllasa Bacillus subtilis 
Glucosa oxldasa/catalasa Aspergi//us niger 
Amyloglucosldasa Aspergi//us niger 
Protelnasa Mucorspp. 
Proteinasa Bacillusspp. 
8-Galactosidasa (Jactasa) Kluyveromyces spp. 
8-Galactosidasa (lactasa) Aspergi/lus spp. 
a-amylasa Bacillus licheniformis 
Glucosa isomerasa Diversas fuentes 
Pullulanasa Klebsiella aerogenes 

(52) 
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1.3. LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DEL CULTIVO. 

Sin Importar el modo de operación, batch o contínuo, los principales 

factores que pueden lnfluír en el curso de la fermentación de una enzima son: 

TEMPERATURA. Los microorganismos pueden ser clasificados en tres 

grandes grupos: psicroffllcos, cuya temperatura óptima es debajo de los 20°C, 

los mesófilos cuya temperatura óptima es en la región de los 35ºC y los 

termófilos, los cuales tienen una temperatura óptima por arriba de los SOºC. 

pH. Como las enzimas son proteínas, contienen grupos de Ionización y 

por lo tanto el pH del medio afecta su estructura y sus funciones. El crecimiento 

de las células microbianas también son Influenciadas por el pH, y en muchas 

ocasiones, el pH óptimo para el crecimiento de las células microbianas difiere 

del pH óptimo para la estabilidad de las enzimas extracelulares. 

TENSION DE OXIGENO. El proveer adecuadamente de oxígeno a un 

cultivo en crecimiento a1r·róbico es un requerimiento escencial para obtener un 

buen rendimiento y la productividad de una fermentación enzimática depende en 

prevenir con éxito la limitación de oxígeno (70). 

6 



CAPTIULO 11 

GENERALIDADES 

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SUSTANCIAS PECTINICAS. 

El término pectina fue empleado para denominar a estas sustancias por 

Braconnot en 1825 por su capacidad de formar geles. En realidad no se trata de 

un nombre genérico, sino de un término que engloba a un grupo de sustancias 

estrechamente relacionadas llamadas sustancias péctlcas (89). 

Estas sustancias son derivados de carbohidratos, con pesos moleculares 

muy altos y composiciones complejas. Las sustancias péctlcas se encuentran en 

vegetales y frutas cítricas como lo son las limas, limones, toronjas, naranjas, etc. 

(76). 

Las sustancias péctlcas llenan los espacios Intercelulares, o lamelas 

centrales en los tejidos vegetales. En los tejidos jóvenes, especialmente en los 

frutos. Las pectinas se encuentran presentes en cantidades tan abuntantes, que 

a menudo forman canales anchos, apartando entre sí a las células (89). 

CUADRO No. 5 Contenido de Pectina en algunos Alimentos 

FUENTE 3p .. 1;11NA 
Uvas 0.2 - 1.0 
Manzanas 0.5 - 1.6 
Toronja 1.6 - 4.5 
Limones 3.0 - 4.0 
Semillas de limón 6.0 
Cáscara de limón 32.0 
Pulpa de limón 25.0 
Nabo 10.0 
Pulpa de azúcar de remolacha 30.0 
Cáscara de piña 20 
Juqo de piña 16.0 

i 



Al formar canales anchos, la pectina tiene la capacidad de absorber 

grandes cantidades de agua. Las suslanclas pécllcas aparentemente juegan un 

papel muy Importante en las primeras etapas del desarrollo de los tejidos 

vejetales, cuando las células se encuentran aún separadas, y a una distancia 

relativamente grande de los vasos conductores de agua. Absorben agua y 

rápidamente la transfieren a las células con.mayor facilidad que la que podría 

lograrse por ósmosis en ellas mismas (88). Las sustancias pécticas forman solo 

el 1% en peso del tejido vegetal de las plantas maduras, sin embaarago son 

responsables en buena medida de la Integridad y la coherencia de los tejidos 

vegetales (7). Además favorecen el ablandamiento del tejido del fruto durante la 

maduración y la ruptura de la estabilidad coloidal en jugos de fruta, (5). En la 

pared celular primaria, se encuentra una red rígida de celulosa y pectina (67). 

ESTRUCTURA Y COMPOSICION. Son heteropollsacáridos cuyo peso 

molecular varía entre 20,000 y más de 400,000 (23). 

La división de Química de Alimentos y Agricultura de la Asociación 

Química Americana, definió en 1944 a las pectinasas de la siguiente manera: 

'Las sustancias péctlcas son un grupo de carbohldratos complejos, que se 

encuentran o son sintetizados por plantas y contienen una gran cantidad de 

unidades de ácido anhidrogalacturónico, las cuales forman una cadena larga no 

ramificada' {76). 

También se sabe que los grupos carboxllo se pueden encontrar 

parcialmente esterificados con grupos metilo y parcialmente neutralizados por 

una o más bases (76). {Esquema No. 1) 

Las uniones entre ácido galacturónlco son 1 - 4, aunque se sabe que la 

estructura básica de las sustancias pécllcas es un ácido 
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anhidrogalacturónlco, algunos autores mantienen que otros carbohldratos, como 

por ejemplo la arablnosa, galactosa, sorbosa o ramnosa, pueden estar unidos a 

la cadena. Además, existen evidencias de que grupos acetilo, se encuentran 

unidos a algunas sustancias pécticas (69). 

La nomenclatura de las sustancias pécticas está gobernada por el grado 

de esterificación y se han clasificado en los siguientes grupos: 

PROTOPECTINA. Este término , se aplica a las sustancias péctlcas 

Insolubles en el agua, las cuales se encuentran en plantas. Estas por hidrólisis 

se convierten en ácidos pectínlcos (76).Esta sustancia es Insoluble en agua, y 

según Brancoft, puede observarse mlcroscóplcamente en et tejido vegetal 

mediante el empleo de rojo de rutenio como colorante. No se conoce bien la 

naturaleza exacta de la asociación entre la protopectlna y otros constituyentes de 

la pared celular. Joslyn, menciona varias posibilidades, que van desde la 

cohesión molecular, a la unión covalente. Henglein, postuló la asociación entre 

grupos carboxfllcos. 

Cuando se calientan vegetales ricos en pectinas en agua acidulada, tales 

como el bagazo de manzana o la cáscara de frutas cítricas, se libera la 

protopectina, probablemente. adherida hasta entonces a la celulosa, 

transofrmándose en pectina hldrosoluble. Se produce la misma transformación 

en los tejidos vegetales durante la maduración. Aparentemente la ayuda de una 

enzima desconocida, a la que se ha denominado protopectinasa. Muchos 

químicos especializados en pectinas, cuestionan la existencia de tal enzima. La 

liberación de pectina y el ablandamiento de_tos tejidos puede deberse bien a la 

degradación enzimática de la celulosa y hemlcelulosa, en vez de la 

depollmerizaclón de la protopeclina. Hasta que se alcance algún concenso 
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sobre este tema en base a evidencias concluyentes, puede resultar aconsejable 

la adopción del nombre específico de macerasa o enzima macerante en vez de 

protopectiriasa (89). 

ACIDOS PECTINICOS. Este término es utilizado para ácido 

pollgalacturónicos coloidales, los cuales contienen más de una proporción 

ne9ligible de grupos metll ester. 

Los ácidos pectfnicos bajo condiciones favorables son capaces de formar 

geles con azúcar y con ácido. SI el contenido de metoxilo es bajo, forman geles 

con algunos Iones metálfcos (76). 

El término de ácidos pectfnicos no aparece en la nomenclatura de 1926. 

Su creación fue necesaria por la definición de pectina, la cual también es capaz 

de formar geles con azúcar y ácido. Esto dejó sin definición a los compuestos 

que están formados Gn su mayoría por ácido poligalacturónlco pero que su 

contenido de grupos metoxilo es alto y que no necesariamente son capaces de 

formar el tlplco gel pectina-azúcar-ácido. Fue entonces necesario introducir el 

término de ácidos pectlnlcos. El uso de este término, junto con su definición han 

facllltado la descripción exacta de las características químicas de varias sales y 

derivados y muestra la Importancia del carácter acídico. Todas las preparaciones 

comerciales de pectina insoluble son en realidad ácidos pectfnicos (58). 

PECTINA. El término general pectina o pectinas designa a los ácidos 

pectfnlcos, soluble en agua, con un contenido de grupos metil ester variable y un 

grado de neutralización con el cual son capaces de formar geles con azúcar y 

ácido bajo condiciones favorables (23). 

Existen dos tipos de pectinas, las de bajo y las de alto contenido en 

metoxilo. La línea de división entre estas dos sustancias péctlcas no está bien 

definida. Se conoce que las de alto grado de metoxllo no forman geles con el 
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grado de acidez usual cuando hay presencia de Iones calcio, si no tienen un 

contenido de por lo menos 50% de azúcar. En cambio las de bajo metoxllo, 

forman geles en la presencia de iones calcio con concentraciones de azúcar 

bajas (58). 

Si el contenido de metoxilo es mayor al 7%, la pectina es de alto metoxllo, 

y si se encuenlra entre el 3 y el 7% es de bajp metoxllo, esto se representa en el 

esquema No. 2. 

ACIDO PECTICO. Esle término se aplica a las sustancias péctlcas, 

compuestas en su mayoría por el ácido pollgalacturónlco y escenclalmente libres 

de grupos metil ester (23). 

La compleja relación entre las sustancias péctlcas se muestra en el 

siguiente Esquema No. 3. 

Las pectinas comerciales se extraen en general del limón, especialmente 

de su cáscara, la cual contiene un 32% de pectina. Para extraer la pectina se 

acidifica la cáscara pura con ácido sulfúrico a un pH de 2.15 y se efectúa la 

separación. Por último, la pectina se filtra, se precipita y sa seca (32). 

Las pectinas comerciales se utilizan como espesantes en los alimentos así 

como para formar geles, emulsiflcantes, etc .. Es muy importante su uso para 

suspender sólidos (1 ). La pectina es el único agente emulsificante que tiene uso 

permitido en los Estados Unidos. 
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ESQUEMA#2 

Porcentaje de metoxilo 
(material insaturado en base seca) 
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ESQUEMA #3 

Relación entre las sustancias pécticas 

Protopectina en cáscara de cítricos 

~ 1 ~ 
Enzimas o ácidos 

• Pectina 

Alcalis calientes 

' Pectatos no fibrosos 
1 

Alcali,enzimas Aci~os 
o ácidos •fuertes t 
Pectinatos y/o acidos Acido péctico 
pectini~os 1 

Alcali Enzimas 

• Pecta tos 

Alcalis fríos 

• Pectatos fibrosos 
1 

Acidos 

' Acido réctico 

Alcalis fríos 

' Pecta tos 

""Acido caliente 1 Acido calientr 

\ I ( 57) 

Acido 0-galacturónico 



2.2. ClASIFleAelON DE LAS ENZIMAS PEeTINleAS 

Llamamos enzimas pectfnicas a aquéllos complejos enzimáticos cuya 

acción consiste en hldrolizar sustancias pécticas para promover la formación de 

urónldos y de ácido galacturónico (38). Esta hidrólisis juega un papel muy 

importante en la degradación biológica de los alimentos y en el procesamiento 

de éstos. Están clasificadas en dos grupos principalmente: las esterases y las 

depolimerasas, las cuales pueden ser hldrolasas o líasas. 

ESTEAASAS. Pectinesterasa, E.e. 3.1.1.11., desterlflca la pectina a ácido 

pectfnico removiendo residuos de metoxilo. 

DEPOLIMEAASAS. Estas se dividen sobre la base del sustrato que 

prefieren (pectina o ácido péctico) y en sf son enzimas de tipo endo o exo. 

HIDAOLASAS. Endopollgalacturonasa, E.e. 3.2.1.15., hldrollza el ácido 

péctlco de manera aleatoria. 

Exopoligalacturonasa, E.e. 3.2.1.67., hldroliza el ácido péctlco liberando 0-

galacturonato. 

LIAGAS o TAANS-ELIMINASAS. Endopectin llasa, e.e. 4.2.2.10., causa 

ruptura aleatoria en la pectina por un proceso de transelimlnación. 

Endopectato liasa, E.e. 4.2.2.2., causa ruptura aleatoria en el ácido péctlco por 

un proceso de transeliminación. 

Exopectato liasa, e.e. 4.2.2.9., causa ruptura secuencial en el ácido péctlco por 

un proceso de transeliminaclón. 

Estas enzimas son producidas por plantas superiores y mlc1Jorganlsmos y 

no son sintetizadas por células animales. A continuación se muestra en el 

cuadro 6 la distribución de enzimas pécticas en algunos microorganismos (7). 
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CUADRO No. 6 Distribución de Enzimas Péctlcas en Microorc:ianlsmos 
MICROORGANISMO PE EPG 
trwina aroidae + 
Pseudomonas sp. 
Xantomas sp. + 
Bacillus sp. + 
Clostridium felsineum + 
Cepha/osporium sp. + 
Aspergil/us niger + + 
Aspergi//us sojae + + 
Fusarium solani + 
Penicillum italicum + 
Rizonus arhizus + 

PE 
EPG 
EXPG 
EPL 
ENPL 
EXPL 

PECTIN ESTERASA 
ENDOPOLIGALACTURONASA 
EXOPOLIGALACTURONASA 
ENDOPECTINLIASA 
ENDOPECTATOLIASA 
EXOPECTATOLIASA 

EXPG EPL l:NPL 11".J!.t"L 

+ + + 
+ + 

+ 
+ + 

+ + 
+ + 

+ + + + 
+ + 

+ + 
+ + 
+ + 

PECTINESTERASA. La pectinesterasa, E.C. 3.1.1.11., se encuentra en la 

bibliografía con diferentes denominaciones, tales como: pectasa, pectln 

metoxlllasa, pectlnesterasa, pectln demetoxlllasa, pectollpasa, pectln 

pectilhldrolasa, polimetll galacturonato esterasa. Sin embargo, la más común de 

todas es la Pectln Metil Esterasa (57). 

Esta enzima se encuentra en raíces, hojas y frutos de plantas superiores, y 

es producida por microorganismos. Algunas de las plantas superiores que 

poseen esta enzima son la alfalfa, tabáco,tomates y frutas cítricas principalmente. 

La pectlnesterasa de origen microbiano fue descubierta mucho después 

que en las plantas superiores. Algunas bacterla5 que producen estas enzimas, 

pertenecen a los siguientes géneros: .lla.c.!J.J.la, Clostrldlym, Pseydomonas, 

Xaotomas y....El:wlnlil. entre otras. En cuanto a la pectinesterasa de orígen fúnglco 

se obtienen muy buenos resultados del Asperoi!!ys njger. 

En el Cuadro No. 7 se pueden observar algunas propiedades de esta 

enzima, dependiendo de la fuente de que provengan. 
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CUAD O o. 7 Proole a es e a Pect nesterasa AN dddl 
FUENTE PESO PUNTO pH Km 

MOLECULAR tSOLECTAICO 
Frutas 26300·36200 8.4· 10 6·8 2.3·0.083 
Hongos 35000 ............ 3.5 0.7 
Bacterias 400000 ........ 9.0 0.74 

(33) 

En cuanto a las propiedades químicas de la pectlnesterasa podemos decir 

lo siguiente: 

Es activada por cationes mono y dlvalentes en altas 

concentraciones (20). 

En soluciones libres de sales y con pH 4 su actividad es casi O y 

se Incrementa rápidamente al aumentar este factor a a.o. Por lo 

general, el efecto de las sales consiste en bajar el potencial de 

hidrógeno hasta obtener la actividad máxima ademas de 

extender el rango de actividad . Sin embargo, cuando el rango 

de pH se encuentra entre 7.0 • a.o las sales tienen poco efecto en 

la actividad de esta enzima (57). 

La pectlnesterasa de hongos es diferente en muchos aspectos a 

la encontrada en plantas superiores. La enzima de origen 

fúngico es activada en medios libres de sales a pH de 4.0, 

desarrollando su máxima actividad entre un rango de 4.5 a 5. 

La adición de sales Incrementa la actividad de la enzima, 

especialmente a pH cercanos al óptimo, pero no causa 

alteraciones cuando el valor del potencial de hidrógeno es el 

óptimo. 
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La pectlnesterasa de plantas superiores es comparativamente 

más resistente al calor. Soluciones de la enzima obtenida de 

tomates o de hojas de tabaco con pH de 4.0 • 6.0, no muestran 

pérdida de actividad cuando son calentadas a 55º C por 1 hora. 

