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CAPITI.ILO I 

L INTRODUCCION 

En la actualidad la incipiente producción de enzimas, que se suscita 

en nuestro país, combinada con las crecientes aplicaciones en diversas áreas 

de la industria, no solo alimentaria, sino farmacéutica, química y otras; 

provoca que la· mayoría de estas enzimas se adquieran en mercados externos, 

lo cual no resulta ser una garantía, ya que el desarrollo de tecnología ~s.!!. 

do en estos productos, implica riesgo de mayor depend!!ncia económica y cons

tante fuga de divisas. 

Considerando, que existe una gran cantidad de recursos naturales y sub

productos agroindustriales, los cuales deben ser aprovechados no sólo en la 

producción de enzimas, sino en la producción de ·una gran diversidad de pro

ductos farmacéuticos, químicos, etc., es necesario acoplar tecnologías ade

cuadas para lograr este objetivo. Una de las alternativas de empleo, la con.2_ 

tituye la producción de enzimas, de manera riue por un lado se resuelva la n~ 

cesidad en materia de produ~tos enzimáticos y por otro lado, se implementen 

alternativas de industrialización de residuos agrícolas. 

Las enzimas han sido utilizadas desde hace varios años en el campo agro

alimentario, tanto para mejorar las propiedades de ciertas materias primas, 

así como para transformarlas. 

La tendencia actual de utilización de enzimas para la manufa~tura o pro

cesamiento de diversidad de alimentos es cada vez mayor, por lo que es neces!!_ 

rio implementar tecnologías para su producción a mayor escala y para su uso 

en forma continua. 

Las ventajas que representa su'uso son las siguientes: 

a) Son de origen natural 
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b) Son específicas en su forma de acción 

c) Funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH, por lo qÚe no re

quieren condiciones drásticas que pueden alterar la naturaleza, ni la ca-· 

lidad del alimento y no requieren equipo costoso. 

d) Actúan a bajas concentraciones y su velocidad de reacción puede ser con

trolada en condiciones óptimas de pH, T ºC, tiempo de proceso y concentr.!!, 

ción de enzima para un proceso determinado. 

e) Son fácilmente inactivadas, después de haber alcanzado el cambio deseado. 

Aunque sus principales limitaciones son el costo y su disponibilidad, 

actualmente se realizan esfuerzos para producirlas con tecnologia propia, mi

nimizando los costos de producción, mediante el uso de subproductos agroindu.§. 

triales. 

La fuente más común de enzimas comerciales utilizadas en alimentos son 

los microorganismos, aunque también se comercializan enzimas de origen vege

tal y animal. 

Las enzimas microbianas presentan más ventajas, ya que los microorganis

mos pueden crecer rápidamente en diferentes condiciones, de manera que es faf. 
tible la producción de cantidades ilimitadas de enzimas a cualquier escala, 

más aún si se trata de enzimas extracelulares, porque no requieren de opera

ciones sofisticadas de recuperación. 

Una de las áreas importantes en la Industria de Alimentos en la cual las 

enzimas tienen un papel relevante, debido a su efecto sobre la textura de los 

alimentos, es la Industria de Procesamiento de Frutas (8, 96). El substrato 

de interés es la pectina y las enztmas que de alguna manera modifican esta 

substancia son conocidas como enzimas pécticas. Las aplicaciones más importa!!. 

tes de estas enzimas se ubican en la extracción de jugos de frutas (114), en . 
la clarificación de estos mismos principalmente manzana y uva (97,4); en la 

manufactura de productos de la hidrólisis de la pectina (49,53), en el enria-
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do de fibras textiles; en el curado de café y tabaco (93), recientemente en 

procesos de extracción de aceite de coco (17) y otras (111, 27, 39, 11). 

Las enzimas pécticas tienen efecto, no sólo en forma exógena como se ci_ 

ta anteriormente, sino también en forma endógena, ya que están presentes en 

muchas frutas y vegetales y provocan cambios en éstos, durante su almacena

miento, jugando un papel importante en la acción de ablandamiento. 

Dada la importancia de estas enzimas se han realizado múltiples inves i- -

gaciones relacionadas con sus características bioquímicas, cinéticas, de pro

ducción y de aplicación. 

Los sistemas de producción convencionales de enzimas pécticas son el cul 

tivo sumergido y el cu¿tivo sólido. En el primero se incluyen los componentes 

básicos para el crecimiento microbiano: carbohidratos que pueden provenir de 

melazas y cereales; una fuente de nitrógeno, sales inorgánicas, minerales tra

za y otras substancias que favorezcan la producción de las enzimas. Se requie

re de un inductor, que en este caso es la pectina, la cual puede ser adiciona

da pura o mediante algún material que la contenga, como pulpa de cítricos, ba

gazo de manzana, pulpa de remolacha, etc. 

nara el cultivo sólido se utiliza generalmente un soporte inerte o que 

pueda ser fuente de nutrientes para la fermentación. Los materiales más común

mente utilizados son materiales celulósicos o lignocelulósicos, como salvado 

de trigo y arroz. bagazo de caña, etc. La mezcla de nutrientes, junto con el 

inóculo son disueltos en aguH y posteriormente absorbidos en el material 'sóli 

do. La humedad factor de suma importancia en el proceso sólido, depende del 

material con el que se trabaje. 

Las enzimas pécticas son sintetizadas por plantas superiores, hongos, 

levaduras y algunas bacterias. Entre los hongos se encuentran los del género 
Aspergillus ( A. niger, A·. wentii, A. oryzae, etc) entre otros. Los microorga-
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nismos son capaces de sintetizar más de una enzim.~ péctica, por lo que pueden 

obtenerse mezclas altamente activas de pectinasas. Esto depende del microorg!!_ 

nismo, del sistema de producción y de las condiciones del proceso. 

Hasta el momento la pr~ducción de enzimas se ha realizado con más frecue~ 
cia en cultivo sumergido. El desarrollo de tecnología del cultivo sólido para 

la producción de enzimas, es incipiente en nuestro país. En otros países como 

Japón esta tecnología ha sida· más estudiada. Aunque existe poca investigación 

al respecto, comercialmente hay enzimas extracelulares producidas por este si§. 

tema. 

En general los extractos crudos de amilasas, proteasas, celulasas y pecti

nasas pueden obtenerse utilizando parcialmente este sistema de cultivo. Los ex

tractos crudos pueden ser luego.purificados mediante técnicas convencionales 

usadas para las enzimas obtenidas en cultivo sumergido. 

Recientemente se han desarrollado investigaciones sobre la utilización de 

la fermentación en cultivo sólido, como alternativa para la producción de pro

teína microbiana y para la producción de enzimas extracelulares. Siendo los ho~ 

gas filamentosos los microorganismos más interesantes, dado que permiten la uti 

lización de residuos agroindustriales mediante tecnología relativamente simple, 

así como operaciones de recuperación sencillas. 

Considerando que existe ya investigación con respecto al uso del sistema 

en cultivo sólido y tomando en cuenta la importancia de las enzimas pécticas en 

la. Industria Alimentaria, es factible desarrollar un proceso de fermentación E)n 

cultivo sólido para su producción, siendo éste, el Objetivo principal del pre

sente trabajo. 

OBJE'l'IVO 

Desarrollar un proceso de producción.de enzimas pécticas por fermentación 

en cultivo sólido. 
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CAPITULO II 

2. GENERALIDADES 

2.1 Enzimas pectinoliticas 

2.1.1 Náturaleza del Substrato 

Las plantas contienen varfos tipos de polisacáridos. Estos incluyen al

midón, celulosa, hemicelulosa, substancias pécticas y otros polisacáridos, 

tales como los arabinogalactanos y glucuronomannanos. Las substancias pécti

cas están concentradas en las membranas celulares intermedias de los teji

dos. 

Estas en el tejido intacto, son insolubles y son frecuentemente referi

das como protopectina. La insolubilidad de estas substancias puede ser f un

ción del tamaño de los polímeros presentes, así como la presencia de cationes 

divalentes como el c'alcio, o de su asociación con la celulosa (111). 

Las substancias pécticas son polisacáridos formados principalmente por 

unidades de ácido D-galacturónico, unidos mediante enlaces glicosídicos ..: (1-4). 

Los grupos carboxílicos de las unidades de azúcar pueden estar parcialmente e.2. 

terificados por grupos metilo o parcial o totalmente neutralizados por una o 

más bases (23). 

Este grupo de polisacáridos se clasifica de la siguiente manera: pectinas, 

definidas como un material polimérico soluble, en el cual aproximadamente 75% 

de los grupos carboxilos de las unidades de ácido galacturónico están esterifi

cados con metanol; ácido péctico, es un polímero soluble en el cual los grupos 

metoxilos han sido removidos totalmente de las unidades de ácido galacturónico. 

El ácido péctico es formado después de la desintegración de los tejidos, vía 

acción de la (PE) pectinesterasa presente en éstos, (96). 
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Los ácidos pectínicos son polisacáridos que tienen esterificado& parte 

del ácido ~alacturónico con grµpos metil-éster, 

Dentro de la misma cáscara de la fruta existe distribución de las pecti

nas, fig. l; las de mayor grado de esterificación se localizan en la parte in

terna, mientras que las de menor grado en la perifer:j,a ( 23). El contenido de 

pectina varía según la fuente de extracción. La tabla 1, lista los porcentajes 

de contenido de pectina en diferentes materiales. El porcentaje varía de 0.62% 

en zanahorias (base húmeda) a 5.5% en pulpa de naranja, .en base seca el rango 

es de 15% en manzana a 40% en pulpa de naranja (111). 

Olt 

Fig. l. Estructura típica de la pectina vegetal. 

TABLA 1 

Porcentaje de pectina en algunos materiales 

-FUENTE ., PESO HUMEDO % PESO SECO 10 

Manzana 1.5 --- 2.5 15 - 18 

Pulpa de limón 2.5 --- 4.0 30 - 35 

Pulpa de naranja 3.5 --- 5.5 30 --- 40 

Pulpa de remolacha 1.0 25 -- 30 

Zanahorias 0.62 7.1 . 