Por arriba de 60ºC la enzima es gradualmente lnactivada. Por 

esta razón en procesos de m¡inufactura de tomate, el proceso se 

lleva a cabo a temperaturas superiores a los eo•c. 
La pectinesterasa de orígen fungal resulta ser más sensible al 

calor que la que proviene de plantas superiores. La lnactlvaclón 

por calor de la pectinesterasa fungal es notable a los 30°C. 

La acción de la pectinesterasa consiste en remover los grupos metoxilo de 

la pectina. Esta enzima esta clasificada como hidrolasa, ya que su acción 

específica es esterificar el ácido carboxílico. 

La reacción catalizada por esta enzima se muestra en el esquema No. 4. 

La actividad de la pectinesterasa se realiza en un pH de 4.0 a 7.5 debido a 

la Ionización del grupo carboxilo del producto para donar un protón. 

El pKa del grupo carboxilo se encuentra alrededor de pH de 4.5. La 

actividad es mayor sobre pectina que se encuentre metilada entre el 65% y el 

75% ya que la enzima puede actuar sobre los grupos metoxilo adyacentes a los 

grupos carboxilo libres (57). 

Llneweaver y Ballou sugieren que los cationes liberan a la enzima de la 

acción lnhibldora de los grupos carboxilo debido a la formación de un complejo 

catión carboxllo. 

Debe tomarse en cuenta que durante la reacción también hay formación 

de grupos carboxilo. Anteriormente se pensaba que la influencia de los cationes 

sobre la pectinesterasa consistía en la peptonización de la enzima. 
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Se ha encontrado que la pectlnesterasa hldroliza la pectina por lo menos 

1000 veces más rápido que otros esteres no galacturónldos. Parece ser 

entonces que la pectlnesterasa es una enzima con considerable especificidad 

cuantitativa por los grupos metil ester. 

En cuanto a su activación, la pectlnesterasa de plantas superiores sufre 

una activación en presencia de cationes, vari.ando la actividad según la valencia 

del catión. Con cationes divalentes a pH de 6.0 se produce máxima activación a 

concentraciones de 0.1 M. SI la concentración se mantiene por debajo de 1 M., la 

actividad no disminuye. La máxima actividad se obtiene cuando el pH se 

mantiene bajo y la concentración de cationes dlvalentes también (23). 

La pectlnesterasa de plantas superiores es resistente a: formaldéhldo, 

lodo, ácido lndoacético, cianuro de hidrógeno, cloruro mercúrico, cobre, sulfatos, 

etc., en cambio la pirldina y quinollna tienden a inactfvar a la enzima (58). 

También se ha encontrado que soluciones Jabonosas lnactfvan a la 

pectlnesterasa a bajas concentraciones. 

Por airo lado, la enzima de orígen microbiano resulta comportarse de 

manera diferente a la enzima de plantas superiores (69). La de origen fungal es 

activada en un medio libre de sales y el efecto de adicionar éstas, lncremenla la 

actividad en el pH óptimo 4.5 - 5.0. 

La actividad que se ejerce en presencia de una solución 0-1 M de cloruro 

de sodio decae rápidamente así como el pH se Incrementa por encima del 

óptimo, y a pH de 7.0 no se observa ningún incremento en la actividad. 

La pectinesterasa de origen lungal es mucho más resistente a la Inhibición 

química. Las concentraciones de detergentes sintéticos que afectan a la enzima 

de orígen vegetal no afecta o inhibe parcialmente la enzima de hongos (71). 

19 



%
 

o %
"' 

u +
 

+
 

%
 

+
 

..,. 

"' e 
\ 

"' 
';¡j 

d'l 
u cu 
Q

. 

.!! 
cu 
... .a 

~
 

o 
o 

cn 

-
"' 

sV 
en 

<
 

f! 
:E 

cu 
u 

:e 

... 
w

 
en 
cu 

ª 
.s 

~-t 
... u 

(
/)

 
cu 

w
 

Q
. 

.!! 
cu 

§Óª 
'O

 
e 
:9 

~ 

~Vª \ 

2
0

 



ENOOPOLIGALACTURONASA. Estas enzimas son responsables da 

hldrolizar Jos enlaces 1 ·4 entre las unidades de ácido N·galacturónico como se 

muestra en el esquema No. s. Estas enzimas fueron descubiertas por primera 

vez en los tomates, en donde se ecuentran en un alto porcentaje (23). 

La endopoligalacturonasa es la enzima qua hidroliza los enlaces Internos 

de las cadenas de ácido poligalacturónico. Estas son producidas por numerosos 

hongos, levaduras, bacterias y algunas plantas superiores (41). Entre las plantas 

superiores que sintetizan esta enzima encontramos frutas suaves tales como los 

duraznos, aguacates y dátiles. 

En los útlimos años, un gran número de endopoligalacturonasas, 

generalmente de hongos han sido extraldas y purificadas. La mayoría de estos 

organismos producen varias formas moleculares e isoenzimas (41). En contraste 

con la pectinesterasa, no se presenta en el estado inmaduro de la fruta, aparece 

cuando la fruta está a punto de madurar y se incrementa durante el 

ablandamiento de ésta. Por lo que se sugiere que esta enzima cumple una 

función Importante de éste proceso (6). 

De las propiedades fislcoqulmicas se puede decir lo siguiente: 

El peso molecular varia entre 30,000 y 40,000 (8). 

El pH óptimo de las endopollgalacturonasas varía generalmente 

entre 4.5. y 5.0. El pH óptimo se relaciona con el tamai\o de la 

cadena del sustrato.(77) 

El punto isoeléctrlco se encuentra entre 6 y 7 para la enzima de 

origen fúngico. 

A continuación se presenta en el cuadro No. 8 las propiedades de algunas 

endopoligalacturonasas de origen fúnglco. 
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4.1 
4.5 
5.0 
5.5 
5.0 

35,000 daltones 
35,000 daltones 
37,000 daltones 
13,000 daltones 
36,000 daltones 

7.0 

6.8 

Las endopollgalacturonasas son específicas para los ácidos péctlcos {19). 

Su actividad es Inversamente proporcional al grado de polimerización. Se dice 

que si la velocidad Inicial de la hidrólisis sobre las sustancias péctlcas es de 100, 

las velocidades serán 7, 1.6 y 1 respectivamente (41). 

El dlgalcturonato casi nunca puede ser hldrollzado, y en algunas 

ocasiones, el primero tampoco. 

Los pectatos que tienen el grupo hldróxllo secundarlo, C 3 ó C 2 

parcialmente acetllado, también son degradados con la misma velocidad. Los 

valores aparentes de la constante Km de Mlchaells·Menten son Incrementados y 

los límites de degradación son disminuidos (23). La velocidad Inicial de la 

hidrólisis de la enzima producida por Erwjna carotoyora, resulta ser función del 

tamaño del sustrato. El ácido pollgalacturónico, hexa, penta, tetra y tri es 

hldrollzado a las velocidades relativas de 100, 52, 15.8, 12.8, 2.2 y 1.7 

respectivamente. 

Se ha encontrado que existen dos mecanismos de acción de las 

endopollgalacturonasa. En el primero se hldrollza aleatoriamente un enlace en 

un sólo encuentro, enzima-sustrato seguido de una disociación completa, tanto 

de la enzima como de los productos. Estos son acumulados después de la 

hidrólisis de los oligalacturonatos, los cuales resultan ser los productos Iniciales. 

23 



El segundo mecanismo consiste on un ataque múltiple a una sóla cadena, 

en donde una hidrólisis al azar es seguida de ataques no aleatorios en uno de 

los productos, resultando asl una liberación rápida de los productos. 

Como un ejemplo del primer mecansimo, podemos mencionar quo la 

enzima de Klyyeromyces fragilis. hidroliza el pectato a través de una serie de 

ollgalacturonatos superiores, los cuales son hidrolizados subsecuentemente 

hasta que el mono y digalacturonato son acumulados. En el caso del segundo 

mecanismo la enzima de Co!letrotrldjum llndemuthlanum, actúa produciendo 

predominantemente tanto al Inicio como al final di y trlgalacturonatos (53). 

Las endopoligalacturonasas actúan de manera diferente a los 

oligalacturonatos. Estas diferencias son determinadas por la naturaleza del sitio 

activo de las enzimas, pero más especlficamente por el tamaño del enlace con el 

sustrato y la posición del grupo catalltlco. Por ejemplo, Rexová y Benková en 

1973, sugieren que el sitio activo de la enzima producida por Aspergi!lus niger 

se compone de 4 subsitlos y que los grupos catalltlcos se encuentran entre los 

subsltlos 1 y 2 (23). 

Los grupos catallticos de la endopoligalacturonasa del Asperg!llys nlger. 

resultan ser un grupo histldina y un grupo carboxilo. Se cree que en la molécula 

del sustrato Intervienen tanto grupos carboxllo, como alcoholes secundarlos. 

Se requiere de la presencia del cloruro de sodio para llegar a una máxima 

actividad, asl como las pectlnesterasas requieren de un catión divalente. Se 

piensa que esta sal es necesaria para prevenir la inhibición por parte de los 

productos. 

La hidrólisis del ácido péctlco por la endopollgalacturona se produce una 

rápida calda en la viscosidad del sustrato. Cuando se hidrollza tan sólo una 

pequeña parte de los enlaces, se presenta una calda en la viscosidad del 50%. 
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Dicha caída, es cuantificada para medir la actividad de la 

endopollgalacturonasa. La actividad también se puede medir cuantificando el 

Incremento en la velocidad de formación de grupos reductores. 

Existen dos pruebas colorimétrlcas, la prueba de Nelson Somogui y la 

prueba de Milneer y Avigad (6). Sin embargo, estas pruebas tienen algunas 

desventajas ya que se sabe que no existe una relación directamente 

proporcional a la velocidad del decremento de viscosidad entre varias 

pollgalacturonasas y el número de enlaces glicosídicos rotos (hidrollzados), ya 

que el electo de la viscosidad depende de la localización de dichos enlaces 

hldrollzados dentro de la cadena del polímero. 

La hidrólisis de un enlace que encuentre cerca de la mitad de la cadena 

pollmérica tiene mayor efecto en la viscosidad que la hidrólisis que ocurre en los 

extremos de las cadenas (68). 

De un grupo de sustancias que se consideran lnhibldoras de enzimas sólo 

el ácido nítrico Inhibe a la pollgalacturonasa de la levadura. Se ha sugerido que 

los grupos amino primarios pueden ser involucrados en la formación del 

complejo enzima-sustrato. La actividad de la endopoligalacturonasa purificada 

del Aspergil!us nlger fue afectada por la acetilación del 70% de los grupos de 

alcoholes secundarlos en el ácido péctico (6). 

EXOPOLIGALACTURONASA. Esta enzima puede ser encontrada en 

algunas plantas superiores y el tracto intestinal de algunos Insectos. También es 

producida por bacterias y por hongos. 

Existen reportes en donde aparecen varias exopoligalacturonasas en 

plantas superiores como por ejemplo, la zanahoria, durazno, pepino, frutas 

cítricas (84), peras y manzanas y semillas da avena (19). 
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Estas enzimas prefieren atacar pectatos con pesos moleculares altos o 

moderadamente altos en los cuales atacan el extremo no reductor, liberando 

monogalacturonato (84). En ocasiones, también degradan el ollgalacturonato y 

el digalacturonato. 

Las propiedades de estas enzimas producidas por plantas superiores son 

las siguientes: 

Tienen un pH óptimo de 5.0 aproximadamente, son estimulados 

por iones Ca+2. 

La hidrólisis de los pectatos no se produce por completo 

aparentemente por las Irregularidades estructurales de los 

sustratos (88). 

Con respecto a la exopoligalacturonasa que producen los insectos, se ha 

estudiado su aclividad, la cual resulta proporcional al tamaño de la cadena del 

sustrato. Cuando estas se hidrollzan, se liberan unidades de monogalacturonato. 

Estas enzimas atacan en el extremo reductor (25). 

Para hablar de las exopoligalacturonasas bacterianas, se toma como 

ejemplo a la enzima de la bacteria Erwina arojda·:i, la cual tiene un pH óptimo de 

7.2 y produce ácido digalacturónlco (58). 

Esta enzima al igual que la de C. dlploidel!o parece que ataca primero el 

extremo reductor de la cadena, bloqueándose la acción con el doble enlace 4·5. 

Esta enzima produce ácido mono y digalcturónlco del trigalacturonato. 

Estas enzimas tienen preferencia por sustratos con pesos moleculares 

altos (55). 

Con respecto a las exopollgalacturonasas de hongos se puede decir que 

tienen pH óptimo entre 4 y 6, y producen el ácido monogalacturónico. 
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La exopoligalacturonasa de Aspergil!us nlger no tienen preferencia con 

respecto al tamaño de la cadena del sustrato (43). 

ENDOPECTATO LIASA. Las endopectato liasas son producidas por varios 

grupos de bacterias y por algunos hongos, como son: Bacillus polymvxa. Erwinlll 

~. Erwlna carotovora y el Cephalosporium Hypomyces. 

Aunque estas enzimas no son producidas por el A....DOO, se expondrán 

sus propiedades ya que las pectinasas comerciales contienen a menudo una 

porción de éstas, por lo tanto, es Importante mencionarlas brevemente. 

El pH óptimo de éstas enzimas es alto, varia entre B.2 y 9.9 dependiendo 

de su fuente microbiana. Su actividad enzimática requiere de la presencia de 

Iones calcio. 

El ataque de estas enzimas sobre sus sustratos es del tipo de B· 

ellmlnaclón, por lo que sus productos resultan con un doble enlace entre el C-4 y 

el C·5. La conjugación de ese doble enlace con el grupo carboxil produce una 

absorción a 235nm. Por esta razón, las endopectato liases son analizadas con 

un espectcfotómetro de luz ultravioleta. 

El ·ataque de las endopectato liasas produce un decrecimiento de la 

viscosidad del sustrato directamente proporcional al número de enlaces 

glicosídicos rotos. La actividad de estas enzimas decrece con la reducción de la 

longitud de la cadena del oligalacturonato (55). 

EXOPECTATO LIASA. Estas enzimas tampoco son producidas por A.. 

n.iQ§.t pero se mencionan algunas de sus propiedades por las causas 

anteriormente expuestas. 

Son producidas por Clastrjdlum mullifermentans. Erwinla dlssolyens y 

Fusarjum culmorum, entre otros. 
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Esta enzima ataca preferentemente a ácidos péctlcos y no así a las 

pectinas. Rompe a los dlgalacturonatos lnsaturados y, algunas veces, a los 

trlgalacturonatos del extremo reductor. 

Se han reportado pH óptimos altos (8.0 • 9.5) también requieren 

necesariamente de los Iones calcio para su actividad. En pocos casos se 

requieren de Iones de sodio. El ácido etilen 9iamlno tetraacétlco es un lnhlbldor 

de estas enzimas debido a la quelaclón del calcio (23). 

ENDOPECTIN LIASA. Las endopectln nasas son producidas casi 

exclusivamente por hongos, y a diferencia de las otras dos liasas, éstas si son 

producidas por el Asoeraillus nlger. 

Los mejores sustratos para estas enzimas son pectinas altamente 

esteriflcadas. 

La mayoría son activadas por los Iones calcio y otros Iones, su 

estlmulaclón dependerá de los valores de pH y del grado de esteriflcaclón del 

sustrato. 

Su acción produce una dismlmuclón de la viscosidad del sustrato debido 

a la ruptura de los enlaces glicosídicos. Por esta razón, su actividad decrece a 

medida que la longitud del ollgalacturonato disminuye (55).(Esquema No. 6.) 

28 



"' .., 

ESQUEMA #6 
Acción de las enzimas pectfnicas sobre las sustancias pécticas 
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2.3. CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO. 

Los principales microorganismos productores de peclinasas a escala 

comercial son los hongos, y muy particularmente de especies como Aspergllll. 

Existen organismos incluídos en esta especie tales como AscergWus njger, 

AsoergWus wentii, Aspergillus orizae, etc .. ~as características de las enzimas 

provenientes de estas fuentes las hace Ideales para la industria de jugos, en 

donde encuentran muchas aplicaciones. Las enzimas de orígen fúnglco 

ulillzadas en procesos comerciales resultan ser una mezcla de enzimas 

pectolítlcas. 

Las pectinasas no son producidas comercialmente a partir de bacterias, a 

pesar de que existan especies altamente productivas de endopeclin liases y 

otras enzimas. 

En el Código de los Estados Unidos para las Regulaciones Federales 

(CFR), al igual que los acuerdos del FDA para sustancias reconocidas como 

seguras para su uso en alimentos (GRAS), se especifica que las únicas fuentes 

permitidas para la producción de peclinasas son el Aspergll!us nlger por el 

GRAS y Rhlsopus oryzae por el CFR. 

Los productores de peclinasas en la mayoría de los casos utilizan al 

Asoergillus nlger. Este microorganismo se describirá y es el que se utilizará para 

la producción de la pectlnasa en esta tésls (73). 

La palabra Aspergillus o Aspegillum, significa un tipo especial de cepillo 

para salpicar agua bendita utilizada en una ceremonia llamada "Asperges•. La 

similitud del Ascergillus niger común a este especie de cepillo es Impresionante 

(81). 
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La designación de Asoergil!ys nlger se ulillza comunmente para 

denominar una gran variedad de Aspergilli, los cuales difieren en detalles de 

morfología, pero llenen en común la producción de cabezas con conidlos. 

Las características más sobresalientes del grupo de Aspergillus niger, son 

las siguientes: 

1) Cabezas con conldios de color negro carbón, negro café o café 

morado, y en sus mutantes colores más claros pero nunca 

blancos. 

2) Las cabezas típicas son largas y globosas, sin embargo, algunas 

cepas producen cabezas pequeñas. 

3) Conldlos suaves, incoloros o teñidos con colores amarlllo café, 

en el tercio superior se dividen longitudinalmente en tiras. 

4) Vesículas globosas en cabezas largas: fértil sobre toda la 

superficie; en cabezas pequeñas, regularmente reducida a 

ápices de pequeños conldióforos 'fumigatiforme•. 

5) Conidios ásperos, generalmente mostrando barras o bandas de 

materia de color café negruzco. 

6) Poseen una esclerotia característica, la cual puede ser de color 

gris a casi negro {80). 

El Aspergi!lus niger es un productor efectivo de pectlnesterasa, 

pollgatacturonas y pectin liasa. 

Más adelante se explicará de manera detallada el procedimiento de 

biosíntesls de la pectlnasa utilizando el Asperolllus niaer (73). 
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2.4. DISPONIBILIDAD DE LA PECTINASA EN El MERCADO NACIONAL. 

Las pectinasas no son fabricadas hasta 1992 en México, por lo que los 

Industriales que requieren de esta mezcla enzimática se ven en la necesidad de 

importarla o de comprarla a distribuidores que han hecho la labor de 

importación. 

Para conocer las empresas nacionales que consumen pectinasa 

regularmente se requerirla realizar un estudio de mercado completo, realizando 

cuestionarlos a las Industrias que posiblemente utilizan pectinasas. Por este 

motivo, se consultó el Sistema de Estadísticas de Comercio Exterior en donde se 

Informan de las Importaciones realizadas en cada año de las pectinasas. 

Aunque en estos datos no se Incluyan todas las Importaciones, nos da una Idea 

de las cantidades que se Importan al año. 

En el siguiente cuadro ( No. 9), se muestran las cantidades importadas de 

pectlnasa de 1988 a 1993. También se Indican los países de procedencia en 

donde podemos notar que el principal fabricante y exportador son los Estados 

Unidos. 

CUADRO No. 9 Importaciones de las Pectinasas IKo.) 
PAi::> 1989 1989 1990 1991 1992 1993 

Alemania 1600 . 1100 1400 1725 1216 
Japón 165 . 200 325 325 298 
Francia 1165 300 765 932 825 1200 
E.U.A. 14128 28729 23844 25625 23125 32134 
TOTAL 17058 29029 25909 28282 35858 34848 

(16) 

Este cuadro nos indica que en los ultimos años ha aumentado 

considerablemente la importación de pect!nasas a México. 

Aunque estos datos no son exactos, ya que hay muchas empresas que no 

notifican con precisión sus importaciones, es Importante resaltar que en México 

se usa cada vez más esta mezcla enzimática. 

32 



CAPITULO 111. 

PROCESO DE FABRICACION DE PECTINASAS 

Desde hace mucho tiempo se han reconocido los grandes beneficios que 

ofrece Ja utilización de enzimas para modificar las propiedades funcionales de 

Jos alimentos. Desde la Segunda Guerra Mundial, se ha otorgado un especial 

Interés al desarrollo de nuevas enzimas y de nuevas fuentes enzimáticas. Se 

estima que en 1990 la venta mundial de enzimas fue de 350 millones de dólares. 

Sin embargo, sólo pocas enzimas han sido utilizadas ampliamente. El primer 

gran obstáculo en la utilización de las enzimas es el costo. Para poder reducir el 

costo en el desarrollo de esta área se han establecido tres grandes áreas: 

mejoramiento de una especie microbiana, lnmobillzaclón enzimática y 

mejoramiento de la estabilidad. 

Actualmente las pectinasas son fabricadas en muchos países y utilizadas 

en casi todo el mundo. Sin embargo, los fabricantes guardan celosamente sus 

métodos de producción y la literatura acerca de este tema es muy limitada: Sin 

embargo, se explica el método general de Ja producción de pectlnasa, así como 

los detalles más Importantes de cada operación. 

3.1. REGULACION DE LA PRODUCCJON ENZIMATICA 

Y SU METODOLOGIA DE LA FERMENTACION 

La razón mas importante de la utilización de los microorganismos como 

fuentes potenciales de enzimas, es la facilidad que tienen estos de Incrementar 

los niveles enzimáticos por medio de controles genéticos y del medio ambiente. 
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Mientras mayor especificidad en su actividad tenga una enzima, más fácil 

será el aislamiento enzimático. Además, existen otras razones por las cuales se 

prefiére utilizar a las células microbianas como fuentes enzimáticas, estas son: 

a) Las fermentaciones enzimáticas a nivel industrial son 

económicas debido a que los ciclos de fermentación son 

cortosLa razón más impo_rtante de la utilización de los 

microorganismos como fuentes potenciales de enzimas, es la 

facilidad que tienen estos de Incrementar los niveles enzimáticos 

por medio de controles genéticos y del medio amblen y los 

medios de cultivo no son costosos. 

b) Los procedimientos de selección de la mejor especie para 

producir una enzima específica son fáciles y se elaboran en muy 

poco tiempo. 

c) Existen especies diferentes que producen diferentes enzimas 

que catallzan la misma reacción, permitiendo as! tener 

flexibilidad en las condiciones operativas (51 ). 

En el caso especifico de las pectlnasas, la síntesis microbiana de éstas 

presenta grandes ventajas sobre el método de extracción de fuentes naturales 

como son algunas frutas o verduras ya que éste método es mucho más costoso y 

el.rendimiento es muy bajo (23). 

Los procedimientos básicos en una fermentación enzimática son los 

siguientes: 

A) Selección de la especie. Cuando se realiza una fermentación 

enzimática es muy Importante que ésta se realice con la especie más activa. , 

En el caso de las pectinasas, la especie utilizada por la mayor parte de los 

fabricantes es 8...rligfil. Esta especie sintetiza gran parte de las enzimas péctlcas, 
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además de que las excreta por lo que facilita en gran medida su aislamiento y 

purificación. Se han llegado a utilizar otras especies del género Aspergillus 

como es~ (24). 

B) Optimización de la fermentación. Para poder optimizar la 

producción, los parámetros que afectan la síntesis enzimática y su elaboración 

deben ser investigados. Los controles más Importantes a verificar son el pH, la 

temperatura y la transferencia de oxígeno. Estos datos son secretos de cada 

productor, pero se podría decir que la temperatura óptima para la síntesis de 

enzimas péctlcas por el~ es de 37ºC y el pH varía entre 2.5 y 4 (23). 

Otros parámetros no menos importantes son la nutrición del 

microorganismo, de la que se hablará más adelante, y la utilización de otras 

sustancias en el medio de cultivo como son los solventes y los surtactantes. 

C) Reconocimiento del ciclo de crecimiento. Para poder lograr un buen 

crecimiento del microorganismo, y por lo tanto, una mayor producción de 

enzimas, es muy Importante conocer lo mejor posible la curva de crecimiento del 

microorganismo en cuestión (2). 

1. !NDUCCION ENZIMATICA. 

Los genes estructurales para la producción de muchas enzimas están 

normalmente Inactivos en la ausencia del sustrato enzimático. A éste fenómeno 

se le llama producción reprimida. Sin embargo, cuando el sustrato Indicado es 

adicionado, los genes estructurales empiezan a funcionar y la enzima es 

entonces producida. A este proceso se le conoce como 'Inducción' y a la enzima 

como 'Inducida'. 

En muchas ocasiones, los mejores inductores son análogos del sustrato, 

en otras, los productos Intermedios son los inductores, como es el caso del ácido 
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galacturónlco, inductor de la pectinesterasa y producto intermedio del sustrato; 

ácido pollgalacturónlco. 

Para eliminar la dependencia enzimática de un Inductor se puede realizar 

una mutación denominada "mutación regulatoria" ya que el gen es regulador y 

no estructural. Los mutantes que producen una enzima inducible normal sin un 

inductor son llamadas "mutantes constitutivas: (37). 

2. REPRESION DE REJROALIMENTAC!ON 

Algunas enzimas se sintetizan en forma regular durante el crecimiento del 

microorganismo, sin embargo, llega un momento en el que esta síntesis es 

reprimida cuando hay una alta concentración de productos finales. 

Los productos finales poseen pesos moleculares muy bajos y se les llama 

'corepresores', estos se combinan con una proteína Intracelular codificada por el 

gen regulador y es denominada •aporepresor•, es entonces cuando se forma el 

"represor' (14). 

El represor daña el gen que codifica la producción enzimática. Las 

enzimas que siguen este patrón de actividad se les llama 'enzimas represibles'. 

Para solucionar este problema se debe evitar la acumulación de productos 

finales en el medio. 

Otra alternativa es obtener mutantes reguladoras, las cuales no sean 

reprimidas por los productos finales (67). 

3. REPRESION CATABOLICA. 

Las enzimas del tipo inducibles catabólicas, son reprimidas cuando las 

células crecen rápidamente en un medio que contenga una fuente de carbono 

fácilmente utilizable. Esto causa una disminución en la concentración intracelular 

del AMPciclico impidiendo así que los genes estructurales dejen de funcionar. 
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Existen numerosas enzimas de uso Industrial que están sujetas a este tipo 

de represión. La pollgalacturonasa sufre una represión catabólica, por lo que en 

este caso también se pueden crear mutantes modificadas en su catabolismo de 

glucosa. 

Con suerte, en el futuro se podrán realizar manipulaciones genéticas, las 

cuales producirán muchos beneficios para los microorganismos productores de 

enzimas de Importancia industrial (53). 

4. COMPOSICION DEL MEDIO. 

La selección de un buen medio tiene la misma Importancia que la 

selección del microorganismo para lograr el éxito de la fermentación. El medio 

provee los nutrientes para el crecimiento, la energía, la construcción de las 

células y la biosíntesls de los productos de fa(mentación. Tienen particular 

Importan-ola las fuentes de carbono y los componentes nitrogenados ya que las 

células de los mil:roorganismos se componen en gran parte de estos elementos. 

Además un medio debe contener sales Inorgánicas, agua, vitaminas y otros 

factores de crecimiento, precursores de los productos de fermentación, oxígeno 

disuelto, otros gases, buffers y antiespumantes (18). 

Si la preparación del medio no se realiza adecuadamente, el crecimiento 

microbiano no será el adecuado y por lo tanto el rendimiento del o de los 

productos deseado será muy bajo. 

También un medio pobre puede provocar productos de diferentes tipos a 

los deseados, por lo que los tipos y cantidades de los componentes de un medio 

nutritivo son críticos. 

La composición particular de un medio de fermentación puede ser simple 

o complejo, estos a su vez se dividen en otras dos categorías; sintético o crudo. 
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Un medio sintético es en el cual todos los constituyentes son definidos y 

conocidos específicamente. Cada constituyente es un compuesto relativamente 

puro y son conocidas las cantidades exactas de cada uno de ellos. Un ejemplo 

de este tipo de medio podría ser alguno que contenga sales minerales, agua, 

azúcar purificada, amoniáco o aminoácidos. 

El medio sintético ofrece muchas ventajas, sin embargo, es muy costoso 

ya que los materiales puros son caros y los rendimientos obtenidos son bajos 

(18). No obstante este tipo de medios se utilizan con fines experimentales. 

El medio crudo permite obtener rendimientos mucho más altos, además 

de ser más económico. Un ejemplo de un medio crudo es uno que contenga 

soya, melazas, licor de maíz, sulfato de amonio, carbonato de calcio y fosfato 

ácido de potasio. 

Como un medio crudo contiene fuentes crudas de nutrientes, estos 

proveen un exceso de factores de nutrición. 

Además es necesario adicionar a un medio sintético o crudo, otros 

productos como agentes antlespumantes, agentes controladores de REDOX, 

agentes de inhibición de microorganismos contaminantes y otros (18). 

El principal componente en todo medio, es el agua. Como los 

microorganismos viven en medios acuosos, sus nutrientes deben estar disueltos 

en ella. Normalmente, un medio posee de un 70 a un 90% de agua, la cual 

provee a los microorganismos de trazas minerales, metales como el cobre, 

molibdeno, zinc o boro y otras sustancias que son requeridas en cantidades 

mínimas y que en caso de no encontrarse presentes se podrían inhibir 

actividades escenciales del microorganismo (67). 
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5. ESTERIL!ZACION DEL MEDIO. 

La apropiada esterilización del medio nutritivo juega un papel muy 

Importante en la fermentación llevada a cabo por el A...nlgm para la producción 

de las pectinasas. 

La esterilización del medio puede ser Hevada a cabo por la remoción de 

los microorganismos contaminantes o bien por la destrucción de éstos. Sin 

embargo, la práctica más utilizada es la destrucción de los microorganismos ya 

que los métodos de remoción no siempre garantizan una esterilización del 

medio y no se puede correr el riesgo. 

Los métodos destructivos pueden ser químicos, térmicos, congelamiento, 

ondas sonoras o Irradiación. En la actualidad, el método más utilizado es el 

térmico ya que es el más simple, económico y confiable. 

Para lograr una esterilización térmica óptima, se deben tomar en cuenta 

los siguientes aspectos: 

Entre más componentes crudos contenga el medio, mayor será el 

tiempo del tratamiento térmico, ya que el medio es más viscoso y 

por que se podrían presentar esporas termófilas. 

El medio no debe ser sobrecalentado ya que se pueden 

caramelizar los azúcares, además que se pueden presentar 

reacciones entre los azúcares y los fosfatos. 

Muchos componentes pueden degradarse durante el tratamiento 

térmico a valores de pH altos o bajos, por lo que es 

recomendable neutralizar el medio antes del tratamiento térmico 

y después ajustar el pH al valor adecuado. 
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Otros componentes pueden volatilizarse por Jo que es necesario 

que éstos se esterilicen aparte por medio de un filtro 

bacteriológico (50). 

6. AEREACJON Y AGITACION. 

Es muy reconocida la Importancia que ti~ne la aereaclóny la agitación de 

Jos procesos aeróbicos de fermentación. ".' .. · 
~ µ"• 

El objetivo principal es ei de 'prove~r ~¡ oxígeno' necesario a. los 

microorganismos para así poder llevar a i:abo apropiadamente .las actividades 

metabólicas. El ~ es un mic;oor~~nl~~Ó;'~~rÓb,ic~·v ~s vlt~I cuidar. el 

suministro de oxígeno para un buerir§,ndimiento cÍe~peC:Uríasas: · 

Una función secundarla de laaereaciÓn y agitaciÓn ~s Jade mantener a 

los microorganismos suspendidos; 'sin embargo, ~Ól~~inte. una pequeña 

porción de la agitación es requerida. p~~a.'estó;:J •.• ,·.,. 

En el laboratorio la aeieaéiólÍ)ÍagitacJÓn son-Hevádas a cabCl por medio 

del aparato de agitación y ,en 1a; escal.a piloto e Jnclustdal, :é1 oxigeno es 

suministrado por aire colllprlr,nJdo Y)~:aglta~/Ón es u,?. vadi a cabo por 

aditamentos mecánicos. ~:~:\ 
'',, 

Podemos considerar á1 0~·¡9~~() clls'u~lt~ '~orrio u~ rÍu~;l~rÍte ~nái~go a los 

otros nutrientes, tales como la glucosa ()'1os'amlnoá~Ídos. 'sin embargo,' existe .· .. 

una gran diferencia; Ja solubilidad ~~Í ¿~}Óenb;~s'.~xir~~acÍ~:ní~nte limltacÍá en 

comparación con los otros nutrle~tes(pof·:~j~~~;c,; en cbndi61ón~fnormales de 

fermentación Ja glucosa puede· pr~sent~rsJJ~isu~1ta''apf:;~1~áCíarn~nt~ por 
. j . . • • - " - ' 

10000 mg/1, mientras que el oxígeno se ericontrarí~.Por10 m'QJ1:Adernás, en la 

mayoría de los casos se incorpora el oxígeno''rrioí~~IJl~r rriá~ que eloxígeno 
- ~,, .. ._ 

proveniente de las reacciones de reducción de un oxidante químico. Por esta 
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razón, es necesario que contínuamente se provea al medio de oxigeno para así 

satisfacer las demandas metabólicas de los organismos (5). 