Ref. (111). 
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La textura de vegetales ·y frutas es profundamente influenciada por el 
tipo y la cantidad de pectina presente. 

La protopectina que se encuentra en las frutas sin madurar, es transfor

mada a un polímero soluble,·la pectina, durante la maduración. Esta solubili

zación de la pectina de loa tejidos es una transformación económicamente im

portante en el almacenamiento de frutas y vegetales (23), 

Lo~ poli~ecáridos pécticos son solubles en agua y glicerol caliente, Son 

insolubles en ªolventes oraánicoa. En el caso de disolución en agua, ésta de

~rece con e.1 aumento de las cadenas largas del pol!mero. Una solución acuosa 

(del a 2% P/V de pectina), presenta alta viscosidad. La viscosidad de las s2 

luciones de pectina en a~ua depend~ del peso molecular y está influenciada 

por el grado de esterificaci6n, fuer~a iónica, pH, temperatu1·a, y concentra

ción de.l. polisacárido. 

La pectina de bajo metoxilo as una pectina de bajo grado de esterificación. 

Es tecnológicamente importante debido a que puede formar geles sin azúcar en 

presencia de iones calcio, así como en presencia de azúcar y ácido. 

Muchas de las propiedades f isicas de las substancias pécticas están asoci~ 

das con el grupo carboxilo de los residuos de ácid·) galacturónico. La completa 

esterificación de la pectina comerc~al por medios químicos QIQdifica totalmente 

sus propiedades de acidez. viscosidad y formación de geles. Los cambios en pH 

no tienen influencia apreciablo on la viscosidad de pectinas totalmente esteri

f i~adas, Sin emb~rao el pH tiene un efecto pronunciado sobre las .Pectinas de b!!_ 

jo m~toxilo y aetdo péctico, ya que ocurre una asociación de moléculas a bajo 

pfl 1 CQn lo cual la viscosidad se incrementa y puede dar lugar a una precipita

ción (23). 

La mayor!a de las materias primas para la producción de pectina son subpr.2. 

duetos de la manufactura de jugos de fruta, principalmente de manzana y citriccs. 
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La calidad y las operaci~nes f isicas y las quimicas usadas en la industria 

primaria, afectan la calidad de la pectina obtenida de estos subproductos. 

La pectina extraida de diferentes tejidos de plantas varia considerableme.!!. 

te en sus propi_edades y también .en sus usos comerciales. En suma, la fuente y el 

método de extracción son muy importantes, ya que determinan las propiedades del 

producto final. Esto implica también una variación del grado de esterificación 

y gran dificultad para producir un producto uniforme y estandarizado. 

Actualmente se han incrementado los procesos de obtención de pectina de 

gran parte de los subproductos de frutas y vegetales de la industria, lo cual 

implica facilidad de adquisición de este sustrato importante en la producción de 

enzimas pécticas. 

2.1.2 Clasificación de las enzimas pécticas 

Las enzimas pécticas están presentes en plantas superiores y ~on sintetiza

.1.. das por microorganismos [Fog¡rty y. Ward, (23)]. Las primeras son referidas como 

enzimas nativas, las cuales pueden producir cambios de textura en frutas y vege

tales durante su almacenamiento y procesamiento. 

Las enzimas pécticas son glucosidasas, liasas y esterasas, las primeras de

polimerizan las cadenas de las moléculas sin afectar el grado de esterificación 

mientras que las últimas desteriflcan la molécula sin cambiar el grado de poli

merización ( 82 ). 

Clasificación de Enzimas Pécticas (23), 

A. Pectinesterasa (PE). Transforma la pectina en ácido péctico por l.a de

esterificación de residuos de metoxilo~ Hidroliza el éster formado por el meta

nol y el grupo carboxilico del ácido galacturónico, 

B. Depolimerizantes: Acción sobre pectina y ácido péctico 

l. Sobre pectina 

a) Polimetilgalacturonasa (PMG) 
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Endo PMG - Rompimiento al azar de los enlaces ..c.. (1-4) de la pectina.· 

Exo PMG - Rompimiento en forma secuencial de los enlaces o<. (1-4) de la 

pectina. 

b) Polimetilgalacturonato-liasa. (PMGL) 

Endo PMGL -Rompimiento al azar de los enlaces c>(.(1-4) de la pectina, por 

un proceso de transeliminación, el cual resulta en la formacién 

de ésteres galacturónicos con eniaces insaturados entre C4 y 

C5 y sin reducción final del fragmento. 

Exo PMGL - Causa un grado de separación de los enlaces de la pectina, por 

un proceso de transeliminación. 

2. Sobre ácido péctico 

a) Poligalacturonasas (PG) 

Endo PG - Causa hidrólisis al azar de los enlaces ol... (l-4) del ácido pé.i:. 

tico. 

Exo PG - Causa hidrólisis en forma secuencial de los enlaces ~ (l-4) 

glucosidicos del ácido péctico. 

b) Poligalacturonato - liasa (PGL) 

Endo PGL - Rompimiento al azar de los enlaces o<. (1-4), glucosidicos .del 

ácido péctico, por el proceso de transeliminación. 

Exo PGL - Rompimiento secuen~ial de los enlaces P<.. (l-4) glucosídicos 

del áci.do péctico P'?r el proceso de transeliminación. 

Estas enzimas son también conocidas en los siguientes grupos (81, 82, 111) 

a) Poligalacturonasa~ (PG) 

b) Pectinesterasas (PE) 

e) Pectato-liasas (PAL) 

d) Pectin-liasas (PL) 

La tabla 2, muestra una clasificación general de las enzimas pécticas que 

teóricamente pueden existir; en la fig. 2 se muestra la fonna 4e actuar de estas 

enzimas. 
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2.1.3 Métodos de Determinación de la Actividad Enzimática 

La medición de actividad enzimática se realiza por métodos·cualitativos 

y cuantitativos, entre los cuales se encuentra la medición de la actividad 

en términos de los enlaces hidrolizados por la acción de estas enzimas. Al&!:!, 

nos en forma directa, (cuantitativamente) .• otros indirectamente (cualitativ!_ 

mente), Debido a que las enz:iJnas pécticas forman un complejo de enzimas que 

actúan de diferente manera sobre las substancias pécticas, es conveniente cg_ 

nocer los métodos para la determinación de su actividad. 

2.1.3 Pectinesterasa 

Las pectinas son enzimáticamente de-esteri.ficadas por la PE y es trans

formada a pect:i.na de baja esterificación o ácido péctico. En alllbos caso>J la 

aparición de grupos carboxilo libre5 (34, 35, 36, 111) y metanol libre. puede 

ser usado para medir la actividad por titulación automátLca (pH, Stat.), erg_ 

matrografía de gases para la determinación de metano! (32, 35, 36, 113), en

tre otros. 

La PE tiene alta especificidad por el grupo llletil éster del ácido poli

galacturónico, pero puede también hidrolizar a los grupos etil, propil, alil, 

ésteres del ácido poligalacturónico (51), pero con menor grado de hidrólisis 

y velocidad que el primero. 

Existen otros procedimientos reportados en la literatura (21, 35). En 
el estudio realizado por Kertesz (36), propone una discusión sobre los méto

dos más comunes sobre la determinación de actividad de la.PE y los factores 

que influyen en estas determinaciones. Define también una unidad de actividad 

como la actividad expresada en miligramos de metanol liberados en 30 minutos 

por mililitro o gramo de enz~ma o miliequivalente de éster. hidrolizado por m!; 

nuto por gramo de enzima. Algunas modificaciones al método de Kertesz son prf!. 

puestas por Lineweaver ( 46) y Me Colloch y lertesz {52). 

Para las pectinesterasas la afinidad por el substrato se incrementa con 
la disminución del grado de esterificación de las pectinasas de plantas. Aun-
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que las PE fungales tienen mayor afinidad por substratos altamente esterifi. 

cadas (81, 82). 

2.1.3.2 Enzimas Despolimerizances 

a) Poligalacturonasas 

Para las enzimas despolimerizantes.existen infinidad de métodos que d!!_ 

terminan los enlaces hidrolizados, midiendo pa~a esto la aparición de los 

grupos reductores producidos por la acción de estas enzimas. 

Uno de los métodos más utilizados para la determinación de PG, es el 

método del ácido 3, 4 dinitrosalicílico, para determinar la aparición de 

grupos reductores t61,10). Una modificación a este método es el propuesto 

por Wang et.al (109), en el cual se omite la presencia de las sales de Ro

chelle, que provocan interferencias cuando llegan a precipitarse. 

Tl)lllbién puede detectarse por la prueba de Nelson-Somogyi (56, 99), 1JSB!!. 

do como estándar ácido galacturónico. Definiendo una unidad de PG, como la 

cantidad de enzima que libera una micromol de grupos reductores por minuto 

y bajo condiciones específicas. 

Una modificación del método de Hipoiodato de Willstatter y Schudel CUÍ) 
por Jansen y Me Donnel (33), ha sidn muy usado en algunos trabajos. Este mé

todo calorimétrico de Hipoiodato ha sido descrito por Mill y Tuttobello (59). 

Puede emplearse también el método modificado del Acido Tiobarbitúrico para 

determinar el rompimiento de los enlaces (67). 

La medición del decremento en la viscosidad es uno 'de los métodos. más 

sensibles para la determinación de la actividad de la PG. Sin embargo no hay 

una relación directa entre el grado de disminución de la viscosidad y ei nú

mero de enlaces glucosídicos hidrolizados a-lo largo de la cadena del polún~ 

ro. 
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La hidrólisis del enlace glucosídico cercano a la mitad de la cadena 

del políme•o, tiene más efecto sobre la viscosidad, que la hidrólisis cercª

na al final de la cadena. De aquí que sea posible. determinar el carácter en. 

do o exo de las enzimas. La reducción de la viscosidad en un 50% es acompa

ñada por el rompimiento de únicamente 2 a 3% de los enlaces glucosídicos, 

cuando el mecanismo enzimático es de tipo endo. Cuando la reducción de vis

cosidad es del 50% pero el mecanismo es exo, el rompimiento de enlaces es 

de aproximadamente el 20% (23). Existen otros métodos más sofisticados para 

la determinación de la actividad PG-liasa (67) y para PG (21). 