3.2. FABRICACION DE PECTINASAS 

1. SELECCION DE LA ESPECIE. 

Se ha mencionado varias veces en esta tésis que la mejor especie resulta 

ser Asoergi!lus nlger A 138, la cual es una especie mutante escogida de varias 

especies (27). 

Esta especie mútante se obtuvo por medio de rayos ultravioleta sobre la 

primera especie. Para lograr esto, la especie se mantuvo en agar de mosto de 

cerveza en plano inclinado. Las esporas de 2 tubos de ensayo se suspendieron 

en 40 mi. de agua estéril (aproximadamente 10 esporas/mi.), y fueron utilizadas 

para 9 Lt. de medio (27). 

Aunque los fabricantes de pectlnasas mantienen sus procedimientos de 

fabricación confidenciales, se sabe que la especie más utilizada es A....nlg¡¡r. Sin 

embargo, existen patentes utilizando otras como A.....w§nlli, A, flavuus. A. oryzae, 

A. fumigatus, Peniclllin glaucum y Rhlsoous trile! (24). 

2. COMPOSICION DEL MEQIO DE CULTIVO. 

La composición del medio de cultivo dependerá directamente del 

microorganismo utilizado. El ~ A138 producirá con alto rendimiento 

pectinasas utilizando el siguiente medio: 2% de pectina de manzana, 0.5% de 

sacarosa, 1% de suero seco, 0.2% de nitrato de amonio y 0.05% de sulfato de 

amonio en agua corriente (27). El pH del medio se ajusta a 4.5 con hidróxido de 
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potasio. Este medio de cultivo es muy sencillo y se obtienen altos 

rendimientos de peclinasas. 

La pectina de manzana es un producto Inductor de las enzimas peclínlcas. 

Se han realizado varios experimentos para comprobar esto. Por ejemplo, 

Paskova realizó la siguiente fermentación; el medio se compone de 5% de 

sacarosa, 15% de pectina de manzana, 1% d_e fosfato ácido de amonio, .05% de 

sulfato de magnesio y el resto de sustancias aportaderas de nitrógeno tales 

como peptonas o mezclas de levaduras. La fermentación se llevó a cabo con 

aereación y a una temperatura de 27-31 •c. 
El rendimiento obtenido fue una mezcla de pectlnasas con una actividad 

enzimática de 73-98 unidades/mi. Cuando se remplazo la pectina de manzana 

por un extracto acuoso de remolacha de azúcar o pure de manzana, la mezcla 

enzimática obtenida tuvo una actividad de 41·52 unidades/mi respectivamente 

(63). 

La sacarosa y el suero son carbohldratos, los cuales proveen de energfa al 

microorganismo y las sales de amonio funcionan como materiales nitrogenados 

para un adecuado aporte de nitrógeno. 

El agua provee al microorganismo de trazas minerales como Cu., Zn., Bo. y 

otros. Además, el agua disuelve a los nutrientes para que puedan ser 

aprovechados por el microorganismo. 

Otros autores recomiendan además el uso de otras sales como fosfato 

dlácldo de potasio, sulfato de hierro, sulfato de magnesio, carbonato de calcio o 

cloruro de sodio para proveer de todos los minerales necesarios para el 

crecimiento de A...nOO (86),(79). 

El fosfato diácldo de potasio funciona como buffer y se puede utilizar en 

lugar del hidóxlco de potasio. Se ha demostrado que la fabricación de 
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pectlnasas poligalacturonasa y pec!lnesterasa puede ser Incrementada 

aumentando la capacidad buffer del medio de crecimiento. Se recomienda 

utilizar de 280 a 800 g. de fosfato dlácldo de potasio por litro de medio, 

obteniéndose así un rendimiento del doble del normal (86). 

3. ESTEBILIZACION DEL MEDIO. 

El medio se esteriliza en un fermentador a 121ºC por 30 minutos con 

agitación de 200 rpm (87). 

4. FEAMENTACION. 

La producción de pectlnasas es llevada a cabo por medio de una 

fermentación. Existen escencialmente tres diferentes métodos para la producción 

de enzimas microbianas en la industria. Estos son: el método de sustrato sólido, 

el de sustrato sumergido y el de sustrato sumegldo en dos etapas.(1) 

Actualmente se utiliza con mayor frecuencia la fermentación sumergida ya 

que esta es mas fácil de estudiar y de controlar • 

Aunque las pectlnasas son fabricadas en muchos paises, los europeos 

son los que poseen mas experiencia en este campo. Los fabricantes publican 

patentes de la fermentación de Aspergillus niger para la producciónde pectlnasa 

en cultivo sumergido, sin embargo los datos de las condiciones de la 

fermentación son contradictorios. Estas contradicciones se deben a la 

especificidad de cada especie fúngica. Ademaslos resultados también resultaln 

contraponerse, esto se debe a los dlleresntes métodos de determinación de 

actividad enzimátlca.(27) 

La fermentación en cultivo sumergido se puede efectuar en un sistema 

batch o en un sistema continuo. El sistema continuo ofrece una mayor 

productividad. Ademas de lograr la habilidad de desaparecer los mecanismos de 
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represión bajo las .limitaciones del suministro de nutrientes específicos.Sin 

embargo su uso industrial sse ha visto limitado. 

Las cuatro principales razones de esta limitación industrial son las 

siguientes: 

a) Una posible falla provocada por la asepsia debido al largo periódo de 

duración del proceso continuo, provocando a~I. un producto contaminado. 

b) Si ocurre. una producción enzimática baja debido a una reversión del 

crecimiento ace
0

ie;rado se produce una degeneración de la especie productora 

de la enzima: 

c) El hecho de' que el rendimiento de muchas enzimas extracelulares es menor 

que en un sistema batch. 

d) La dificultad de que con un medio complejo, utilizado comunmente para 

enzimas industriales, ya que puede ocurrir una determi~ación equivocada del 

nutriente limitante y el control de su nivel. 

Por estas razones, la producción de pectinasas se realiza en una 

fermentación sumergida en un proceso batch. 

En toda fermentación, siempre se deben controlar tres factores de suma 

importancia que influyen en el curso de una síntesis enzimática. Estas son; 

temperatura, pH y la tensión de oxígeno disuelto el cual es función de la 

velocidad de aereación y de agitación. 

1 TEMPERATURA 

. Mencionamos en la introducción que los microorganismos pueden ser 

clasificados en tres grupos basados en sus temperaturas óptimas de crecimiento; 

psicrófilos cuya temperatura óptima se encuentra debajo de 20ºC, mesófilos 

cuya región óptima es cerca de 35ºC y, termófiios creciendo mejor a 

temperaturas mayores a so•c. 
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En cada clase de microorganismo, cuando la temperatura se acerca al 

punto óptimo, la velocidad de crecimiento específico del cultivo seguirá la 

ecuación de Arrehnlus: µ = Ae ·EIRT 

en donde A es una constante, E es la energía de activación, A es la constante de 

los gases y T es la temperatura. 

Por lo tanto, la velocidad de creciml~nto microbiano y en este caso del 

Aspergil!us niger como función de la temperatura seguirá este comportamiento 

(Gráfica 1). 

Para minimizar los tiempos de crecimiento en un proceso batch, la 

temperatura del cultivo deberá controlarse lo mas cerca posible a esta 

temperatura óptima. 

La formación de enzimas también esta gobernada por la temperatura. 

Generalmente la temperatura óptima de la síntesis enzimática difiere de la del 

crecimiento microbiano. 

Por esta razón, la temperatura a utilizarse se selecciona 

experimentalmente.( 1) 

Para la síntesis pe pectinasa llevada a cabo por Asperg!llus nlger la 

iemperatura se mantiene a 37ºC. Para lograr esto se utiliza un termostato, el cual 

comanda una válvula electromagnética regulante de la emisión de agua( fria o 

caliente); la temperatura se registra en un termómetro SIS tipo RE 3b, el cual 

mide también el tiempo en la que esta fue registrada . 

L. Tutobello realizó una amplia Investigación acerca del efecto de la 

temperatura en la producción de enzimas pécticas por medio del Aspergillus 

nJgi!,. El llegó a la conclusión que en cultivos sumergidos, la endoactivldad de la 

mezcla enzimática resultante, es directamente proporcional a la temmperatura, 

no así la exoactividad.(60) 
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Las enzimas, al ser proteínas, contienen grupos lonlzables, 

consecuentemente, el pH del medio de cultivo afecta su estructura y su 

funcionamiento. El crecimiento de células microbianas también resulta afectado 

por el pH, y al igual que la temperatura, el pH óptimo de la máxima velocidad de 

crecimiento especifico de un organismo difiere del pH óptimo de una enzima 

extracelular. 

En algunos casos se deben utilizar diferentes condiciones de pH 

dependiendo de la etapa de la fermentación . Otras ocasiones se utiliza 

solamente uno, el cual favorezca a los dos aspectos.(1) 

Durante la fermentación del Asoergmus nlger el pH es controlado en 3.5. 

Aunque se ha comprobado que el pH óptimo para la etapa de crecimiento 

microbiano es de 4.5, y en la etapa de síntesis enzimática es de 2.8.(40) 

3, TENSION DEL Q)(IGENO DISUELTO, 

El provlsionamlento de un suministro adecuado de oxígeno a un cultivo 

aeróbico en crecimiento es un requerimiento escencial, además de que Influye 

en el rendimiento y/o productividad de una fermentación enzimática. Por este 

motivo es necesario proveer al fermentador de una aereación y una agitación 

adecuadas.(1) 

Otra razón por la que se necesita agitar un fermentador es para que la 

transferencia de masa y de calor sea mas uniforme y fácil de controlar. 

En el caso especifico de las pectinasas, Jozica Friedrich y Alezka 

Clmerman (1989), realizaron un estudio muy completo de como manejar las 

condiciones de aereación y agitación para obtener mejores resultados y llegaron 

a las siguientes conclusiones: 
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-La morfología específica del Asperglllus nlger produce una masa viscosa 

y densa al crecer por lo que influye en la transferencia de masa y de calor.(27) 

-Como el resultado de la fermentación es un complejo de enzimas pécticas 

producidas por el Asperglllus niger, la máxima producción de cada enzima 

ocurre a diferentes velocidades de transferencia de oxígeno. 

·Experimentalmente se concluyó que se requiere utilizar una aereación de 

0.5 vvm (5 l/mln) y una agitación de 300 rpm al principio de la fermentación, y al 

llegar al punto de máximo crecimiento microbiano, la aereaclón deberá ser 

aumentada a 1.2 wm (10 l/mln) y la agitación a 500 rpm, 

Estas condiciones logran que Ja actividad· despectlnlzante sea del doble 

de la que se logra cuando no se usa aereaclón y agira~ión. Y que el tiempo de 

fermentación sea reducido de 96 a 90 h~r~~.Í27) > . 

La fermentación debe ser llevada a cabo en el equipo adecuado para 

poder lograr controlar estos tres factores. 

Los fermentadores utilizados son de acero inoxidable, cilindricos y con una 

tapa hermética de hule la cual se sujeta con tornillos, atravesado de una asta 

metálica terminada en una hélice con tres paletas unidas en lo alto a un sistema 

con motor eléctrico por medio de una banda de transmisión. 

El fermentador debe ser enchaquetado para regular la temperatura. Su 

capacidad debe ser de 1 O 11. y deben contener 4.5 11. de medio de cullivo.(60) 

También debe tener un manómetro en la tapa. La presión a la que se 

deberá lievar la fermentación es de 1 atm. En el esquema No.7 se muestra un 

fermentador en un proceso batch para llevar a cabo la fermentación de las 

pectlnasas. 
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ESQUEMA# 7 

Fermentación tipo batch para la producción de pectinasas 

SALIDA DE 
AIRE 

MEDIDOR BANDA DE TRANSMICION 

~ENTRADADE 
- 1 AIRE 

FILTRO DE 
AIRE TANQUE DE 

TfRMOSTATO 

MOTOR 

ENTRADA DE 
11 AGUA FRIA 

+ 
SONDA ¡:q=====:; 1 1 

(60) 

BOMBA DE 
RECRCULACION 



C!NET!CA DE LA EEBMENTAC!ON y DE LA ACTIVIPAP ENZIMATlCA 

Los microorganismos crecen en un amplio espectro de ambientes 

químicos y físicos, su crecimiento y otras actividades fisiológicas son de hecho 

una respuesta de su ambiente físico-químico. La cinética de la fermentación nos 

describe el crecimiento y la formclón del producto por los microorganismos. 

La cinética de la fermentación de un microorganismo es un tema muy 

amplio, que requiere de un estudio detenido del método de medición de las 

variables de una fermentación, tales como; concentración celular, velocidad de 

crecimiento específico concentración de los nutrientes, formación del producto y 

viscosidad entre otras cosas. 

La reacción estequlométrlca del crecimiento microbiano y de la formación 

de un producto puede ser descrita de la siguiente manera: 

C-fuente+N·fuente+fosfato+02·-->masa celular+C02+ H20+producto+calor4 

De esta ecuación podemos concluir que el rendimiento de la masa celular, 

y del producto dependen de la eficiente utilización de las fuentes de carbono y 

de nitrógeno. Además, de este balance es posible calcular el oxigeno necesario 

para producir la combustión de los nutrientes para obtener dióxido de carbono, 

agua y energía para el crecimiento. 

Durante la producción sumergida de pectinasas por el Aspergillus njger, 

en las condiciones mencionadas en el Inciso anterior, se midieron el pH, el 

potencial Redox, blomasa, materia seca soluble, nitrógeno de amonia, proteína 

soluble y actividad enzimática por medio del 'The Apple Julce Depectinlzing 

Assay'(ADJA). 
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A las 50 horas de fermentación el cultivo se hizo muy grueso. Sin embargo 

no se observaron limitaciones serlas de transferencia de masa y de calor. 

Como se muestra en las gráficas 2 y 3, el curso de la fer~entá61ó~ tuvo un 
~ '· .- . ,• .. -· .. ··.~· . 

mejoramiento después de aumentar la'.aeieáclón.y'Já'agltaclón. La cúrva del 
-~ ' ·~· -'~,l., . 

potencia! Redox mostró dos picÓs en el momenÍo en que aumentó la aereaclón y 

la agitación. La curva de pHrnost;ó"dos pf~os en ~{"16me~t() _e~queau~entó la 

aereación y después emp~~ó~ de'.~·i~~~;%·¡;~ie~~o ;9¡\;ri~~/~~~b;.'1~a~tlvidad 
enzimática apareció.' La cur~a -d.~.>~ :~o~tró ~~a dis'T,I~u.~ión subst~nclal 
durante el periódodemáx;~g-hlecim1éíít0Yo'iisf)ués de.maniene'ise en un valor 

- ''!-.· " •. ,.; .. - - ----. - : . • ~ 

mínimo de pH 2.2 por Gn ¡,9·;iÓdd de {5 a'20 horas! ~nÍpezÓ entonces a elevarse. 