Tuttobello y Mill (105), proponen una unidad de actividad por disminu

ción de viscosidad como la cantidad de enzima que reduce la viscosidad de 

:m ml de una solución al 1% de peer.ato de ·sodio o pectina, al 50% en 20 min 

baJo condiciones específi~as, usando pipetas graduadas de 0.1 ml como vis

cosímetro. Este mismo método es propuesto por Baterman (7), Capellini (15), 

Nagel y Vaughn (71) entre otros. 

~.1.3.3 Pectin-liasa 

El ácido poligalacturónico altamente esterificado puede ser despolime

rizado por (Poli (metil galacturónido) liasa) E.C. 4.2.2.10. Todas las Pec

cin-liase> conocidas son enzimas de tipo ende, las cuales despoliruerizan las 

pectinas de alto metoxilo al azar, causando una rápida disminución de la vi.2_ 

cosidad. La enzima hidroliza únicamente los enlaces glucosídicos· próximos al 

grupo metil éster, como se muestra en la fig. 3. (82). 

Fig. 3. Mpdo de acción de la Pectin-liasa. 
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Se ha demostrado que el mejor substrato para la PL es una pectina alta

mente esterificada, ya que a diferentes grados de esterificación, la afini

dad por el sustrato es más pequeña para la pectina de baja esterificación, 

(81, 82, 108). Para medir la·actividad PL se utiliza el decremento en viSC,2. 

sidad en pectinas con 70% de esterificación. y para diferenciarlas de las e.!l. 

zimas de hidrólisis puede usarse también un métoao espectrofotométrico mi

diendo el incremento en absorbancia a 235 nm. Debido a la formación de un d.Q. 

ble enlace (C4-C5), esto puede ser usado como medida del grado de despolime

rización (22)., Una unidad de actividad de PL libera una micromol' de produc

tos insaturados por minuto bajo condiciones específicas. La velocidad '! el 

grado de hidrólisis se incrementa rápidamente con el incremento del grado de 

esterificación (83). 

2.1.3.4 Pectato-liasa (PAL} 

Las Pectato-liasas (Poli (1-4 D-galaeturónido) liasa'} E .• c. 4.2.2.2, 

ant i.guamente EC 4. 2. 9. 9. 3, rompe los enlaces glucosídicos por t:ranselimina

ción del hidrógeno en C4 y c5 • Las pectinas parcial o totalmente desterifi

cadas, la pectina de bajo metoxilo o el ácido poligalacturónico pueden ser 

despolimerizados por liasas (81,82). 

Las ende pectato-liasas rompEn las cadenas al azar y las exo pectato

liasas liberan dímeros insaturados de la reducción final de la cadena. El mg_ 

jor substrato para la endo pectato-liasa es la pectina de bajo metoxilo y p~ 

ra la exo pectato-liasa es el pectato. La actividad PAL puede ser determina

da por la l!ledición, por el incremento en absorbancia a 235 nm, debido a la 

formación del doble enlace. Los métodos usados para la determinación de act.!_ 

vidad PL pueden ser aplicados para actividad PAL excepto por .el substrato 

que es diferente. El ácido Etilendiaminotetracético (EDTA) es generalmente 

un inhibidor de la actividad PAL, ya que este es un agente quelante dei cal

cio y todas las Pectato-liasas tienen requerimientos de estos iones (111). 
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2.1.4 Características de las enzimas·pécticas 

2.1.4.l Pectinesterasa (PE) 

La Pectinesterasa es muy especifica. Los ésteres de glicol y glicerina 

del ácido péctico no son atacados por esta enzimi;, solo algunos ésteres no

galacturónidos son de-esterificados pero muy lentamente, a diferencia de la 

pectina natural (36). La especificidad de la PE de diferentes plantas (alfa!. 

fa, naranja y tomate) y una de origen .fungal fuer.1m estudiadas por Me Doonell 

et. al (51). La PE ~e naranja es más especifica sobre pectina que sobre cual 

quier otro substrato probado, El fenil-acetato y fenil-propionato son buenos 

substratos para las PE de plantas y de hongos, aunque los mejores sustratos 

reportados fueron: el Metil-poliglacturonato.Y el Etil-poligalacturonato, 

(52). 

Una PE comercial de origen fungal fue caracterizada por Calesnick et.al 

(13). Esta enzima es activa en un rango de pH 2.0-6.5, con óptima actividad 

a pH 5 .O. Su óptimo de temperatura está entre 30-40 ºe;· arriba de 50°C es 

inactivada. Las condiciones para inactivación total son: 62°C por 30 minutos 

a pH 3.5. Esta PE fungaJ puede ser activada con pequeñas cantidades de NaCl 

y CaCl2, siendo más sensible a los iones calcio que a los iones sodio. 

Las PE de plantas también incrementan su actividad con cationes divalen. 

tes y pH 6.0, la máxima activación encontrada es a una concentración óptima 

de 0.03 M (50). La PE de plantas es más resistente al calor; arriba de 60°C 

la enzima es grad.ualmente inactivada. A pli 4.0 y SOºC, la enzima puede ser 

inactivada en pocos segundos '(50). Todas las PE presentes en fr.utas son in

hibidas por altas concentraciones de azúcares (18), Otros inhibidores son 

polifenoles y detergentes. La tabla 3, lista algnnas propiedades importantes 

de las PE y sus fuentes (82). 



TAllLA 3 

Propiedades de h1s pectlnesterasas ( B2 ) 

Fuente de e11úr1111 

FRUTAS 
Plátano fu. 

Ila, 

Nanmja (C.:itrus n11l1mtl11id11l) 

Peso 
Molt!cular 

JU 000 

JO 000 

Naranja (Cill"u8 sineusiti) Ju ]b 200 

l la. 36 200 

Ciruela (Prumus sul .iclm1) 

Tomateª 

Tomateª 

Tomate 

Tomate11 

HONGOS 

Acrocy 1J 11dri um 

Coniuthyrium di¡1lud.iel111 la 

Uu 
Cortici11111 rol fsl i li 

'27 500 

26 300 

'27 800 

37 000 
FusarJ um oxyspurum 35 000 

DAC'l'EIUA 
Clostr Jd:l um mul tifermenlans 400 000. 

~ Múltiples formas mulecuJurns 
Activa 1111 liujo, estah 1 e en 1111 1 ntervul o 

Fuente: P.l lnik y kombuuts (8'.l) 

Punto 
Isoeléctrico 

. 8.9 

9.4 

10.0 

Ü;O. 

Actividad pll 6ptlmo 
Es¡iedfica 

( u/mg prnteln) 

20'.:l. 

" 48 

7,5 

4.8 
4.8 
3.5 
7.0 

9,0 

Valor de km 
pura pect.inu 

(n1¡¡/ml) 

0.7 

0,74 
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2.1.4.2 Endo-Poligalacturonasa 

El pH óptimo de la endo-PG se encuentra generalmente en el rango de 

4.0-5.5, a excepción de algunas enzimas que tíe11en su óptimo a un pH bajo. 

Los valores óptimos de pH para la hidrólisis de pectato y tetragalacturo

nato por PG de levaduras son 4.4 y 3.4 respectivamente (20). 

Generalmente los productos finales de la endo PG son ácidoe.Jlll10 y di

galacturónicos, aunque algunas veces son oligalacturónidos, dependiendo 

del tiempo de digest i.ón del substrato. 

La acción de la endo PG de levaduras, se efectúa en varias etapas en 

La digestión del substrato: la primera es un rompimiento rápido del ácido 

péctico a di, tri y tetrámeros, segui1ta de una hidról::.s l.s lenta del tetrá

mero a mono y trimeros y en una última etapa más lenta, el trímero es de

gradado a mono y dímero. Una endo PG típica no degrada el digalacturonato 

(20). 

La endo PG de A. niger, obtenida por Mjll y Tuttobello (59), retiene 

30% de la actividad residual después de 30 minutos de incubación a 80°C y 

pH 6.0. El pH de estabilidad para la endo PG es el mismo pH de óptima ac

tividad. 

Rexová-Benková.(88,89) estudiaron la endo PG producida por A. niger. 

Esta enzima es activa en un rango de pH de 3 a 5 y tiene un máximo de acti 

vidad a pH de 3.S-4. La temperatura óptima de la endo PG se encuentra en

tre 35~40ºC. Para temperaturas entre 45-50ºC, la actividad de la endo PG 

cae rápidamente y arriba de 50°C, se inactiva. La endo PG de A. niger es r~ 

lativarnente estable. A 20°C su actividad no cambia en 24 horas, a 30°C pie!. 

de 13% de su actividad en el mismo tiempo. A temperaturas mayores de 30°C, 

la actividad de la enzima cae marcadamente. A 50ºC pierde el 72% en 30 min!!. 

tos y en 24 horas la actividad es nula (38}. 

La máxima degradación del ácido péctico catalizada por la endo PG s~ ob

tiene a pH 3.6 y 30ºC~ 
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-----------·---------·-----·---------------·--·---------------·-----·-··----------------
Fuenle tle enzlmn 

FHIJTAS 
Tomate 
Tomnte lu. 

!la. 

llONW 
As¡un¡¡l ll11H 11lger Ja. 

"". 
LI fa. 

Aspnrg i 11 us 11 I ¡:e1 la. 
Aspcrg 111 us 11.lger· l la. 

Aspergillns 11lger 

Asperglll11s japonlcus 

Botrytls cJ nerea 

Fusarlum oxyaporum lh. 

1 [h. 

Rhizoctunin frngarlae Ili. 
l lh 

Rhizupus 11rrhizus 
Tr l.chodermn Koni ngi.l lb. 

Uh. 
Vertictlllum albo-atrum 

u:VADURAS 
Kluyveromyces fragi 1 ls 

llACTERIA 
Erwinia carotovora 
Pseudomon1111 cepac ta 

l'e:fü 
M1. lec-.ulttr 

S2- fJIJO 
ll4 000 

"'' 000 

:J5 (J(J(J 

85 000 

46 000 
. 35 500 

69 ()()() 
37 000 
:17 000 

36 000 
36 000 
30 300 
32 000 
32 000 
'.JO 000 

a Múltiples formas moleculares 
b Tsoemdmas, gl.ucoprotelnm• 
Fuente: PJJnlk y Rombouts ( · :¿ ) , 

l'unlu 
lsueléctrlco 

'.l.8 

4.5 

7 .o 
7 .o 
6.8 
7 .l 

6.41 
6.57 

Ai:I i lil1lml 
l•:Hpc«.: l [J ca 

( u/11111 prnl .,¡ 11) 

l1l 

81 
44 
75 

l'.162 
2049 
194 
148 

1866 
1845 

92 

:.:'075 

168 

362 
125 

pll óµt 11110 

4.5 
4 .'.i 
5.0 

4.0 
4.5 
5,5 
4.l 
3.8 
5.0 
4.5 
4.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
6.5 

4.4 

5.'.J 
4.5 

Vulur dtl k111 
pa Tll (ll!C ti 118 

(111g/111J) 

2.7 

l. 7. 

0.54 

1.2 

0.54 
0.60 
0.75 
0.54 
o.so 
o.as 
1.5 

,._ 

1-4 
lO 

<· 
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Para la endo PG de tomate, el pH óptimo es de 4.5 y una temperatura Ó,2. 

tima de 55°C. La inactivación por pff es arriba de 7 o abajo de 3. La·inac

tivación por temperatura es importante a 70ºC. Montáñez et. al. (64), detet. 

minaron el efecto del NaCl como activador de la endo PG. La concentración 

óptima encontrada fue de 0.2 M, pero a concentraciones mayores se observa 

una inhibición de la actividad. 

La Poligalacturonasa puede ser inhibida por urea (98), glicina (77) y 

formaldehído (55), entre otros. 

1 

En solución, la poligalacturonasa se prol:e~e contra la inactivación tér. 

~ica, por adición de alginatos, glicerol y algunas veces sacarosa, Kertesz 

(37), En la Tabla 4, se listan algunas propiedades de la endo PG. 

Z.l,4,3 Exo-Poligalacturonasa 

Las exo PG son encontradas en plantas superiores y hongos. Las enzimas 

de plantas (zanahorias) tienen un pH óptimo entre 4.0-6.0 y producen ácidos 

monogalacturónicos como productos finales. 

Aspergillus niger produce dos exo PG. La primera tiene un óptimo de pH 

en 4.4-4.6. La enzima es activada en presencia de iones mercúricos (Hg2+), 
· su temperatura óptima de 30ºC. Es estable en soluciones ácidas. Se inac;fi va 

a una temperatura mayor a SOºC, (57), Separa la segunda exo PG, que tiene 

un pH óptimo a S.0-5.l. La veloéidad de hidrólisis es mayor para el ácido 

digalacturónico y tri¡alacturónico y menor para el ácido péctico. La enzima 

no actúa sobre pectina. Esta enzima retiene 48.5% de su actividad a SOºC en 

10 minutos. Cuando es calentada a SOºC a pH 2.5 por una hora. retiene 4.5% 

de su actividad (58). 

2.1.4.4 Endo Pectato-liasa (PAL) 

El pH óptimo de la endo PAL generalmente está entre 7,0-10.0 (ref. ta

bla 5, esto es importante ya que ayuda a distinguirla de la PG. Otra dife-
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rencia importante entre hidrolasas pécticas y liasas es la activación por 

iones calcio, entre otros cationes divalentes. 

La actividad endo Pectato-liasa puede ser inhibida por el EDTA, agen

te secuestrante de iones calcio. El cloruro de calcio, además de ser un ªf. 

tivado: de la enzima endo PAL, proporciona una acción protectora contra la 

inactivación térmica de la endo PAL de B. oumilus (19). En general las en

de Pectato-liasas son resistentes a la desnaturalización por calor. 

El producto final más abundante en la degradación de pectato por la 

endo PAL es un ácido digalacturónico insaturado. También puede encontrarse 

el ácido trigalacturónico. Un monogalacturonato insaturado es producido C.Q. 

mo un producto final, junto con el di y trimero por la endo PAL de Bacillus 

2,E_, caracterizada por Nagel et. al (70). 

La Poligalacturonato-liasa de EnJinia carotovora (66), tiene un pH óp

timo de 8.5 y su producto final de degradación es ácido digalacturónico in

saturado. A concentraciones de cloruro de calcio arriba de 2.5 x 10-4 M se 

esti.mula la reacción cuando el ácido poligalacturónico es usado como subs

trato. Hay una completa inhibición de la actividad endo PAL por la presencia 

de 3 x 10-5 M de EDTA. La adición de 0.001 M de CaCl~, restituye la activi

dad original. 

En la tabla 5, se observa que el pH en gen·:?ral de las endo PAL encon-' 

tradas, se restringe de 8 a 10.0 como rango óptimo. Además de quelas fuentes 

principales de endo PAL son bacterias. 

2.1.4.5 Endo Pectin-liasa (PL) 

Las.ende PL reportadas en la literatura ~on todas de origen fungal sólo 

es producida úna endo PL de una bacteria Enorinia aroideae. El pH óptimo en-

/ 
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l'rnp.Letiudes tie la Emlu-l'ec.:td·to-Liasas. ( 82) 

-----------------------------·-------------------.,------... 
Fuente de enzimu 

BACTERIA 

Baclllus ¡iolymyxau 

Bacillus subtilis 

Erwinia aro.ideae 

Erwinia carotovora 

Erwinia chrysanlhemJ 11 

Erwini a Chrysanthemi 

Er~inia rubrifaciun~ 

Pseudomonas fluoresceus 

Streptomyces frnd 1 ae 

Xanthomonas cu111pestr is 

HONGOS 

Cephuluspurium 

llypomyces soJ.aniH 

Puso 
Moleculur 

33 úllll 

37 Ollll 

:JO OUU--16 000 

41 ouu 
42 300 

Punto . 
lsooléctrico 

9.85 

Y.4-4.6 
9.4 

6.25 

10.3 

'.i2 UOU'-42 llüll ](). 2-!O. 5 

Ac l.i v ldatl pll 6ptimo 
Espec1Uca 

( 11/mg prot.ci 11) 

8.3.:.9.ó 

8,5 

9:1 
90 8.5 

9.8-8.2 
. :i2ci" Y.O 

450 Y.5 

.956 9.4 
176 Y.J 

1050 9.5 

364 9.9 

8.5 

Valor de km 
para pectato 

• (mg/ml) 

ú,056-0,0065 

5.0 

0.10 

0.018 

------------------·------·-------··--_;;_ ___ ·_~_. _______ _: ___ ··----~--'-'-_:_---,----,------' 
8 

.Múltiples formas 1110Jec11 hues 

fuente: Pi.luik y Ru11111ho11t.s (82) 
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contrado fluctúa en un rango de 5.0 a 8.7 • 

. El mejor substrato·de la Pectin-liasa es una pectina altamente ester,! 

ficada. La endo PL de A. niger degrada el substrato a trimetil-galacturon.it_ 

tos. Las propiedades más importantes ·de la endo PL se listan en la tabla 6. 

2.1.4.6 Endo Polimetilgalacturonasa (PMG) 

La endo PMG aislada de A. niger es activada a 4.5 y 8.0 de pH. Su Ópti 

mo es qe ó.5-7.0, Su temperatura Óptima es de 35ºC. Esta enzima es estable 

a SOºC, siendo más estable que la enrio PG; su actividad cae en un 54% de la 

actividad original, mientras que la endo PG la pierde totalmente. A pH 6.8 

v una temperatura de 30°C, alcanza su máxima actividad sobre ácido pectíni

co (96.8% de grado de esteriÍicación, peso molecular 26700). Esta enzima no 

existe como un componente separado del complejo de enzimas pécticas por lo 

que siempre se le encontrará formando parte de mezclas de enzimas pécticas 

( 88). 

·2.1.6 Fuentes de enzimas pécticas 

2.1.6.1 Distribución 

Las pectinasas se encuentran en gran variedad de plantas donde catali

zan cambios en la estructura de las substancias péctiéas durante el creci

miento y desarrollo de la planta. Las pectinasas son producidas por muchos 

microorganismos, los cuales han sido un~ fuente importante de enzimas de 

uso industrial. Los microorganismos pectinolíticos del suelo juegan un papel 

esencial en la biodegradación de materiales de plantas muertas. 

2.1.6.2 Enzimas pectinolíticas de plantas 

Las enzimas pécticas han sido detectadas en diversidad de plantas.y P~!. 

ticularmente en sus frutos. La Pectinesteraaa '(PE), es la enzima más abundB!!, 
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Molecular 

:.!8 000 

31 000 

3:l uou 

35 400 

33 100 

32 {)()() 

31 200 

30 ()1)0 

Punto 
lsoeléctrico 

.7. 7 

3.5 :'· 

3. S. 

3.65 

3.75 

t:l.9 
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17ó 
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(mg/ml) 

2.2 
'' 5.0 
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te, aunque también se pueden encontrar Poligalacturonasas (PG). La tabla 7, 

lista la presencia de enzimas pécticas en algunos frutos, (23). 