A pesar del bajo valor de pH' el cual se ericóntrabá en' rá~gos éie lnaé:tlvaclón de 

la poligalacturonasa,:_:,~-~~tiv.ldad'._enzlmátlca·;contlnuf l~~rementandose. La 

máxima act1vldad~én~;ár16i:;;~Ída~~:-d~~iiié~. d~·~wédí~·de·que el pH 

empezó a elevarse. Los llaicires. d.e- pH. y potené1aff~éci())('sirvleron como 

indicadores valiosos de I~ Í~l~l~cló~c y '~í fl~;de')~ ~;~;e~i;·anzlmállca. Este 
·;_~- ::._ ·,;~O,:-;.;'--~,~~':-'' ,~.,;. (:?~;· ,--, 

comportamiento se _muestra eri lá gráfica 2. : , .-, - , '> ,-. • 

El nitrógeno de amonl~co mostró, (g;áflca 3)un pl~o ~~-el c~mienzo de la 

fermentación, probablemente debido a la reducción del nlÍrclge~o a ~~~
1

nlacci 
por asimilación. Después de 25 horas fué consumido Intensamente aléánzando 

un valor mínimo, coincidiendo con el máximo de blomasa. Tan pronto co_mo 

empezó a decrecer la concentración de blomasa, el nitrógeno del amoniaco 

empezó a elevarse. Esto pudo ser el supuesto resultado de la autóllsls pero esta 

afirmación no puede ser confirmada ya que la actividad proteolitica fué muy _ 

baja. -
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GRAFICA #2 
Curva del potencial redox, pH y actividad enzimática 

con respecto al tiempo y con variaciones en las 
velocidades de aereación y agitación 
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GRAFICA 3 
Curva de materia seca, biomasa, actividad enzimática, 

materia seca soluble y nitrógeno de amonia 
con respecto al tiempo. 
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El consumo de sustancias solubles comenzó después de 25-30 horas de 

Incubación, y la blomasa se empezó a elevar lentamente. El Asperglllus nlger 

comenzó a crecer rapldamente a partir de las 40 horas, que fué cuando la 

aereaclón y la agitación se elevaron. A las 50 horas apareció la actividad 

enzimática, y en el momento de máximo crecimiento microbiano, esta se empezó 

a Incrementar continuamente. Después de el momento de máxima concentración 

de blomasa, se seguían produciendo enzimas por otras 20 horas.(27) 

3.3. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y PRESENTACION. 

La extracción de enzimas, así como de microorganismos ha sido utilizada 

desde hace muchos años. La primera enzima que se logró aislar fue la ureasa 

en 1926 por Summer, reconociendo así su naturalesa protélca. Para 1968 ya se 

habían reconocido alrededor de 1300 enzimas, la mayoría habían sido aisladas 

pocas veces y en pequeña cantidad (55). 

Sin embargo, un estudio realizado en 1970 mostró que sólo 120 enzimas 

se anuncian en la literatura comercial. De éstas, 50 se encuentran disponibles 

en paquetes de 1 g. o menos, mientras que 35 se manejan en envases de 1 Kg. 

o más. 

El aislamiento enzimático a nivel Industrial se realiza casi en su mayoría 

para enzimas extracelulares, como es el caso de las pectinasas, ya que su 

aislamiento es mucho más sencillo que la operación de extracción de enzimas 

intracelulares. Esto se debe a que muchas veces las enzimas intracelulares 

presentan las mismas propiedades que otras enzimas y que otros 
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contaminantes. Además muchos. microorganismos poseen paredes celulares 

fuertes y ésto dificulta más .su. extra¡::~ió.n (57). • 

La extracción se refiere a la liberación de las enzimas de las células o de 

los constituyentes celulares. La e~tr'¡¡¿¿~n pUede requerir procesos mecánicos, 

flslcos o químicos. 

Las técnicas exlstentes\J~ '·~·l~lamlento enzimático son muy variadas y 

complicadas por lo que n'<:ls ll;nit~l'emos a mostrar la clasificación de éstos 
, . ;• .. , 

métodos· y se explicará só.lo en m.anera detallada aquéllos utilizados en ·el 

aislamiento de las pectlnasas (15). 

METODOS DE PURIFICACION ENZIMATICA 

Precipitación 

• Formando sales (con amoniaco o con sulfato de sodio). 

• Con camb.los bruscos de temperatura. 

c~n ca~bloshrusc~s depH. 

Con sol~~~Í~~16r~á~1c~i. 
• Con. pol!m~;os de á116 PM. 

• lo~es matálícos. 

• Age~i~s ~s~~cíflco~ .. '. 
• Ac~rreador~~;i'-•. 

11. · Coagul~~ió~ y' ~i~culaclón. 
Hldrocof~ld~s rli1nerates. 

·- Hldrocololdés vegetales. 

• Ele~trolito anfónibo f~erte. 
,. :,·_._.,. ' 

• Electrolito anfónlco débil. 

• Pollelectrolito catlónlco. 
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- Polímero no lónico. 

• Base fuerte. 

111. Centrifugación. 

• Centrífuga tubular. 

• Centrífuga mullfcámaras. 

Centrifuga tubular con discos. 

Solld bowl scroll centrifuga. 

• Perforate bowl basket centrifuga. 

• Zonal centrifuga. 

tV. Filtración. 

• Filtración Bater. 

• Tambor rotatorio. 

··Al vacío. 

V. Ultra filtración. 

VI. Cromatografla. 

- . Por adsorción.· 

··Interacción bioquímica. 

intercambio tónico. 

• Filtración en gel. 

Vil. Electroforesis (6). 

Hablando específicamente de las pectinasas, podemos decir que el 

método de extracc.ión y puriffcaclón dependerá del método de fermentación 

utilizado (23). 

Cuando i~s enzimas pectinolftlcas son prodÚ~idas en un cultivo 
. . ' . 

sumergido, se requiere separar únicamente la masa celular por medio de 

filtración o centriÍugación, ~eguldo por la adi~lón de cÓnservadores. Cuando el 
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caso es un medio semi-sólido, las enzimas pueden ser extraídas, utilizando un 

sistema de extracción en contracorrienle, utilizándo agua y algunos 

conservadores. Este método produce una solución relativamente clara. 

Altemalivamente, la masa semisóllda puede ser secada a una temperatura baja. 

Este material seco puede ser utilizado como una preparación comercial cruda, o 

puede ser almacenada y extraer después las peclinasas (6). 

Para llevar a cabo la extracción de las pectlnasas, a partir de la solución 

clara anteriormente mencionada, puede llevarse a cabo una concentración en 

vacío o alternativamente se puede usar una sal ( sulfato de amonio, sulfato de 

sodio, cloruro de sodio o fosfato ácido de amonio) o solventes orgánicos 

(isopropanol, acetona, etil acetato, metano! o etanol), pueden ser utilizados para 

la precipitación de la mezcla anzimática. Después de la precipitación, la mezcla 

enzimática es centrttugada o filtrada y después secada a bajas temperaturas o 

secado por esprea. Subsecuentemente, es molido a un tamaño de partícula 

standard y usado para la preparación de formulaciones enzimáticas comerciales 

(55). 

El polvo resultante es vendido como un concentrado con una actividad 

especifica o dlluldo con varios agentes para darles una actividad estándar. 

Algunos ejemplos de diluyentes ·son la gelatina, coselna, glucosa, sacarosa, 

lactosa, almidón y sales. En ocasiones se llega a usar buffers para mantener 

condiciones de pH adecuadas para la actividad enzimática (23). 

A continuación se cita otro método muy utilizado para la extracción y 

purificación de las pectinasas: al cultivo se le adiciona una solución al 0.9% de 

NaCI y después se centrifuga. El supernadado se precipitó con etanol al 85%. 
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La mezcla enzimática se extrae, aisla y se concentra por medio de 

ultrafiltración con una membrana con poros de 20 a 25 nm. Después es secada 

con frío (42). 

Una vez que la enzima es secada se empaqueta para poder ser 

comercializada. . ,·:;-,,_ __ ,-, 

Otro método de alslamiento, muy utilizado es el siguiente; el producto se filtra, 

el filtrado se coloca en un contenedor con mov1'rn'iento giratorio, enchaquetado 

en donde circula una mezcla fria a vasa d~:~;"~~ gllcol, la cual asegura una 

temperatura de -1 BºC. SI el pH del pro~'~ció ~~ ~'uy ácido, se adiciona 

lentamente una solución saturada de cart:loll'~tri á~1ci() de sodio (NaHC03) con 

un pH de 4. El líquido se agita adlclo~ándo'l~ni~riient~ 5% de alcohol etílico 
, ,., .. , .. ¡·\··' . •'' 

preenlrlado a -2o•c. Se centilfuga a 30,000 rev/m'ln y se obtiene un precipitado 

protélco de' color oscuro cori es~asa ·• ~bif~!~a'éi:··e~zlmátfca. Sin embargo 

repitiendo la opera~ÍÓn ·~~,n· alcoho1 ·et1Ücio 'el 6.5%;'preenlrlado, este 

procedimiento produce un precipitado liofilizado en forma de polvo con 90% del 

total de Ja ~ctlvidad ~nzl;nátlca. El producto ~e cons~rva en Ja;~scurldad a s•c. 

3.4. CONTROL DE CALIDAD. 

Exlst.en varios ensayos para evaluar la calidad de las pectlnasas, las 

cuales varían en las condiciones estándar. 

El pr'incÍp~I factor de una enzima es su actl~lc:Íad Ja cual debe ser evaluada 

por el prod~ctor, el distribuidor y el consumidor: el método de ensayo de la 

actividad de la pectlnasa debe proveerse por ei fáb:idante o el distribuidor para 

que Ja lnterpretaélón de Jos resultados sean los ~'1snios y no exista confusión en 

éstos (33): 

A continuación se muestran algunos ejemplos de éslos. 
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CUADRO No. 1 O Condiciones de Ensayo para Evaluar la Calidad de las 

Pectinasas 
ENZIMA TIEMPO DE TEMPERATURA pH SU:::ffAA1u 

REACCION 

Pectinasa 120 - 180 min. 45ºC 3.4-3.6 Jugo de manzana 

100% 

Pectlnesterasa >10mln 37ºC 3.5 Pectina con alto 

contenido de 

metoxilo 0.5% 
Pollgalacturonasa 15 mln. 30° 4.2 Pollpectato de 

sodlo0.2% 
(33) 
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CAPITULO IV 

APLICACIONES 

4,J, PARAMETROS DE APLICACION 

MECANISMO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA. El mecanismo de actividad 

enzimática está gobernada por tres parámetros que lnteractÓ~n entre ;sr: 

concentración enzimática, temperatura y tiempo de reacción. -La tiábil 'ut1Ílzaclón . , .... ,, ..... -. . .. ,· 
de este mecanismo permite adaptar la tecn~logfa en~lmátÍca a muchos pr~cesos 
de la Industria alimentarla. Las reglas que se deb~~-obi~~~r 56~ l~~--slgul~nt~s: 

a) Duplicando la conc~ntrac1¿n"'ei:iz1m~~'tic¡,59·¡~9r~rá0e"1 '~1;~~ ·-
.. , '.·.··,' .,., ,· ... - " 

resultado en la mitad de_I tlemÍJo y_vlceversa: 

b) Para la mayoría 'd~ las pectÍnasa~. un .incremento:e~ la 

temperatura~d~ ,¿:~ ~~r~xlmadamenle duplica ;s~ actividad - -

enzimátfca de~Íro'.cie un rango de 10 a so•c. Actualmente, 

existen pectfnasas ;_en el mercado capaces de actuar a 

temperatUras s'úperlores a los eo•c y otras debajo de los 10°c. 
c) Existe 'un~'-~st~~ch~ relación entre el tiempo de reacción y fa 

temperatur~(mientras más afia sea la temperatura, más rápido se 

agotará 'ta actividad enzimática. Este principio tan Importante es 

olvldado_-~·u'y a menudo. También pueden acelerar la 

ln~c~_vacióQ)~s condiciones poco favorables, como son el pH no 

favoratlfe, contenido de pollfenol alto,· conienldo de bióxido de 
' -;; ' 

azufre allo c:i la presencia de lnhlbldores en el sustrato (7), 

En el cuadro siguiente se muestran los tiempos en los cuales las pectlnasas 

permanecen activas en relación con la temperatura de procesamiento. 
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CUADRO No. 1 1 Tiempos de actividades de las Pectinasas a Diferentes 

Temoeraturas 
Tl:MPEAATURA LAPSOS DE TIEMPO EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

Pectinas as Pectinasas A. T.• 
debajo 30ºC (86ºF) Varios d1as Varios días 

40ºC (104ºF) 4 -8 hrs. a - 16 hr 
45°C (113ºF) 2-4 hrs. 4 • 8 hrs 
50°C (122ºF) 1 ·2 hrs. 2· 4 hrs. 
55°C (131ºF) 1/2 • 1 hrs. 1 - 2 hrs. 
60°C.1140°Fl cocos min. 1/2 • 1 hrs. 

(15) 
ºPectlnasas A.T.:Pectlnasas que tienen mayor resistencia a las temperaturas 
altas. 

MECANISMO DE HIDROLISIS DE PECTINA. Este mecanismo se puede 

dividir en dos etapas: 

a) La disolu~lón cÍii' 1~ prot~p~ctln~. 
b) La disolución.dé la pecllria soluble. 

Esto puede ser ilustrado por medio de los tres casos generales que se 

presentan. 

CASO 1. El sustrato esá constltuído por 5% de protopectina y 95% de 

pectina soluble. Esta· caso es típico en la depectinizaclón del Jugo de manzana. 

La pequeña cantidad de protopectlna se disuelve rápidamente al tiempo 

t1, y se disuelve después junto con la pectina soluble (Gráfica 4). La curva que 

muestra el decremento de la viscosidad con el tiempo se muestra en la gráfica 

No.5. 

Con el equipo de medición adecuado puede ser posible detectar una 

pequeña y lenta reducción de la viscosidad durante el primer periodo de tiempo 

de to a t1, este. retardamiento puede deberse a la disolución de la pequeña 

cantidad de protopectina presente. 
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En el tiempo In, los pesos moleculares de las sustancias. péctlcas 

presentes se han reducido h~:st~ un punto en el cual su contribución a la 

viscosidad es casi nula. Esto se muestra en la gráfica No. 5 (7); La curva de 

viscosidad se aproxima cada vez mas a la del agua. 

CASO 2. Cuando el sustrato se compone de un 50% de protopectlna y 

de un 50% de pectina solublllzada, como es el caso de la maceración de frutas 

difíciles de prensar. 

Durante el período de tiempo to a 11 se disuelve aproximadamente la 

misma cantidad de protopectlna y pectina (gráfica. No. 6). 

La concentración de pectina disuelta permanece constante durante este 

período de tiempo; la curva de viscosidad permanece más o menos horizontal en 

el tiempo 11. Cuand'o la protopectlna se ha agotado la viscosidad empieza a 

dlsmlnuír gradualmente (gráfica. No.7).(7) 

CASO 3. Cuando el sustrato contiene el 90% de protopectlna y el 10% 

de pectina disuelta como es el caso de la maceración de las manzanas 

Inmaduras. 

Durante el lapso de tiempo to a 11 ocurre en mayor medida la disolución 

de la protopectina que la degradación de la pectina. En consecuencia, el nivel 

de la pectina disuelta se Incrementa durante ese período de tiempo (gráfica 

No.B), y la viscosidad se Incrementa (gráfica No.9). En el tiempo 11. después de 

que la mayor parte de la protopectlna ha sido disuelta, comienza una nueva fase 

en la cual la cantidad de la pectina disuelta decrece gradualmente disminuyendo 

así su vlscosldad(5). 
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4.2. MECANISMO DE CLAAIFICACION. 

El mecanismo de clarificaclón puede ser dividido en tres etapas: 

a) Hidrólisis enzimática. 

b) Coagulación. 

c) Sedimentación. 

Cada etapa esta Influenciada por la viscosidad. Los jugos extraídos de 

frutas frescas son en general sistemas coloidales estables, en donde su principal 

estabilizador es la pectina, el cual actúa a través de su viscosidad como un 

coloide protectlvo, evitando que reaccionen las proteínas del jugo con los 

pollfenoles para producir así una clarificación espontánea. 

En la primera fase de la clarificación el sistema coloidal debe ser 

desestabilizado para proseguir con la segunda etapa. La desestabilización se 

puede llevar a cabo por la misma acción del jugo o por un adicionado comercial 

que contenga enzimas del tipo de endohldrolasas. La viscosidad debe 

descender hasta un punto en el cual no más del 5 al 10% de los enlaces 

glucosídlcos de la pectina se encuenlren rotos. 

En la segunda etapa de la clarificación ocurre una floculaclón o 

coagulación de coloides suspendidos, Junto con un rompimiento de la nube. Este 

proceso normalmente está reforzado por medio de la adición de agentes 

apropiados, teniendo cuidado de no adicionarlos al principio ya que una 

floculaclón forzada en un jugo Insuficientemente depectlnlzado origina una 

clarificación Incompleta. 

SI el jugo ha recibido una pasteurización anterior a la segunda etapa, la 

clarificación espontánea no se presentará ya que el tratamiento térmico elimina 

algunas proteínas. 
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En la tercera etapa de la clarificación la velocidad de la sedimentación 

está determinada por el tamaño y la gravedad específica de las partículas. 