Los niveles de pectinasas detectables en plantas son variables y depe!!. 

den de la estacionalidad y de la madurez de los frutos, ya que hay eviden

cias que aseguran ~ue las enzimas pectinolíticas tienen un papel importante 

en ciertos procesos de las plantas, como el ablandamiento de las frutas du

rante la maduración, qoe puede ser explicado en términos de las alteraciones 

que sufren las substancias pécticas. En estudios realizados por Hobson (31), 

sobre la PG en el tomate normal y anormal de variedades (Potentate e Inmuna), 

explica la distribución de la PG en diferentes partes de estos mismos, dura!!. 

te su maduración. Desarrolla también una eficiente extracción de enzimas de 

tejidos vegetales por medio de sales. Me Cready et.al (54), determinar.en la 

presencia de dos poligalacturonasas en tomate. Sin embargo no se emplean ve

getales como fuente ~e pectinasas, aunque se puede citar el caso de la PE de 

tomate y de naranja (79,51) respectivamente. 

2.1.6.3 Pectinasas Microbianas 

Los microorganismos sintetizan. una amplia variedad de pectinasas. La en

zima pectinolítica más comúnmente producida por bacterias es la PGL, aunque 

algunas especies producen PE y algunas pocas PG y exo PG. Erwinie carotovora 

produce PAL intracelular y extracelular (66). Bacillus sp produce una endo 

?ATE (70), Las levaduras producen ~olamente Poligalacturonasas. La endo PG 

de la levadura i'.:i.'Jp-ermyces fragilis ha sido muy estudiada. Esta es una enzi

ma que actúa secuencialmente sobre las substancias pécticas, Garcia y Gómez 

(25) propont!n un medio de cultivo para la producción de PG por esta levadu

ra. 

Por otro lado los bongos sintetizan endo PG principalmente. La endo PG 

de A. niger (105), tiene un pH óptimo de 4.0 a 4.2. Degrada el ácido péctico, 

con una disminución rápida de la viscosidad. A. niger produce Pectin-liasa, 

ende y exo PG y es la única fuente de Polimetil-galacturonasa tipo ende. 
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Tabla 7 

DISTRIBUCION DE LAS ENZIMAS PECTICAS 

PLANTAS 

F U E N T E 

Grosella negra 

Frambuesa 

Naranja 

Tomate 
Pepino 

Pera 

Manzana 

Tabaco 

Ajo 
Cebolla 

Frijol 
Durazno 
Aguacate 

Uvas 

Cerezas 

Toronja 
Mango 

Plátano 

Lim6n 

Guisante 
Zanahoria 

Ref. Fogarty y Ward (23 l. 
( +) Presenci.a 

PE PG 

,:.'. 
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Dos diferentes exo PG (57, 58, 59) PG I y II fueron aisladas por rompi 

miento del micelio de Aspergillus niger. La PG I fue activaaa por iones mer. 

curio y tiene un pH óptimo de 4,4-4.ó, Esta hidroliza completamente el áci

.do péctico a ácido mono-galacturónico y la PG II tiene un pH Ó;>timo de 5.0-

5.1 y degrada en un 28% el ácido péctico. La mayoria de las PG son endo en

zimas, Sin embargo A. niger, Rhizopus tritici, entre otros, producen exo 

enzimas (58,78), Las Pectato-liasas son sintetizadas por diferentes especies 

de Fusarium (Millar, 60; Papavizas, 78), Las bacterias de los géneros Baci

~. Pseudomonas, Erwinia, Clostridium y Xantomonas producen la mayoría de 

las enzimas liasas. En cambio las pectin-liasas son producidas ;>or alguna·s 

especies de Aspergillus (A. niger, ~. etc.) y de Penicilliu:i. Estas en

zimas son sintetizadas junto con otras enzimas pécticas (118), 

La pectinesterasa se encuentra en hongos, bacterias y plantas en conjuQ. 

ción con la PG (118). Las enzimas PE de origen fungal tie11en un ;>H óptimo en 

un rango' ácido. Las bacterias tienen un pH óptimo en el rango alcalino (7.5-

8.0). 

La mayoria de las enzimas pectinolíticas de aplicación industrial son 

producidas por hongos principalmente de los' géneros Asoergillus, Sclerotinia, 

etc. En la tabla 8, se listan los microorganismos que producen las enzimas 

pectinoliticas (Despolimerasas), (23,118). 

2.2 Producción de Pectinasas 

En los procesos industriales para la producción de alimentos, la aplíc~ 

ción de enzimas se ha incrementado considerablemente en los últimos años. Se 

ha estimado que la· producción de enzimas para uso en alimentos en el mundo es 

de aproximadamente 45 millones de dólares por año (9), y un cuarto correspon

de a enzimas pécticas. 

La producción de pectinasas a escala industrial se realiza principalmen-
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Tabla a.PRINCIPALES FUENTES MICROBIANAS DE ENZIMAS 
PECTINOLITICAS 

PG PAL Pf«O MIGROORGANISMOS en:lo exo en:lo exo endo 

H O ·N G O S 

Acrocylindrum sp. + 
Aphanomyces euteiches + 
Aspergillus sp. 
A. fonsecaeus 
A. niger + 
A. saito + 
A. sojae 
Byssochlamys fulva + 
Colletotrichum 
Gloeosporoides + 
Coniphora cerebella + 
Coniothyriun diplodiella · + 
Corticium rolfsii. + 
Fusarium oxysporum 
F. solani 
Geotrichum candidum + 
Gloesporium kake + 
Monil.:i.a laxa + 
P. digitatwn + 
P. e'i?answn + 
P. italicum 
Phyt91!htko.ra infestan + 
·Pv.renechaeta terrestris + 
olhizoctonia solani + 

. fcle~.tinta jfructigena 

;J:, •E "I! A O U R A S 

~ ~. ~~~ilis + 
KTUvv eromvces fragilis + 

B A C T E R I A S 

Aeromonas liauefaciens 
Ar throbac ter 
Bacillus sp. 
Clostridium multifermentans 
Erwinia aroideae 
Pseudomonas sp. 
P. marginarginalis 
Xantomonas sp. 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

.+ 
+ 
+ 

+ + 

+ 

+ 
·+ 
+ 
+ 
+ 

Ref. Kulp ( liJ l , Fogarty y Ward {23 ) • 

PL 
ende 

PE 
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te por hongos de especies del género Aspergillus. Las cepas frecuentemente 

utilizadas incluyen: A. niger, A. orvzae,_A. wentii y !:...11!!~ (23). Las 

enzimas pécticas son producidas por bacterias y levaduras sin embargo, de1!_ 

de el punto de vista comercial, las pectinasas fúngicas, son preferidas por 

la industria por tres razones principales: 

a) Son enzimas extracelulares, lo cual presenta ventajas para su rec.Y_ 

peración 

b) La mezcla de Actividades obtenida es capaz de reducir rápidamente 

la viscosidad de jugos de frutas. 

e) Las caract'erísticas de las enzimas pécticas producidas por hongos, 

como pH y temperatura óptima de actividad, son muy similares a las condici.Q. 

nes de uso en la elaboración de'jugos de fruta (23). 

Los aspectos más importantes en la producción de enzimas microbianas 

han sido objeto de numerosos estudios, esto con la finalidad de optimizar 

procesos y que pueda ser costeable la utilización de estas enzimas en más 

procesos industriales. 

Los procedimientos para la producción de enzimas varía de un estudio a 

otro. Sin embargo, existen únicamente dos métodos de producción: el cultivo 

sumergido y el cultivo sólido. En la manufactura de las enzimas pécticas 

comerciales de origen microbiano, la primera etapa es la selección ,de cepas 

las cuales pueden seleccionarse por su habilidad para sintetizar les enzimas 

deseadas con buen rendimiento. 

, Dicha selección, puede realizarse por medio de mutacione:; con le finali

dad de obtener cepas altamente productoras de enzimas pécticas. 

Los procesos de mutación pueden realizarse por diferentes métodos, algu

nos de los cuales son descritos en el anexo (IA). El agente mutagénico más C.!!, 

múr1111ente utilizado es la luz U. V., la cual tiene efectos muy positivos. Las 

cepas mutantes obtenida~ presentan alta actividad PE y PG. Los agentes mutaa!, 
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nicos químicos son también muy eficientes. 

Las mutantes obtenidas son'conservadas bajo condiciones controladas, 

de manera que pueda mantenerse uniformidad en la producción de las enzimas. 

Por otro lado es conveniente considerar los parámetros que afectan la_ sín

tesis, así como las. condiciones Óptimas para los microorganismos y enzimas, 

si se desea optimizar los procesos para la produr:ción de enzimas. 

Un factor muy importante para la producción de enzimas con altos rendi 

mientes, es el diseño de un medio de cultivo balanceado para la fermenta

ción. Eh elcultivo sumergido, el medio líquido nutriente está elaborado en 

base a diversidad de componentes. Este medio está constituido por mezclas 

de carbohidratos, materiales nitrogenados, sales inorgánicas y minerales. 

Este tipo de medio puede ser ideal para enzimas constitutivas. Sin embargo 

las enzimas pééticas.comerciales son inducibles, por lo que es necesario 

añadir al medio un substrato inductor, en este caso se adiciona pectina o ma 

teriales pécticos que la contengan,. y que estimulan la producción de estas 

enzimas. 

Muchos estudios se han realizado con respecto a .las concentraciones óp

timas de pectina o substancias pécticas, siendo el rango de concentración de 

pectina más· utilizado de 1 a 4%. 

Oltimamente se han usado materiales como pulpa de remolacha, Szanger 

(100), Zetelaki (117, 118), cáscara de citr~cos, Fogarty (23), Rombouts y 

Pilnik (91), bagazo de manzana, como fuentes alternativas de substancias pé.s 

ticas. Como es.tos materiales son su.bproductos industriales, hacen disponibles 

un substrato limitante en la producción de enzimas pécticas, ya que la dispo

nibilidad de la pectina es baja en le mercado. Las melazas pueden ser utiliz!!, 

das como fuente de carbono. 

En relación a la fuente de carbono Tuttobello .et. al (105), probaron el 

efecto de diferentes carbohidratos en combinación con el 'substrato inductor. 
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De los azúcares probados, la sacarosa fue la más eficiente, obteniendo 

la más alta productividad, tabla 20, del anexo I. Posteriormente, traba.jaron 

con diferentes relaciones ae pectina/sacarosa, tabla 21, para determinar la 

concentración más adecuada. La relación óptima encontrada fue pectina 2% y 

sacarosa 2%, esto con respecto a la actividad por ml de sobrenadante al gra

do de hidrólisis de la pectina. 

La lactosa fue también probada por García y Gómez (25), así como la mal 
tosa. 

La fuente de nitrógeno también fue estudiada. Para esto varias fuentes 

fueron utili.z3rias. \'asu (!Oi), - concluye que los derivados amoniacales son más 

favorables que los nitratos. Los resultados ÓptLmos fueron con (NH4)2 HP04), 

en la síntesis de polig.~lacturonasa. Para la producción de PG, PE, y PMG, la 

presem:ia áe peptona fue más favorable, (63). 

En relación a las fuentes orgánicas e inorganicas de Nitrógeno, el nitr~ 

to de amonio presenta un óptimo rendimiento en 7 días de fermentación. Sin 

embargo con peptona se presenta en 6 días de fermentación. La relación prome

dio de C/N es de 10 (67). 

Debido a que la composición del medio de cultivo es un factor determina!!. 

te en la producción de enzimas en gen•3ral, se han realizado trabajos con el 

objeto de establ.ecer las fuentes y concentraciones Óptimas de carbono y nitró

geno en el medio, así como las con·:entraciones de sales inorgánicas y minera

les traza. Estos últimos son también importantes en la síntesis de las enzi

mas pécticas. Se ha repor.tado (115), la adición de sales como NaCl, NaN03, 

KBr en concentraciones de (0.001-0.1 M). Estas sales incrementan la actividad 

endo PG. más que la exo PG. La presencia de sales de este tipo en el medio in

ílibe la actividad PE. Otras sales inorgánicas y mineral~s traza son reporta

dos enla tabla 22, (anexo lD) como óptimos para la producción. Algunos medios 

de cultivo propuestos en la literatura se enlistan en·e1 Anexo (I E). 
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De los azúcares probados, la sacarosa fue la más eficiente, obteniendo 

la más alta productividad, tabla 20, del anexo l. Poi¡teriormente, trabajaron 

con diferentes relaciones oe pectina/sacarosa, tabla 21, para determinar la 

concentración más adecuada. La relación óptima encontrada fue pectina 2% y 
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La lactosa fue también probada por García y Gómez (25), así como la mal 
tosa. 

La fuente de nitrógeno también fue estudiada. Para esto varias fuentes 

fueron ut.i~:.;;.;id.;is. \"asu (107), · c:orcluye que los derivados amoniacales son .más 

favorables que ~os nitratos. Los resultados óptimos fueron con (NH4)z HP04), 

en la sfatesis de polig.~lacturonasa. Para la producción de PG, PE, y PMG, la 

presencia de peptona fue más favorable, (63). 

En relación a las fuentes organicas e inorgánicas de Nitrógeno, el nitra 

to de amonio presenta un óptimo rendimiento en 7 días de fermentación. Sin 

embargo con peptona se presenl:a en 6 días de fermentación. La relación prome

dio de C/N es de 10 (67). 

Debido a que la C•)mposición del medio de cultivo es un factor determina.!!_ 

te en la producción de enzimas en gen;:ral, se han realizado trabajos con el 

objeto de establecer las fuentes y concentraciones Óptimas de carbono y nitró

geno en el medio, así como las con·:entraciones de sales inorgánicas y minera

les traza. Estos últimos son también importantes en la síntesis de las enzi

mas pécticas. Se ha repo~tado (115), la adición de sales como NaCl, NaN03, 

KBr en concentraciones de (0.001-0.1 M). Estas sales incrementan la actividad 

endo PG, más que la exo PG. La presencia de sales de este tipo en el medio in

hibe la actividad PE. Otras sales inorgánicas y minerafos traza son r~porta

dos enla tabla 22, (anexo lD) como óptimos para la producción. Algunos medios 

de cultivo propuestos en la literatura se enlistan en·e1 Anexo (l E). 
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Efecto del pH: Un pH inicial en un rango de 3-4, favorece la producción 

de enzimas pécticas (115). El efecto del pH en la biosíntesis de las enzimas 

que se obtuvo fue en un nivel alto cuando el pH inicial del ~edio fue de pH 

5 y el nivel más bajo a pH de 3 (42). Tuttobello (105), propone un pH óptimo 

de 4. 

La temperatura óptima reportada está en un rango de 30-35ºC para la pr.Q. 

ducción de enzimas pécticas. La concentración del inóculo también influye en 

el desarrollo de la actividad. En la fig. 5, el tamaño del ·inóculo óptimo es 

de 4 x 103 conirlias/ml con un tiempo de crecimiento de· 120 horas (109) • 
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Fig. 5. Influencia de la concentración del inóculo sobre la actividad enzi

mática y el crecimiento de Aspergillus niger. 120 horas (-.-.-.-)i 100 horas 
( ~ ); 80 horas ( •••• ); 40 horas ( + + + + ); de crecimiento. 
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La sintcsis de diferentes enzimas en el complejo de enzimas pécticas de 

la cepa de Aspergillus niger, es notablemente afectada por la disponibilidad 

de adgeno. 

La fig. 6, muestra las actividades pectinoliticas de Aspergillus niger 

como función de la disponibilidad de oxígeno en· el cultivo sumergido (118). 
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Fig. 6. Actividades· de las enzimas pectinoliticas del cultivo de Aspergillus 

niger, como.una función de la Velocidad de Transferencia de Oxigeno: A activ! 

dad clarificante en jugo de manzana; M Actividad de maceración. 
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Los valores óptimos de la Velocidad de Transferencia de oxigeno para 

la producción de enzimas pectinollticas y para mejores efectos de clarifi 

cación de jugo de manzana y el efecto de maceración, se muestran en la t-ª. 

bla 9. 

TABLA 9 

Valores óptimos de Velocidad de Transferencia de Oxigeno (VTO) 

P_L 

PE 
IEndo-PG 

IEndo-PMG 

Para la produccción de 

~nzimas para la clarificación de jugo de 

manzana 

Enzimas para· la maceración 

Ref. Zetelaki-Horváth y Vas (U.). 

VTO (mmoles/l hr) 

60 

12 - 14 
49 

60 

14 y 60 

14 - 60 

Las determinaciones más importantes que indican curso de la fermen

tación son: 

- Determinación de la actividad por d~sminución de la ·viscosidad 

- Concentración relativa de sacarosa 

- Determinación del pH 

- Peso seco del micelio 

En la fig. 7, se muestra· el desarrollo de una fermentación típica en 

medio sumergido; la cep~ utilizada fue Aspergillus niger (105). 
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Fig. 7. Fermentación típica de Aspergillus. niger en cultivo sumergido. Las 

condiciones óptimas: Tiempo. de fermentación de 5 dias: temperatura de 30°C; 

pH de 4.5; Concentración de inóculo de 3 x 103 espora~/ml: Agitación de 750 

rpm y aereación de 5 litros/min. 
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Después de la fermentación, se lleva a cabo una de las etapas más iJ!!. 
portantes en la manufactura de enzimas; la recuperación de enzimas del 

caldo de fermentación, si se trata· de enzimas extracelulares y si son enzi 

mas intracelulares, de las células producidas. 

Si la recuperación se lleva a cabo en las células, es conveniente tr.! 

bajar con materiales celulares frescos, para mantener uniformidad en los 

niveles enzimáticos producidos. Sin embargo a menudo se recuperan enzimas 

de células almacen11das en refrigeración. Aunque la viabilidad en las pro

piedades celulares que se tiene por congelamiento y descongelamiento de las 

células puede presentar grandes problemas para o'btener datos reproducibles 

que puedan ser útiles en el desarrollo y optimización de un proceso. 

TABLA 10 

Vías de recupera:ión de enzimas 

Enzimas Extracelulares Enzimas Intracelulares 

a) Eliminación de células a) Recolección de células 

b) Evaporación b) Ruptura celular y extracción 

c) Precipitación (can sales y solventes) c) Eliminación de Debris 

d) Recuperación de sólidos 

e) Extracción 

f) Adsorción 

g) Cromatrografía 

h) Concentración (ultrafiltración) 

i) Secado 

NOTA: Se incluyen las operaciones anteriores desde b a 1 en las enzimaa 1!!. 

tracelulares. 

Ref. (26). 
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CAPITULO III 

FERMENTACION EN CULTIVO SOLIJX> 

3.1 Definición 

El término fermentación en estado sólido, antes conocida como fermen- · 

tación i•koji", (16, 30, 44, 65 }, se refiere al crecimiento de los microor. 

ganismos sobre materiales sólidos insolubles con la humedad absorbida den

tro de la DBtriz, pero sin la presencia de una fase líquida libre: Ca.nnel y 

Moa Young (14). 

3.2 Antecedentes 

Lá utilización de las fermen1:aciones en cultivo sólido no es reciente, 

ha sido usado extensamente desde hace varios siglos en numerosas fermenta-. 

cienes tradicionales de alimentos. Entre las preparaciones de alimentos fer. 

mentados tradicionalmente establecidos en Europa, están los quesos, hongos 

comestibles y en los paises orientales el koji, el miso, el sake, ·el tempeh, 

la salsa de soya, etc. Los hongos representan la clase más común de microor. 

ganismos utilizada en este tipo de procesos, debido a su cap~cidad para to

lerar bajas cantidades de agua disponible. Un ejemplo de esto es su capaci

dad para crecer sobre materiales sólidos en la naturaleza: piezas de madera 

tallos de plantas, hojas, etc. Una excepción importa_nte es en el compuesto 

donde el uso de bacterias termofílicas es predominante (1). 

De gran importancia para la tecnología IDOderna es el proceso "koji", 

el cual ha sido usado en el Oriente por largo tiempo y es un proceso clave 

para el desarrollo posterior de diversidad de alimentos fermentados, produ.i:, 

ción de metabolitos como enzimas y ácidos orgánicos, entre otros procesos. 