También determina la velocidad de sedimentación la viscosidad del fluído y 

4.3. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PECTICAS 

EN LOS PROCESOS DE: 

A. INDUSTRIA DE JUGOS. 

Las primeras enzimas utilizadas en la lnduslrla de jugos de frutas fueron 

las enzimas pécllcas para la clarificación de jugo de manzana. Fueron 

Introducidas simultáneamente a Estados Unidos por Z.J. Kertesz y en Alemania 

por A. Mehlltz. Desde entonces el procesamiento de jugos y frutas se ha 

desarrollado en una industria de grandes avances tecnológicos. Las funciones 

de las enzimas péctlcas han llegado a ser más especializadas que otras 

enzimas, tales como amilasas y celulasas, las cuales también forman una parte 

Integral en la tecnología actual de jugos de frutas (7). 

Las enzimas que tienen un uso más generalizado en la Industria de jugos 

son las enzimas péctlcas. Su sustrato, la pectina resulta ser un componente 

escenclal en la estructura de la fruta, en donde junto con la hemlcelulosa, se 

encarga de ligar las células para así formar un tejido. Durante el procesamiento 

del jugo, cuando el tejido de la planta es desintegrado, algunas pectinas se 

solublllzarán saturando el jugo, la pectina restante permanece en fas paredes 

celulares. Las pectinas de algunas frutas, pueden dificultar el procesamiento o 

dlsmlnufr la calidad del jugo, por lo que en la mayoría de los casos es deseable 

dlsmlnufr la cantidad de pectinas o eliminarlas por completo (8). 
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Las enzimas péctlcas son comunmente utilizadas para la producción de 

jugos de frutas y vegetales. Existen dos operaciones en las que se utilizan éstas: 

a) Maceración. Para lograr una licuefacción total o parcial de la 

pulpa de la fruta para la producción de néctares de fruta. 

Para Incrementar el rendimiento del jugo y mejorar la extracción 

de otros componentes de la fruta, tales como el color y el sabor. 

b) Tratamiento del jugo. Reducción de la viscosidad y facilidad en la 

operación de concentrado. Además de Incrementar el 

rendimiento en las operaciones de clarificación, filtración y 

establllzaclón.(21) 

Existen tres mecanismos escenclales que Influyen en la aplicación de las 

enzimas péctlcas, éstos son: 

1. El mecanismo de actividad enzimática que está basado en la 

Interacción de tres parámetros: concentración de la enzima, 

aplicación de temperatura y tiempo de reacción. Estos 

parámetros pueden ser variados con ciertos límites para 

adecuarse a las operaciones del proceso. 

2. El mecanismo de la degradación de pectina depende del tipo de 

enzima utilizada y de la composición péctlca del sustrato. Las 

enzimas pueden ser seleccionadas para atacar 

preferenclalmente sobre sustancias péctlcas específicas que se 

encuentran presentes. La composición propia del sustrato 

gobernará como la viscosidad Incrementa o decrementa durante 

el tratamiento enzimático, dependiendo de la relación entre 
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pectina soluble y pectina insoluble. Una aplfcación apropiada de 

estos factores es escancia! para lograr el objetivo deseado (22). 

3. El mecanismo de clarlllcaclón toma lugar en tres diferentes tases 

sucesivas: desestabilización, coagulación y sedimentación (24). 

Actualmente la aplicación de las enzimas péclicas en el tratamiento de 

jugos puede ser utilizada para diferentes propósitos. Esto se debe a que existen 

muchas presentaciones comerciales de los jugos, debido a los diferentes gustos 

de los consumidores y a las posibilidades que ofrece cada fruta para su 

procesamiento. 

En-la- última década, en muchos paises europeos se ha practicado 

comunmente la práctica de concentración de jugos turbios durante la estación 

corta de producción de frutas, dejando a la clarificación para ocasiones en 

donde se cuente con más tiempo. Sin embargo, la producción de jugos 

concentrados solamente es posible si el jugo es suficientemente depectlnlzado. 

Para lograr este estado, la depectlnlzaclón tiene que ser llevada hasta un punto 

en donde la viscosidad del jugo alcance su valor mínimo. Para este propósito se 

deben romper entre 5 y el 10% de los enlaces gllcosídicos (32). 

Se utiliza un tratamiento similar en la producción de jugo de naranja 

concentrado. Se tiene que tener cuidado especial para no llegar a depectlnlzar 

demasiado ya que esto ocasionaría el deterioro de la establlldad de la nube en 

el jugo redllufdo. Esto puede ser prevenido utlllzando una 

endopoligalacturonasa libre de ésteres. 

En la clarillcaclón de jugos, la pectina debe ser suficientemente 

degradada para no Impedir la fase de coagulación de la clarificación. El sustrato 

péctico debe ser depolimerlzado más allá del punto en donde el ensayo de 
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viscosidad sea inaplicable y. cuando la prueba. de alcohol nos dé una 
- ,o,:-

aproxlmaclón útil. . •. .. · •. • .••.. 

La estabilidad de ~n jugo ~lariflc~do pa~a que, no se lleve a cabo la 

formación de la nube es coríseéüllncla cie'úna depeétinlza~lón eficiente, aunque 

en ocasiones las flocu1adi.~n~s pé~t1é:as pu~C!eii' ser producidas durante el 
,\:· ··.~, 

almacenamiento posterior a' b~J~'s temperatÚ~as.: Para solucionar este problema, 

se puede utilizar una dósis ~ay6r J; ~n~Í;;;as ().también se puede llevar a cabo 

una reacción suplementari~~d¿;pués ·de ·te"rmlnada ia sedimentación. Para lograr 

una protección compl~ta ~~~i1'18..l~~~~~1Ó~ 'ele ·~n~ nube se deberá degradar 

completamente a .la pectln~:~ ;cÍdc/bí19:¡·~ciurÓ~1c<l: 
- - - .. - - _-" __ ,. - ~·- - ';- ~· -- o;· -- - - - . - ---- - -

La depectl~lzaclón totál és naces.arla sÓÍamente cuando el jugo es 
- -.ce_.;::.:-·• _;7_,;_:;: ~·ic::: __ - ~ ·_::__;;,:_--=-~--c"o.'.;F: "' .--,_- ;.~ 

destinado a la prodÚcéión déiicori.en'donde el nivel relatlvamenfe alto de 

alcohol predi~it~iá c·~~lq~i~r ;~,¡~~ro ·~é~;¡~o que contenga más de 51 o 

residuos de ácldo'gaiaéiuronlco.> . . -

Los .metocl6~ ci~4~1á~ifJcácÍÓn;nen~lori~~oi1~nte~lorme~t~está~· tiasados 

en la hldról;sls ~~~tí~ida Ú;Íllz~~~~ p
0

ectl~~s~~ JJpollm~rlzant~~ (~ldr~lasas y 
llasas).· ·•.' .. · .•... · · :;•:{ .. ·:.: ...... ,,,. ·""'•··• ' 

u ria proposición·. diferente: ha· ~id? ~robada con.• el .. obÍetivo de remover la 

pectina• a tr~v~s .. i~~ l~~ri.~füé1~~··. ~~~a,~~~· :iniiiE:6!~,~0!·.~~.ctlne;Íerasa no 
depollmerizante. El ácido péctlco resultante es precipitado en forma de pectatos 

Insolubles~ .. y •. éste•• debe •foi~~r;~·~· s~~iin't~to·c1~.~·sp~6tJ·g~Í~tinoso. La ventaja 

de éste. méÚ:id'o ~~·qJe ~i"iu~~·.·;~s~Ít~nie\éti~;,~·~·~~·,~rop,ÓrciÓn mayor que la 

·inicial d~p~lif~n~(!ss);~:· ~';' '.:e:.: ',"Oc.:.;.°' ,,,~;."'c":...,-'i'· 

En resúnien; podemos de~lr qué el grado de de¿ebtinlzaclón requerido en 

cualquier paso d~I p;~~es~; Járr~ de ~~~~~d~·~I ~·~Jetl~o perseguido. Esto 

también se cumpl~ par~ ,los .demás coloid~s pres~ntes e~ el sustrato, en el cual 
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la pectina es el más Importante. En el caso del almidón, las enzimas necesarias 

han sido desarrolladas y pueden ser suministradas ya sea por separado o junto 

con las pectlnasas. 

Las proteínas son removidas generalmente por un tratamiento de 

bentonita, ya que la utilización de enzimas ha representado problemas que no 

han podido resolverse por completo. En el caso de las hemlcelulasas contenidas 

en jugos de frutas, se ha hecho muy poco acerca de su Identificación y 

cuantificación y por lo tanto no se han desarrollado enzimas específicas (49). 

PROCESO PARA EL JUGO DE MANZANA. El esquema No. 8 , muestra un 

diagrama de flujo típico de una línea de procesamiento de jugos. Después de 

que las frutas han sido lavadas, almacenadas y escaldadas, son desintegradas 

en un molino y calentadas a la temperatura necesaria para el tratamiento 

enzimático de prensado. Esto puede ser llevado a cabo utilizando de 3 a 20 gr. 

de pectlnasas por cada 100 Kg. de fruta, y de 0.2 a 2.0 gr. de celulasas por cada 

100 Kg. de fruta. La temperatura óptima para el tratamiento enzimático de 

prensado de las manzanas es de 30ºC (66). 

El tratamiento de prensado también ayuda a romper a la pectina Insoluble, 

la cual se presenta como partículas pequeñas de aspecto gelatinoso. Estas 

partículas obstaculizan la extracción del jugo de dos maneras; la primera, 

saturando el jugo, el cual no está disponible para el prensado; y la segunda, 

porque las partículas bloquean los canales del drenaje por los que el jugo debe 

de fluir. El tratamiento de prensado, se puede considerar terminado. cuando el 

jugo alcance el nivel de coloración deseado y cuando su viscosidad ha 

regresado al valor inicial o inclusive menor (al Inicio de la reacción enzimática la 

viscosidad se incrementa debido a la solublllzaclón de la pectina Insoluble). La 

molienda de la manzana no debe ser llevada a una temperatura mayor de 30ºC 

71 



debido a que esto puede destrufr su estructura física, la cual es escencial para la 

operación de prensado. 

Después de que la masa ha sido presionada, el aroma de los jugos es 

eliminado y el jugo se dirige hacia el tanque de clarificación. El jugo de manzana 

es centrifugado antes de pasar al tanque con el fín de lograr la separación de la 

mayor parte del almidón no gelificado. 

La parte restante del almidón (aproximadamente un 5%) es gelificado en 

dicho tanque. La depectinlzación y clarlflcaclón de los jugos puede ser llevado a 

cabo a una temperatura de 20 a 25°C, utilizando normalmente de 1.5 a 3.0 gr. de 

pectlnasas y de o.s a 2.0 gr. de amilasa_s por hectolitro de jugo. Se sabe que una 

temperatura más alta ofrece ventajas_cje
0

bldo a que las enzimas en general, 

Incluyendo a las péritiéa~. tienen may~r ~cÚvidad _a mayor temperatura. Sin 
• • . • - • . 1·;-c·,r., • ••• ' '•" " -• .' , • ~;: , ~ 

embargo; el rango de temperatura entre 2s·a 45•c:debe.ser evitado, ya que se 

crean condicioné; Jd~;,~¡;- ~ara. el 6reé1'm1erÍtci. de. microorganismos, 
,· :·· ,\.;' ,, " -~- . -'--' ~ -':;;: .'. •, -~ ' - - ~· ;_"'" ~ ~.; 

especialmente de levadüras(7): •.• -. 
' : ··' .. ~-.-·.,--<-;,:;e·;~:-•"'-·:_.:; -

La depectlnlzaclón produce dos efectos; la coaguia~ión'de la ~ube, la cual 

se establllza ~cm pedt1~~ l~~oiuble y r~mpe la vl~c~sid~d ;~llúsandci pectina 
, v·1.:- :•-: .. ·<. ',··-. -- -::-··· , ,, .... -.. ., .. ·. -... - :•. 

soluble. Como mencionamos anteriórmente,';cuando los jugos' de manzana están 

siendo procesad~s. el so/. del al~ldó~ 'gelificado r~~t~nte debe ser hldrolizado 

por medio de una amlloglucosldasa. 
·.~:<'e· -~~'~'.e: 

Después de e.ste proceso ei< j~go. ~s-_s:e~~rado por decantación, 

centrifugación y la filtración del preci~ltad? fln~i. D~~pués se lleva a cabo la 

concentración en los casos . deseados,'~_ ~e~'üid~~; de la pasteurización y 

embotellado. - - - · 

Cuando el consumidor. acepta una li~er:turbldez, el proceso sufre una 

variación; el jugo después del p;~nsado es:lle~ado ~irectamente al tanque de 
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ESQUEMA #8 
Diagrama de flujo de una linea de procesamiento de jugos 
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clarificación y las pectinas son hidrolizadas sólo hasta el punto requerido para la 

filtración (42). 
'• . .. '(.' .. 

Hace a!gunos años, un nuevo.·pr~~eso·:originado de la industria de la 

remolacha de .. azúcar fue introducido/ esié'p'rcicéso. él-cual se denomina 
~ ' . ' . -·· ' - . . " ' ,..~,;,, - . ",-;,;,Í' ,'"· ;. . -

extracción a contracorriente, la cÜál sústituye ia operación unitaria de prensado. 

Los jugosobt~nid~s. por rn~d)d~~;.~l;~~r~i:es.o· generalmente contienen 

menor canÚcl~d ~~ ~
0

égt1ri~~· q.~~ t~rq~~~ié'·~"~tí~~~ri por medio del prensado y 

son depectirilzad~; yclarlilc~dos d~ 'ª ~isma ma~era~ 
La ienderícia ~f~tui6 d~.ia indu~t;iá d~

0

Ju~os será la licuefacción de las 

frutas. El objetivo dé éste 'método es ef dé macerar y desintegrar el tejido de la 
. ' . . ' . - " ' . . .~ . . . ' . - - .. 

fruta con enzimas pécUi:as}' citr~s:erizímasque ayuden a separar por completo 

la parte sólida . de la p~·rt~ ifq~i~~; El pr~bucÍo final contendrá todos los 
-=~c;;-~=h- !;f~~:- ~::_, __ _ 

componentes presentes de~,;; irliía (35¡. : 
PROCESO PARA ÉL Ju'3c:>'o~ UVA: El, jugo d~ uva blanco y su 

concentrado son producido~ pdrri,ét~do~ similares·~ 1o's ~tilízados en el jugo de 
- - ~ _,.:,.,,_'. ,':"!;:, ,;.;,:~'°'."- r .. ·.;, .>-:~~\,_~>~;;*;· -~~~?,·~'fs--~-,--~ 

manzana. Las uvas son machacadas y escaldadas seguidaii'.por una operación 

de preprensado con~nzl~~s'~áctl~a~ ~ri ·~,ci~sjugad~/p~ra incrementar el 

rendimiento. En es'te d~so sedaba utiÍizarde 1.6 a 5.0 grall'los de pectinasa por 

cada 100 Kg. dé· fruif Después de. drenar el jugo, el prensado restante es 

reprensado.· El jugo obtenido es depectinizado en ·los tanques de clarificación, 

después.~s ·~stabliiz¿do, clarificado, centrifugado y/o filtrado, por último es 

pasteurizado, concentrado y embotellado • 
. - . . 

Las uvas rojas tienen un contenido de pectina alto, lo que origina algunos 

problemas en el prensado. Este proceso y el escalado de:-las ~~as rojas se 

realiza a temperaturas entre los 60 y 65ºC donde. se .lleva a cabo una 

plasmólisis para acelerar la extracción del color y donde el prensado es tratado 
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con enzimas péctlcas por apoxlmadamente de 0.5 a 1.0 horas para Incrementar 

el rendimiento. En algunos casos el prensado es calentado antes a una 

temperatura de 80 a 82ºC para destruír las oxldasas de la fruta y así prevenir la 

oxidación y pérdida de color. El jugo que fluye es drenado y el producto del 

prensado es reprensado. Tanto el jugo libre como el jugo del prensado son 

depectlnlzados con enzimas péctlcas, si es necesario se realiza un acabado del 

jugo, estabilizado, centrifugado y/o filtrado y concentrado o embotellado (21). 

B. PROCESOS DE LA INDUSTRIA CITRICA. 

Las cuatro aplicaciones de las enzimas en la Industria cítrica son: el 

lavado de la pulpa, desmlnuír la viscosidad del jugo de naranja, la preparación 

de formadores de nube naturales y la clarlflcaclón del jugo del limón {38). 