El "koji" es esencialmente un.a preparación de enzimas obtenidas por el 

crecimiento de un hongo As11er2illus oryzae sobre 
1
arroz cocido u otros cer91. 

les. Es un iniciador de la industria de la salsa de soya y en la fermenta

ción del miso, así como de otros ~roductos ca.o el sak~. Dadas las diversas 
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transformaciones enzimáticas que se llevan a cabo en estos procesos durante 

la fermentación en la cual se involucra principalmente la acción de protea

sas y amilasas, se obtienen diferentes substancias que caracterizan los pr.Q. 

duetos' finales. 

La acción de las enzimas sobre las proteínas y el almidón de las legu

minosas y cereales es el propósito del miso y la salsa de soya. En esta Úl

tima es necesaria la hidrólisis de los péptidos, ya que se trata de una mez

cla de aminoácidos y diferentes compuestos aromáticos. En el caso del sake 

es la hidrólisis del almidón en azúcares simples, que son posteriormente 

transformados a alcohol por levaduras (24). 

En la tabla 11, se enlistan algunos procesos tradicionales y su rela

ción con enzimas extracelulares (t6). 

La utilización del proceso de cultivo sólido se ha incrementado en los 

últimos años notablemente. Las aplicaciones de este sistema incluyen la pr.Q. 

ducción de enzimas (12, 24 ) , producción de ácidos orgánicos ( 4J), produc

ción de micotoxinas (30), y de otros metabolitos. 

3.3 Parámetros de la fermentación sólida 

El cultivo sólido es un sistemEl complejo, en virtud de que la interre

lación ambiente-substrato-microorganismo tiene diversas limitaciones físi-· 

cas y como consecuencia se presentan gradie11tes de temperatua pH, humedad, 

etc, que afectan de forma critica al proceso fermentativo (72). Estas limi

taciones físicas se agravan en cultivos sólidos estáticos (16). 

La fermentación en cultivo sólido presenta diversidad de factores que 

deben considerarse para alcanzar una alta eficiencia en el pro·:eso. En for

ma general las características según Hesseltine (30), son las siguientes: 



Tabla 11 

PROCESOS TRADICIONALES DE CULTIVO SOLIDO Y SU RELACION. 
CON ENZIMAS EXTRACELULARES 

PRODUCTO SUBSTRATO MICROORGANISMOS ENZIMA 

Tempeh soya Rhizoeus oligoeurus Proteasas 

Miso soya Aseergillus or~zae Lamilasa 

Aseergillus sojae Proteasas 

Tap~ Retella yuca Amilom~ces rouxxi Amilasas 

Ang-kna arroz Monascus eureureus Amilasas 

Abono Org~nico residuos. ligno- . Varias especies celu- Celulasas 
celulósicos lol!ticas 

Antjom cacahuate Neurospora sitophLl.a Proteasas 
Lipasas 

Queso Roquefort leche Penicillium roquefort! Lipasae 

/ 

Ref. Carr iza lee ( f6i) , 
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1) Los materiales comúnmente usado~ como substratos incluyen cereales, 

legumbres, otros productos de plantas y animales con alto contenido 

de carbohidratos y/o proteína. 

2) El substrato debe estar ubicado en el fermentador de forma tal que 

permita la libre circulación del aire. 

3) El agua es requerida como un componente más del medio. Pueden ser 
·. 

adicionados al medio otros nutrientes como fue tes de nitrógeno, S.!!_ 

les inorgánicas y minerales._ 

4) Debido a la baja humedad del medio,· la posibilidad de contaminación 

bacteriana es reduc i.da. 

5) El conl:rol de la temperatura es algunas veces crítico y se debe ana

lizar cuidadosamente, así como también la composición atmosférica 

del cultivo con respecto a las concentraciones del oxigeno, bióxido 

de carbono y algunos metabolítos volátiles, ya que el efecto que 

tienen sobre el desarrollo de la fermentación es fundamental. 

6) El inóculo es adici1nado en forma de ·esporas, para que germine uni

forme y rápidament:e en más de un 95%, aunque'se puede inocular con 

un miceli.o. 

3.3.1 Humedad en el medio sólido 

El contenido de humedad debe ser el suficiente para asegurar el·buen 
'\ 

desarrollo del microorganismo, pero no demasiado alto, ya que una concentr.!!_ 

ción mayor de agua puede favorecer la contaminación· bacteriana. 

El nivel de humedad del substrato sóli9o debe ser determinado para ca

da especie-y probablemente .para cada cepa utilizada, esto puede representar 
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un problema, ya que el contenido de humedad depende ampliament.e de la nat.Y. 

raleza del substrato. Esto es cuando se utilizan materiales amiláceos el 

contenido de humedad no puede ser alto, debido a que con altos porcentajes 

de humedad las partículas se aglomeran formándose una masa pa~tosa que di

ficulta la asimilación del substrato y la difusión del oxigeno en la masa, 

asi como problemas para homogenizar y distribuir el inóculo, 

Para los materiales celulósicos la humedad puede ser mayor que para 

los amilásicos, ya que están constituidos por fibras que tienen una estruc

tura porosa, la cual permite trabajar a niveles de humedad mayores a los 

normales.desde 55% a 70%, además presenta los espacios que facilitan la di

fusión del oxigeno y el calor generado por el metabolismo del microorganis

mo. Dadas las características de estos materiales es posible introducirlos 

en pequeñas cantidades en medios sólidos donde el substrato es amilásico 

para aumentar la capacidad de absorción de agua y la porosidad del medio, 

lo que permitiría .tener mayor eficiencia durante el proceso, como en el CJ!. 

so del bagazo de caña en la fermentación de ia yuca (76). 

Por otro lado el contenido de humedad del medio se incrementa lenta

mente durante la fermentación debido a la baja de materia seca y a la pro

ducción de agua metabólica· por la oxidación de carbohidratos (84). 

El contenido de agua en el medio sólido como se ha descrito anterior

mente juega un papel importante en el desarrollo de la fermentación, ya que 

influye en forma dir~cta en la germinación del inóculo y en el crecimiento 

del micelio (92), asi como en la sintesís de enzimas. 

Los niveles de humedad para obtener un·óptimo crecimiento de células y 
un máximo rendimiento de enzimas son muy variadas, siendo función del mi

croorganismo empleado. Esto sugiere la posibilidad de incrementar rendimiel!. 

tos de células.o enzimas· mediante el control del sistema, regulando el con

tenido de agua en la fase de crecimiento y en la fase estacionaria para dar 
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los niveles adecuados de crecimiento de células y producción de enzimas 

respectivamente (73). 

Por otro ·lado cambios durante la fermentación en la humedad pueden ser 

atribuidos .ª la evaporación, Sato et. al, proponen suministrar más llumedad 

introduciendo particulas de pulpa de madera mezcladas con ·arroz y salvado 

de trigo para el crecimiento de Aspergillus oryzae, (94). 

3.3.2 Aereación y transferencia de masa 

La capacidad de aereación del cultivo está gobernada por la naturaleza 

del microorganismo usado, el grado de requerimiento de oxigeno para la sín

tesis del producto (5), la cantidad de calor metabólico para ser disipado 

de la masa, el espesor de la capa ael substrato, el grado con el que el C02 
y otros metabolitos volátiles son eliminados y el grado de espacios dispo

nibles en el substrato. 

Una alta concentración de COz en el fermentador, así como en los gases 

afluentes es encontrada cuando la aereación es baja. En la síntesis de la 

amilasa (5), presiones altas de dióxido de carbono pueden inhibir su. produc

ción. Por otro lado una alta concentración de oxígeno estimula la productivi

dad de la amilasa. 

La transferencia de oxígeno puede ser afectada por la formación de agl.Q. 

merados de masa compacta debidos al crecimiento fungal, al efecto masa de los 

sólidos (41), a la presencia de un exceso ~e asua (84,92) y al uso de partÍCJ! 

las muy finas de substrato, Es~e tipo de problemas pueden ser eliminados con 

el uso de substratos porosos granulados o fibrosos (76), con capas delgadas 

de substrato, con agitación del substrato y rotación de ·los fermentadores (48), 

André et.al (3), describen un método para la determinación del coeficiente 

transferencia de masa para aplicación en la fermentación en substrato sólido 

(102). 
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3.3.3 Temperatura 

Gran cantidad -de calor es generado durante la fermentación sólida, en. 

contrándose directamente relacionado con las actividades metabólicas del 

microorganismo. La remoción del calor metabólico generado se dificulta cua.n. 

do el substrato está muy húmedo (1), lo que ocasiona un incremento de temp.!2. 

ratura que puede tener efectos sobre la germinación de esporas, el crecimien

to del hongo, la síntesis del producto y en la ésporulación (l,84,92). 

El rango de temperatura comúnmente usado es de 25-32ºC en fermentación 

sólida (30). 

3.3.4 El pH en el medio sólido 

El pH es uno de los factores importantes en el desarrollo de la fermenta

ción sólida. Normalmente se trabaja en un rango ácido por ser el óptimo para 

el crecimiento de los hongos y para evitar contaminación bacterian.1. Por otro 

lado durante la fermentación el crecimiento micelial promueve una rápida aci

dificación del medio, la cual es detenida más adelante cuando las sales de arn.Q. 

nio y la urea son utilizadas corno fuente de nitrógeno (84). La capacidad amor

tiguadora de estas sales ayudan a eliminar la necesidOO del control del pH ( 48). 

3.3.5 La concentración del inóculo 

La ~oncentración del inóculo también es un factor de importancia, ya· que 

una concentración alta de esporas da un crecimiento inicial rápido y no todas 

las esporas germinan. Para cada proceso deberá determinarse el nivel óptimo de 

inoculación, e.g, la concentración Ópti~ encontrada_ es de 2 x 107 esporas/g 

substrato, para Aspergillus niger en harina de yuca, Raimbault (84). 