LAVADO DE i.Á.PULPA. Durante el procesamiento de las frutas cítricas se 

obtiene jugo, hollejo o cáscara y pulpa. La pulpa, la cual forma la cuarta parte del 

total de la fruta, contiene una cantidad de jugo considerable el cual no puede ser 

obtenido fácllm~~tE!; p~r medio del prensado. Por este motivo se han 

desarrollado para obtener, el jugo utilizando un proceso a contracorriente 
'¡.· ': . 

consistiendo de iras it cinco pasos utilizando agua. Las enzimas péctlcas son 

utilizadas en este proceso, las cuales se adicionan a la pulpa antes de la 

extracción y así Incrementar los sólidos lavables, además de dlsmlnuír la 

viscosidad de la pulp,a, de manera que se logre obtener un concentrado de 

60ºBrlx sin correr riesgos de geliflcaclón. 

El tratamlentcf de la pulpa puede ser llevado a cabo en un proceso 

continuo o un proceso batch. 
. -.· . 

CLARIFICACIO~ DEL· JUGO, DE, LIMON. El método· tradicional de 

clarificación del jugo de limónlnvolÚcra la protección de la descomposición 

microbiana utilizando de 10oo:Í:!OOÓ mg. de dióxido de azufre por Utro para 

75 



permitir que ocurra la autoclariflcaclón. Dependiendo del pH del jugo y de su 

temperatura, esto puede tomar de 4 a 6 semanas. Este proceso requiere por lo 

tanto de una gran capacidad de almacenamiento. 

Ultlmamente se han desarrollado las enzimas pécticas que muestran un 

Incremento en su actividad a valores de pH bajos (2.2-2.8) y que-rrÍ~diflcan la 
'.': -: --

temperatura en el jugo del limón en un tiempo de 3 horas a temperatura 

ambiente. 

Futuros desarrollos en la Industria cítrica, parece~ 's~r las enzimas que 

desaparecen el sabor amargo en el jugo de limó~'(s~);: -~¿ ,(' 

DISMINUCION DE LA v1scos101\~ D~Cju~~-DE NARANJA. El jugo da 
·"~' . ',•,',, ._ '•t/•;' 1!·.·; ~-¡,··:. -

naranja preparado a partir 'de ciertos tip~s 'dé frutas, puede tener una alta 

viscosidad e ln7lusl~~-;11für e~:Q,fr~~r,~i:s!'i~ ¡~f ri~nt;ad~·)í~~~ ~-tener más de 

65°8. Este serlo· problema :ha -sido resuelto por medio del uso de enzimas 

péctlcas, utlllzan~6 de'X~ ~:~:'5 ~~.por hectolitro del jugo. Sin embargo, debe 

mencionar~~ q~e; esi~ apllcaciÓ~ '(J~ las enzimas pécticas es ilegal en algunos 

paises c~mop~~-~¡e;i;~1/lii's Esiados Unidos. 

c. ' 'rlgE-~ARAClON DE roRMADORES DE NUBES NATURALES. 

Debido a. qúe', el uso de los aceites bromados y de los formadores de 

nubes artillclale~ en -ia~ bebidas cítricas ha sido prohibido en muchos países, 

existe una: d~manda_ po; los formadores de nubes naturales adecuados 

originados de la misma fruta cítrica. Entre los métodos-utilizados actualmente los 

más efectivos son los· que utilizan las enzimas péctlcas. 

Se utiliza como materia prima la cáscara del cítrico junto con su pulpa, 

esta es molida hasta alcanzar un diámetrode partícula entre 3 a 5 mm .. Después 

es mezclado con el agua en una proporción de 1:1 'a 1:1.5, esta mezcla es 

calentada a una temperatura de 95~C para lograr_ destruir la pectlnesterasa 
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contenida en la fruta y después enfriado a 50°C. Después se adicionan las 

enzimas pécticas y se dejan actuar. 

Normalmente se utilizan 3.5 gr. de pectlnasa por cada 100 Kg. de materia 

prima y se deja actuar por un lapso de 1 hora. Durante ese tiempo, las enzimas 

llevan a cabo una clase de maceración la cual permite la liberación de los 

materiales formadores de nube, tales como la celulosa, pectinas, himlcelulosas y 

organelos de los microorganismos. Este líquido es separado de los sólidos para 

ser pasteurizados y concentrados (23). 

D. INDUSTRIA VITIVINICOLA. 

Podemos definir al vino como un producto natural, el cual resulta de un gran 

número de reacciones bioquímicas, especialmente enzimáticas que suceden 

durante la maduración de las uvas, y continúan en la cosecha y a través de las 

fermentaciones alcohólica y maloláctlca, la clarlflca-clón y aú"n después del 

embotellado. 

La producción de jugo y vino de uva utlllza diferentes tecnologías con una 

misma. meta, la éxt~~c~IÓ~ ~~ ~~mpÍÍ~~tbs1~~6rtarii~s:'l:r, ;,~lgunas ocasiones, la 

extracción de j~go s'~'ciitiéulta 'pói Ía presE!~cia de substancias de alto peso 

molecular_ e:~~º l~p~ctfn~'{1;~~e~lbelul~~a. 
A_ pesar de' que ery'1a uva existen varias enzimas, estas se encuentran en 

cantidades tan pequeñas que su valor práctico resulta ser muy pequeño dado el .... . .,," __ ._ , . 

corto tiempo que'l,féri'eripara actuar en el procesamiento para obtener tanto vino 

como jugos._. El Óbjetlvo de adicionar enzimas es el de complementar las 

actividades :~nzlmátic~s naturales presentes en el sustrato (9). 

Durante la maceración u operación de prensado, se adicionan enzimas 

para obtener una buenta extracción inicial de algunos constituyentes tales como 
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color y sabor. Otra razón para adicionar dichas enzimas al vino o al jugo es la de 

hldrolizar las sustancias· solubles de alto peso molecular como los coloides, los 

cuales pueden establllz~r la t~;bldez y difléultar I~ clarlÍicaclón y filtración del 

producto final • 

. i.a may~ría de estas reacciones ·~~ han dejado a la naturaleza y a 

los microorganismos prese'~tes en las uv~~.· Pero la ciencia ha habilitado a los 

vitivinicultores a i~fl~e~g¡~/~1~llri~~ i~ié~t6~~~ en direcciones apropiadas con la 
; , · :~ ·"·:· ."·~.r· · .- ,f:<:\L·.:.::·~,-:.;: . >···;:~;?:' '.C';~ ~· · .: 

ayuda de enzlmas·pécticas:·:Es.de .. ·conoclmlento general que los vinos, 

particularmente ,aquéllos .de' alta calidad, no pueden ser producidos y 
. ,;··" ·-. -··-'-··· -· ·- ·-

estabilizados en forma.senéilla:'de ·acuerdo con un esquema de producción 

preestablecido. Una evaluacÍón:subjetlva·~~ la vendimia y de las características 

deseadas en el producto ,fi~~I ~s d~·~~~~·le y esto requiere de un monltoreo 

contínuo al Igual que un¡¡ lmplemeniai:ión de éontroles, decisiones de momento 

y mucha experiencia. El uso élé .. enzlnías péctlcas hace esto particularmente 

posible. En principio existen· dos difere~ies aplicaciones de las pectlnasas en el 

proceso de produ~clón.de .~lnos: 
1. Trata"11ento~nzl;;,átl~o ele las uvas prensadas para mejorar la 

P~~ci~c,~iÓn 'v' ~xir¿<:~i~'g, Y· 
2. Tratamiento. enzimático del jugo o el vino para facilitar su 

.. clarifl~a~lón(12):···· 
Existen d~s tecnoiogias bás1~~s utilizadas en la producción de vino tinto, 

la fermentación clásica~c9~~Ja.plel,cleJ~~uva y la termovinlficaclón. En ambos 

procesos se pued~ impl~rl';~nt~r~I us~ de substancias pécticas. A continuación 
..... , ·.-:·..;:::, -._ '. 

se tratará de la lmplementaélón de pectlnasas durante la fermentación clásica. 

El tratamiento enz1riiát1co sobr~ las uvas prensadas tiene las siguientes 

ventajas: 
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Mayor contenido en el mosto de: azúcares fermentables, 

componentes de sabor, ácidos minerales, etc. 

Fermentación rápida y menos turbulenta. 

Menor formación de espuma. 

Reducción importante del tiempo que se Jraduce en una 

extracción de color más rápida y mejor en el vino tinto. 

Facilidad de prensado. 

Incremento en la producción total. 

Clarificación más rápida y mejor. 

Filtración facilitada. 

Vinos con características de mejor bouquet y cuerpo con bajo 

contenido en taninos. 

Maduración rápida de vinos. 

Aumento en la cantidad de mosto de primera calidad y menos 

presionado en el vino blanco. 

Mejoramiento general en la calidad del vino. 

Con el tratamiento enzlmállco se hará una mejor ullllzación del equipo de 

proceso, ahorrando tiempo y aumentando la capacidad de éste. 

En primer término, durante el prensado de las uvas se logra una mayor 

extracción del azúcar si se utilizan enzimas. Esto se debe a que como el azúcar 

se concentra debajo de la piel de las uvas, las variedades ricas en pectina 

presentarán dificultad para la extracción del azúcar durante el prensado 

quedando así en el residuo. Con el tratamiento enzimático el azúcar es 

transferida completamente al mosto, dando como resultado un mayor 

rendimiento alcohólico. lo mismo ocurre con los componentes que aportan el 

sabor. 

ESTA 
S~UR 

lES\S 
lll u 

N~ nrnE 
U\BUülECA 
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En cuanto al tratamiento enzimático durante la fermentación se presentan 

las siguientes ventajas: 

Remoción más rápida de las sustancias mucosas. 

Mejor clarificación y menos oxidación. 

Menor volúmen de heces. 

Fermentación mejorada con espuma controlada. 

Clarificación más rápida y mejor después de ta fermentación. 

Flltrac,lón más rápida. 

Intensificación y refinamiento del sabor, Umpleza y auténtico 

boÜCiu~I> _ ;_;; _ ,, 
La presencla,deenzlrna.s.promueve.una"lnejor-fermentaclónellrnlnando la 

formación de· ác·l~os: ·~blá'íife~, ;da~do ~()~~ re~Üna~ci, un lné;ementci. en el 

contenido alcohólÍco. / 
-~,.,-¡:'. 

L~fermenta~ió'nies ~anos turbul~nta ~¡~ prolongar el 'ti~m'po ~~e tarda. 

La es pum~ q~é ~·e f~r~~ ~:~á~ fina y ~e desintegra fácllmen~e: po~ lo que los 

tanques de fe;ment~cl~~ ~·u~den ,ser llenados a un volúmen mayor que cuando 
.. ,,,.,,''./ 

no sé Utiliza un irátamlentci enzimático. Con el uso de enzimas se ha detectado 

un aumento en el 'volumen de fermentación de un 30 a 40%, y los riesgos de 

pérdidas por exceso de espuma en los tanques se ven considerablemente . 
reducidos (64). Además, existe un menor Incremento en la temperatura y 

prácticamente no existen Interrupciones durante la fermentación debido al 

sobrecalentamlenlo. 

La experiencia ha indicado que los vinos que provienen de mostos 

fermentados, son fácilmente clarificados después de la fermentación. El 

mejoramiento en la calidad del vino, especialmente en el bouquet, puede ser 

explicado por el hecho de que exista una remoción más eficiente de las 
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sustancias mucosas. Esta operación trae consigo algunas desventajas. Sin 

embargo, cuando las uvas trituradas son tratadas con enzimas, se puede 

incrementar el contenido en taninos y substancias coloridas debido a una alta 

concentración de enzima, al tlempo'de maceración y a fa temperatura a la cual 

se lleve a cabo este- prÓé:eso. En estos casos se deberán encontrar las 

condiciones óptl~a~ de trabajo y mantenerÍas durante el proceso (9). 

El trata-ri!í~;{Ío enzim'átlco del mosto no ~a usa problemas y el bajo costo 
<;. :J' .. . .... - . - ' • 

del tratamlenÍo lo ha~~§liamenÍe económico. El uso de las pectlnasas para el 
, ., ··.-·. ,_,_,._ -ó~:-~-:.x::;-;".,, ..... _,_¿. -'.~~--_,-____ , 

tratamiento del mosto es muy simple;' inmediatamente después que el jugo ha 

sido separado se agreg~el~!ep';;r~d~-~n~!~~ti~~ en úna dósis de 0.5 a 1 gramo 

por hectóÚtr;ci~'jÚªb. :"'/' -· ~:J;c : ' .... _ . •·- -.. -.. 
En la práctica, lo más común es agrega/ Ías pectinasas pesadas al batch 

próximo a fermentár~ Es necesario niézcla; el C:~~te111do del tanque. En el caso 

en que 1a enzima se agregue al tanqUe lleno s~~requlere de un mezclado más 

riguroso. Lá dosis réc~mendada de enzlmas'pUede'sér ajustada de acuerdo con 

el co~tenido de pectina de mosto y al ue;ripo ~¿~ se desee para remover las 

sustancias mucosas {40). 
. . ··\_ '. . ' 

La reducción en el tiempo que tarda la_ferin,e.ntación de la piel de la uva es 

probablemente la ventaja más lmportaríteeó_'éllá11to al tratamiento enzimático. El 

tiempo de dicha fermentación se reduéedeJn'so a'urí 50%.del total. 

Aumenta la e>Ctracclón d~I co_lor;'e~ ~I cas~del vino tlnt~. en los casos 

donde el Uempo de ferlTlef\.taclón_es desminuído.· Clian~o se utiliza un equipo 

especial como rC)tot~nq~es,o~fermE!ntadorés cC>ritíriucis;' 1a' capaci~ad de 

producción se ve aumentada cons(derabl~menie, por el uso de enzimas. 

Para obiener reálmente estas venÍajas; resulta escenclal mezclar el 

contenido del tanque en un mínimo d~ dos 'veces aldía con el frn de mantener a 
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la enzima en contacto con el hollejo y de esta manera pueda efectuarse la 

extracción de las substancias que proveen el color (40). 

La extracción del color por medio de las pectlnasas es lento Inicialmente. 

Las substancias mucosas que se encuentran debajo de la piel (escenclalmente 

pectinas), las cuales deben ser descompuestas durante las primeras seis a ocho 

horas, una vez logrado esto, las substancias colorantes podrán ser liberadas. 

El tiempo de extracción es una desventaja en la producción de vino tinto, 

mientras que en la producción de vino blanco se Incrementa el rendimiento 

mediante una maceración enzimática sin Incremento de color. Los diferentes 

preparados enzimáticos dan rendimientos diferentes en cuanto a la máxima 

extracción del color. El rendimiento del preparado depende de la habilidad para 

liberar la pectina altamente esteriflcada y no modificada directamente de los 

sólidos, a esta habilidad se le llama actividad protopectlnasa. 

Cuando se ha utilizado un preparado enzimático adecuado en, la 

fermentación de los hollejos, el resultado es un mejoramiento en la calidad del 

vino, debida al hecho de que las substancias que proveen el aroma y el color 

pueden ser extraídas, mientras que al mismo tiempo se reduce el contenido de 

sustancias tánicas. Además la maduración de estos vinos es acelerada, de tal 

manera que en algunos casos se puede embotellar después de uno o dos 

meses. En general estos vinos llegan a ser más complacientes y placenteros al 

Igual que con mejor cuerpo y bouquet (9). 

En la práctica para el vino tinto, se agregan 2 gramos de preparado 

enzimático disueltos en agua por 100 Kg. de uvas maceradas. La cantidad total 

de enzima requerida por el batch en producción deberá ser añadida al tanque 

de fermentación lleno inmediatamente después que las uvas han sido 

maceradas. Para obtener una distribución óptima de las enzimas en el tanque, 
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es necesario mezclar lo mejor posible. Es recomendable que el mezclado se 

haga cada 12 horas. 

Resulta escenclal el drenar el líquido tan pronto como se haya alcanzado 

el color y la Intensidad deseados. El factor determinante para suspender la 

fermentación en este caso es la Indicación que dá la aparición de las 

características de color e Intensidad son las deseadas y no la medición de la 

densidad del mosto, como sa hace convencionalmente. Esta medida se 

alcanzaría muy tarde, ya que aparecería una cantidad anormal de taninos, los 

cuales pueden provocar una serie de reacciones secundarias no deseables. 

Es Importante hacer un uso completo de las ventajas de una fermentación 

corta sobre los hollejos, para producir vinos de la más alta calidad (12). 

En la siguiente gráfica (No.1 O) se muestran algunas mejoras por el uso de 

enzimas en el proceso de fabricación de vino tinto. 

A continuación describiremos el tratamiento a seguir en el caso del vino 

blanco. En la práctica el tratamiento enzimático requiere de la Inserción de un 

tanque de maceración' entre la trituración y el prensado. La dosis de enzima 

utilizada en este caso es de 1 a 2 gramos de preparado enzimático por 100 kg. 
. . . 

de uva triturada. Resulta mejor adicionar las pedtlnasas disueltas en agua a una 

concentración del 1 al 2% a la tolva de la bomba de la trituradora. SI la enzima 

es agregada al tanque, se recomienda un buen mezclado con el fín de que la 

enzima s.ea dlstribuída homogeneamente. Se debe mantener la mezcla. en el 

tanque de 2 a 4 horas, dependiendo de latemperatura, cuando son menores a 

los 15ºC se deberá Incrementar la dosis de enzima. 

< 
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GRAFICA #10 
Mejoras enziméticas en el procesamiento del vino 

Densidad 
g/ml) 

Color 
u.e.* . 

2 3 4 s s 1 Dias 

1 2 3 4 s 6 1 Dias 

- Taninos no deseables 

- Sin enzimas 
Con enzimas 

i: •unidades colorimetricas 
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TERMOVJNIFJCACJON. Esta técnica representa una alternativa para la 

fermentación sobre el hollejo que provee los medios para aumentar la calidad 

del vino cuando para su fabricación se uilllzan uvas parcialmente dañadas por la 

presencia de hongos. 

Dependiendo de las caracterlstlcas de la vendimia, la termovlniflcaclón se 

realiza con o sin calentamiento flash de las uvas maceradas. El tratamiento 

térmico conduce a la plasmólisls de las células rompiendo las membranas 

celulares e Incrementando su permeabllldad, de tal manera que la velocidad de 

extracción de las sustancias celulares tales como azúcares, ácidos y 

componentes de aroma y color, se ve Incrementada; 

A continuación podemos mencloriar.aigun~s de las venlajas que tiene el 

uso de enzimas péctlcas en la termo~l~if~~glón;·· 
Extracción más rápida_ de componentes de aroma y sabor. 

Reducción del tiempo cl'E! calentamiento a so•c y por lo tanto de 

la capacidad de separación del mosto. 

Incremento en el volúmen del mosto libre. 

Incremento en la producción total. 

Facilidad en el prensado de I~~ ~vas. 
Clarificación más rápida y mejor. - -~ 

Menor formación de ~spurna durante la_ fermentación. 

Facllldad de filtracló~ d~I~~ -~¡;,~~· 
Mientras mayor sea la cantidad d~ s'~b~ta~clas mucosas en las paredes 

celulares que puedan ser rotas, iná~ rá-pld~ -será la extr~cclón y menor 

viscosidad del liquido utilizado por la extrac-cÍón, ~I mosto. La soiuéión liberada 
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de las sustancias mucosas por la inducción de la enzima, está .formada 

principalmente por protopectina, e Incrementa la cantidad de_ mosto en un 20%. 

El Incremento de viscosidad que provoca la pectina.disuelta; Inhibe la 

clarificación y produce problemas de formación de espÜma,' lo cu~i disminuye la 

capacidad de fermentación. Gracias a la degradacÍó~ que.sufre 1.a pectl~a por el 

ataque enzimático se elimina este problema y s~ f~c1íi';~·1~ 1111iaclón de los vinos. 
, .. "·. .. ;' 

Los mejores resultados se han obtenido utilizando· de. 2 a 3 gramos del 

preparado enzimático por cada 100 Kg; de uv~s preXs~das. SI el valor de pH es 

menor a 3.2, se recomienda usar la dósls más á'lta. í:/tr~t~mlen;o enzimático (0.5 

a 4 horas) se detiene tan pronto como se alcance ~(c~lor y la Intensidad 

deseados (34). 

E. MACERACION DE FRUTAS Y VEGETALES. 

En la Industria· alimentarla la macé.ración se lleva a cabo por varias 

razones. En la mayoría d_e los casos se re;llza con el otlJ~tlvo de incr~~entar el . 

rendimiento del. Jugo. y para. facÍll!ar. la extracción de ,_las. sustancias. solubles 
-.~:·:·:-· :'>;: ~·: .. ·'·> ·' .. ;._ 

celulares. .·:··· .. · 

· Actualme_nte,'.los ~o~~.clmle_ntos acerca de la estr'~~tu(~éie_~las pared.es 

celulares.¡ de la natuiar~za de las
0

~ustanclas que forman parte' de esta'. son más 
' , - ," <-'' .,,_-,,,,_ .• , •. ,, •• ,, '.·, ., ,. , ,. ,. ,.,, •• c.,.,_ • -

exactos y al mlsmoUen1po más compUcadcÍs'. Los estudios realizados acerca de 

este tópico re~~Í~n CíG~l~s~riz1m'as ~e~tolruc~s~olubllizan 1~'~róÍ~p~¿¡l~a·~ue 
•' .·· ., .. _.,--- _, ... '.:;--'-;_-_," '•'-' ·'"' - . " .· ' .. ·-.-

se encuent~a en la jiélred ceÍular, liberando así los consliluyE!ntes cel~l~~es, la 
- - -,.-:;.;:;o-·::-,.-=--~-. --'.''-- ----00..7··- ... ,-- . 

pectina solublllzada· se va con el jugo Incrementando as(su viscosidad. Este 

método ayJda':nuch~ en el caso de las frutas de esta especie (4). 

Un caso diferente se presenta en las manzanas demasiado maduras. 

Aquí, la estructura de la pared celular ha sido alterada por las enzimas propias 
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de la fruta, teniendo así una estructura más suave en la que se encuentra el jugo 

atrapado. En estos casos se debe utilizar una enzima péctlca soluble y así 

dlsminuír la viscosidad del jugo (46). 

Como el objetivo de la licuefacción total o parcial del tejido de la fruta o 

verdura es la suspensión de células ilesas ·como es el caso de los purés de 

bebé· se recomienda la hidrólisis enzimática de las membranas intracelulares. 

Este proceso se lleva a cabo por medio de macerasas, las cuales son 

preparaciones enzimáticas específicas y contienen endopollgalacturonasas, 

enzimas proteolfticas y celulolítlcas. Las sustancias péctlcas atacadas por estas 

macerasas han sido clasificadas dentro del grupo de las protopectlnas, las 

cuales son Insolubles en agua en su estado original y poseen un grado de 

esteriflcaclón medio. Los productos finales obtenidos tienen alta viscosidad (75). 

Una aplicación importante de esta tecnología es la producción de bases 

de néctares en donde se requiere adicionar el 50% de agua para reducir la 

viscosidad. La reducción de la viscosidad también se puede lograr utilizando 

una preparación enzimática que contenga pectinasas reductoras de la 

viscosidad. Esta técnica es utilizada actualmente por los productores de jugo de 

zanahoria de primera clase. 

Existen técnicas alternativas para lograr el mismo objetivo, sin embargo, 

presentan algunas desventajas, como por ejemplo, el método térmico en donde 

se llegan a alterar las propiedades organoléptlcas del producto (7). 

F. OTRAS APLICACIONES. 

PRESERVACION DE LA MADERA. Una de las aplicaciones potenciales 

de las enzimas pécticas es el tratamiento de las coníferas comerciales. Al 

parecer, las enzimas péctlcas provenientes de algunas bacterias logran 

aumentar la permeabilidad de la madera. Para mejorar este efecto, se 
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recomienda además utilizar amilasa y .xllasa. La operación se lleva a cabo 

dentro de tanques inoculados de bacterias que sintetizan las enzimas 

mencionadas, durante 12 días. 

La actividad pectínica más Importante en este proceso es llevada a cabo 

por medio de la endopoligalacturonasa·liasa, producida por el Baclllus subtllls y 

el Flavobacterlum pectinovorum (78). 

ANALISIS QUIMICOS. Existen algunas Indicaciones de que las enzimas 

péctlcas serán en el futuro herramientas Indispensables para el análisis de 

productos vegetales. Actualmente existen algunas marcas comerciales para este 

propósito tales como el PECTINOL 100. 

Estas preparaciones enzimáticas han sido utilizadas para la evaluación 

delpapel de los constituyentes pécticos en el jugo de tomate, en el análisis de 

los tejidos de las manzanas, además de otros casos. 

La principal.dificultad en la aplicación de estas preparaciones enzimáticas 

es que no son suficientemente puras por lo que los resultados obtenidos no son 

muy confiables. Sin embargo, se realizan desarrollos para lograr enzimas puras 

y así lograr investigaciones más fidedignas (74). 

FERMENTACION DEL TABACO, TE, CACAO Y GAFE. Esta actividad 

pectínica no está muy estudiada y existen muchas pregunas sin contestar acerca 

de este tema, sin embargo, lo citaremos ya que es muy Interesante. 

Después del secado, las hojas del tabaco son colocadas en montones y 

humedecidas hasta alcanzar un contenido de humedad de 20 - 25%, es 

entonces cuando se lleva a cabo la fermentación en la cual se alcanza una 

temperatura de hasta 158°F (70ºC). 

Al parecer las bacterias responsables de esta fermentación son del tipo de 

E....&.Qll. Estas bacterias producen cambios importantes en los constituyentes 
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péctlcos de las hojas del tabaco, las cuales son ricas de pectln metilesterasa. 

Aparentemente durante la fermentación la enzima mencionada es un Importante 

producto, ya que esta enzima actúa sobre los ácidos pectínícos produciendo 

metano!. Esta mezcla de la enzima con el sustrato puede realizarse por una 

plasmóllsis parcial debido a la exposición a las altas temperaturas. También 

durante la fermentación se presentan ·algunas hldróllsls de los constituyentes 

péctlcos y como no existen enzimas pectolltlcas en las hojas del tabaco 

probablemente ocurren debido a la presencia de enzimas bacterianas. 

Después de que las vainas del cacao son recolectadas, las semillas son 

removidas y apiladas en cajas o canastas en las cuales se lleva a cabo la 

fermentación. Las semillas crudas son envueltas en una masa de pulpa blanca 

mucilaginosa, la cual debe ser removida. Los Intentos que se han realizado con 

enzimas o microorganismos para que realicen este proceso no han tenido éxito. 

La fermentación se lleva a cabo en 2 a 7 días durante los cuales la mayor 

parte de la pulpa se agota por lo que ºse ¡JÍ~nsa que existen microorganismos 

Involucrados en este proceso. Se ~o~~c)~i·~ue: en este proceso se producen 

compuestos orgánicos como el ácido acétlc~/el ácido láctico, el ácido butlrlco el 

etanol y algunos esteres (3). 

Existen numerosas preparaciones comerciales para la fermentación del 

calé. Estas preparaciones contienen prlnclpalmente mezclas de enzimas 

péctlcas y en ocasiones celulas~s y hemlcelulasas. Estas preparaciones 
.,., {" . 

comerciales no son muy utilizadas debido a razones comerciales. La mayoría de 

las industrias las utilizan exclusivamente durante los períodos pico o cuando la 

fermentación natural es demasiado lenta. 

La fermentación se realiza con el objeto de remover el tejido que 

envuelve los frijoles del calé (74). 
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4.4. INMOVILIZACION DE LAS ENZIMAS PECTICAS 

Una enzima Inmovilizada es aquélla cuyo movimiento ha sido restringido 

de alguna ma.nera. 

La utilización de enzimas en procesos industriales presenta una serle de 

desventajas o llmitantestales como: el costo del aislamiento de la enzima, su 

Inestabilidad y eÍ h~~hi/cie ~Üe ~n su forma soluble Ubre sólo puede ser utilizada 

una sola vez. Por todo ~~to ~11contramos grandes ventajas en la utilización de la 

lnmobllizaclón enzimátlc~ en el procesamiento de alimentos, además de tener la 

posibilidad de reutlllzat'las:·~nzf~as, se logra un mayor control de la reacción 

enzimática evitándose así 1á'~ontanÍlnaclón del producto.con restos enzimáticos. 

Para lograr una adaptaclen exitosa de la Inmovilización enzimática se 

tienen que considerar 10.s slg~lent~s pÚnt~~·. 
1. Costo. Como toJci cl~~airo'uo tec~;oi.~glco Industrial, debe existir una 

-;~::-:'i<"-'" -

ventaja econó~lc¡¡ en'1~ •• ad,~~t~~IÓri}e ~!~ha. tecriol.ogía. Con esto queremos 

decir que se debe disminuír el ~osÍo.de prod.uc.~IÓn, logrando una mejor calidad 

o el desarrollo de un nu~vo producto.5i, . 
\o: ,---;•-, -""·-~;"· -,~,~-,:_~·- -, ''.:_;_~ 

2. Eficiencia de conversÍón.,Tamblén 'es muy Importante la eficiencia 
~}~}'" :;-,,.'.,-,, ,¡,," -,. 

con la cual la'enzlma lnÍnobÍUzada' cÓnvlerte el 'sustrato en el producto deseado. 

3. . Establlidad/Cu~~d~~l1~1·~~zÍ~íi posee una estabilidad operacional 

pequeña, el Incentivo para lnmobilizarla es minimizado por el uso de la enzima 

en su forma s~l~ble; · 
4. •. Est~d¿, .~el prod~cto. En la determinación del éxito potencial de la 

lnmobllizaclón el~ ún~ en~lma se debe considerar que si el producto a fabricar es 

nuevo o si ya se había producido antes (28). 
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La inmovlllzación de las enzimas péctlcas ha sido sugerida para la 

clarificación de varios jugos. La desventaja existente para la lnmoblllzaclón de 

estas enzimas es que estas no son muy costosas y el proceso ha sido 

optimizado utilizando las enzimas en su forma soluble obteniendo magníficos 

resultados. 

Se han llegado a realizar estudios acerca del efecto del la inmoblllzación 

de la endopollgalacturonasa del A. nlger. En estos estudios la enzima fue 

covalentemente unida a metacrllato utilizando glicina, B alanlna, ácido 4· 

aminobutanólco, glicil·glicina y ácido aminohexanólco como espaciadores. 

La lnmovlllzaclón de la enzima causó un decremento en su actividad 

siendo este decremento Inversamente proporcional al tamaño de la cadena. Este 

hecho, además de los parámetros cinéticos aparentes de la enzima lnmobllizada 

Indicaron que el obstáculo estérlco y probablemente los efectos de difusión son 

los responsables de decremento de la actividad enzimática (41). 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

1. La Biotecnología ofrece actualmente a la industria alimentarla un 

mejoramiento de sus procesos, costos y de sus productos terminados 

mediante la utilización de enzimas. 

2. Las enzimas pectolíticas o pectlnasas actúan sobre las sustancias 

pectfnicas, constituyentes de algunas frutas, ~esintegrándolas, logrando 

así su desaparaclón en los casos en los que éstas no son deseadas. 

3. El principal microorganismo productor de las pectinasas es el Asoerg!!lus 

.a.tw. 
4. Mediante una fermentación sumergida, el Asoergillus nlger producirá con 

alto rendimiento pectlnasas utilizando un medio de cultivo constituido por 

pectina de manzana, sacarosa, suero, nitrato de amonio y sulfato de 

amonio. 

5. La fermentación sumergida debe llevarse a cabo de preferencia en un 

sistema contfnuo, ya que éste permite mantener un estado uniforme. 

6. Para lograr una óptima utilización de las pectinasas se debe cumplir 

estrictamente con los parámetros de aplicación los cuales son: la 

concentración enzimática, la temperatura y el tiempo de reacción. 

7. Las enzimas que tienen un uso más generalizado en la Industria de jugos 

son las pectinasas. Durante el procesamiento del jugo, las pectinas de 

algunas frutas pueden dificultar el procesamiento o disminuir la calidad del 

jugo por lo que es necesario disminuir la cantidad de pectinas o 

eliminarlas por completo. 
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B. La industria vitivinícola requiere de las pectinasas para lograr extraer el 

jugo de la uva con un mayor rendimiento y para facilitar la clarificación del 

jugo extraído. 

9. Otros sectores de la Industria que se ven beneficiados por el uso de las 

pectlnasas son: maceración de frutas y vegetales, preservación de la 

madera, fermentación del tabaco, té, cacao y café, y , análisis químicos. 

Además de existir otros que también las utilizan en una menor cantidad. 

1 o. Actualmente no son fabricadas las pectlnasas en México, por lo que éstas 

tienen que ser importadas de Europa y Estados Unidos principalmente. 
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