3.4 Sistemas de fermentac~ón sólida 

En el proceso "koji" tradic tonal el· substrato sólido se distribuyl! en ca

nastas de bambú apiladas una sobre otra y arregladas de manera que existe cir

culación de aire. Debido a la laboriosidad del proceso, se han desarrollado 

otros equipos de fermentación. 
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a) Fermentado~ de tambor rotatorio 

· Este sistema está basado en el uso de un envase o recipiente en forma 

de tambor montado sobre un sistema de rodillos los. cuales· actúan como sopor

te y como aparatos de rotación. Alternativamente el mecanismo de un reloj 

puede ser usado para la rotación del tambor, a la vez que la velocidad de rQ. 

tación puede ser de 1 rpm. 

Los tambores y recipientes.usados en diferentes trabajos incluyen enva

ses de vidrio Pyrex o pailas de hierro con capacidad de 5 galones a 55 galo

nes y los tambores neumáticos con capacidad de 100 g, 1 kg, 5 kg hasta 70 kg 

o un tamaño de escala industrial. 

Los fermentadores de tambor rotario'están usualmente equipados con una 

entrada y una salida de aire. El tubo de entrada de aire puede casi alcanzar 

el fondo del tambor. La aereación se completa por medio de un ventilador lo

calizado sobre el lado opuesto a la entrada de aire o por aire estéril de un 

compresor. 

La preparación del medio sólido se efectúa mediante cocimiento con vapor 

inoculación, incubación y finalmenl"e secado, operaciones que son realizadas 

"in situ". El fermentador puede ser desmantelado para la limpieza y esterili

zación y permite hacer numerosas variaciones en las operaciones del fermenta

dor en un tiempo mínimo. 

El crecimiento microbiano en fermentadores de este tipo es rápido y uni

forme. Las dificultades encontradas al incrementar el tamaño del tambor son 

principalmente en el crecimiento y en el control de temperatura, en la conta

minación microblana, en la agregación de las partículas y en el retraso del 

crecimiento debido al agotamiento de las partículas del substrato (48). 

b) Fermentador de charolas 

Las charolas tienen aproximadamente de_ 1 a 2 pulgadas de espesor de la 

capa de substrato y son colocadas en estantes adecuados dentro de un gabinete 
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o en cuartos donde los parámetros óptimos de crecimiento son controlados 

para obtener una alta eficiencia. 

El medio es humidificado mediante humidificadores o por aire húmedo. El 

fermentador está provisto de aparatos que controlan la ventilación, la hume

dad y la temperatura. 

Las charolas son fabricadas de madera y están provistas de un fondo fal 

so o de una malla metálica. También pueden ser charolas perforadas en el fo~ 

do. La perforación o el fondo falso permiten una aereación adecuada del sub.§_ 

trato en el fondo de las charolas. 

Los fermentadores de charolas son utilizadas en todos los niveles, des

de el nivel laboratorio hasta un nivel de escala comercial (28). Estos ferme~ 

dores proporcionan un producto fin•ll más uniforme y con alta actividad enzim! 

tica. Sin embargo la necesidad de una área extensa de trabajo es una desvent~ 

ja para este tipo de fermentación. El tiempo de fermentación para la mayor 

parte de los procesos es de 36 horas normalmente, dependiendo del producto. 

c) Fermentadores de columnas 

Este tipo de fermentadores consisten en una columna de vidrio o plástico 

provista de dos entradas una inferior y otra superior; una permite la entrada 

y la otra la salida de los gases afluentes de la fermentación, mientras que 

la temperatura es controlada en cuarto de incubación o por el paso de agua 

fría a través de una chaqueta o serpentin. 

La humedad de la columna puede ser controlada mediante el uso de aire h.Q_ 

medo que proviene de un humidifcador integrado a la columna, que. depende de 

la cantidad de substrato el cual entra a razón de 4/6 litros/h por 10 gramos 

secos. Una unidad de fermentación consiste en 24 fermentadores de columnas 

para nivel laboratorio, Raimbault y Alazard (84). Otros tipos de fermentadores 

son descritos por Lonsane et.al (48). ·La fig. 8, muestra un fermentador de co

lumna usado a nivel laboratorio. 
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3.5 Comparación de"'°ª .termenJ;acio.11 .1;m. cu.i.t:1vu solido y la fermentación en 

cultivo sumergido~ 

La tecnologia de cultivo sólido es incipiente en nuestro pais, tenie!! 

do a nivel industrial un desarrollo limitado. Aunado a esta situación la 

escasa información existen'te dificulta su avance, sin embargo grandes esfuer. 

zos se están realizando al respecto. Por otra parte, abundante información 

se publica a nivel internacional en relación al cultivo sumergido, dado que 

las condiciones ambientales son de fácil control. Por lo general se hace hin. 

capié en conocer el efecto del pH, temperatura, nivel de aereación. veloci

dad de agitación, ~"'1traci6n de substratos, etc., sobre la producción de 

metabolitos principalmente enzimas de importancia industrial. La disponibi

lidad de equipo versátil de fermentación que permite el control de todos es

tos parámetros automáticamente. 

La fermentación sólida no ha tenido el mismo grado de avance. Na obstaa 

ta en los últimos años las investigaciones en relación a la utilización de 

la fermentación en estado sólido para la producción de diversos metabolitos, 

enriquecimiento proteico de materiales de desecho, entre otros usos, son ca

da vez más importantes, lo que implica un considerable avance en el desarro

llo de esta tecnología. 

A pesar de este desbalance en las fermentaciones industriales. el culti 

vo sólido presenta algunas ventajas (30), destacando las siguientes: 

l.•El modio de cultivo es relativamente simple, consta del material sóli 

do seleccionado con el contenido de humedad adecuado y algún otro CO!!J. 

ponente si es necesario. 

2. El espacio requerido para la fermentación en cultivo sólido es relati 

vamente pequeño, dada la limitada cantidad de agua y el grado de con

centració,n del substrato. 

3.-Las condiciones bajo las cuales los hongos crecen son similares a las 

condiciones de su hábitat natural. 
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4.-La aereación es fácilmente suministrada, ya que el substrato prese.!l 

ta espacios vacíos entre partículas. 

Otras ventajas que ofrece el cultivo sólido desde el punto de vista de 

ingeniería con respecto al proceso en cultivo sumergido se resumen en la ta

bla 12. No obstante, el criterio más importante es sin duda el económico, el. 

cual depende de la capacidad de producción de metabolitos por cada sistema 

de cultivo. 

Las limitaciones que el cultivo sólido presenta son las siguientes, se

gún Hesseltine (30): 

a) Existe limitación con respecto al tipo de microorganismos, ya que SQ 

lo los que son capaces de crecer a bajos niveles de contenido de hu

medad son utilizados, en su mayoría hongos. 

b) El calor metabólico producido puede ser un problema, cuando no se tr~ 

baja en condiciones adecuadas para su remoción. 

3.6 Producción de metabolitos en la fermentación sólida 

A partir del proceso koji se han desarrollado numerosas investigaciones, 

con respecto al crecimiento fungal y la producción de diversos metabolitos c.Q. 

mo enzimas (amilasas, proteasas, celulasas, pectinasas, etc.), ácidos orgáni

.cos y micotoxinas, sobre substratos sólidos. 

3.6.l Producción de proteína microbiana 

El enriquecimiento proteico de materiales amilásicos o celulósicos por 

fermentación en cultivo sólido ha ampliado las aplicaciones de este sistema de 

fermentación. Materiales lignocelulósicos previamente tratados han proporcio

nado excelentes resultados en el incremento-de proteína por el crecimiento mi 

crobiano y muestra un proceso alternativo de uso (12, 45). 



'fabla 12 

'CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS CULTIVOS 
SOLIDOS 'Y SUMEHG IDOS 

.-----------·-------.----------~·---------·----

CRITERIO CULTIVO SOLIDO cuvrrvo SUMERGIDO 

'--·------------·--+--------·--·-"""-------·------! 

Espacio Físico 

Mano de Obra 

Energía para acreaci6n 

Energía para mezclado 

Problema de cohtaminaci6n 

Agua requerida 

Operaciones de recuperación 
de enzimas 

Tipo de proceso 

Generac16n de aguas resi
duales contaminantes 

poco 

mucha 

poca 

muy poca 

poco 

poca 

mucha 

sencillo 

poca 

Fuente1 Adaptada de Underkofler, L. A. (1960). 
Ref. 

0

Carrizales ( 16 ), 

mucho 

poca 

mucha 

mucha 

mucho 

mucha 

mucha 

complejo 

mucha 

-
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Raimbau1t et. al (84,85), describen un proceso de fermentación en cul

tivo sólido para el enriquecimiento proteico en fermentadores de columnas 

empacadas y aereadas. El substrato utilizado fue harina de yuca y como inó

culo Aspergillus niger. El contenido de proteina encontrada en los produc

tos obtenidos oscifa entre io a 16. 5% ( 85). 

Ramos-Valdivia et.al (86), realizan una comparación'de la producción 

de proteína '.llicrobiana por Rhizopus oligosporus sobre yuca en cultivo só

lido en columnas empacadas (método de Raimbault, 84) y en cultivo liquido. 

El incremento de proteína obtenido en el producto final es 26.8% para culti 

vo sumergido y para el cultivo sólido 22.8%, pero la actividad volumétrica 

de proteína (g/l/h) es más alta para el cultivo sólido con 1.20 y para el 

cultivo sumergido de 0.18. 

Peñaloza et.al, (JO), evalúan la posibilida1i de usar como sub_strato en 

la fermentación en cultivo sólido otros materiales residuales como pulpa de 

café, un material sólido relati vam,,•nte rico en azúcares solubles. El residuo 

de plát~no ha sido propuesto igualmente como substrato para el crecimiento 

de Aspergillus niger en cultivo sólido (6). El incremento del contenido de 

proteina en el producto final va desde un º6% inicial a un 18% final. La cás

cara de citricos es utilizada como substrato en la fermentación sólida (90). 

3.6.2 Producción de enzimas en cultivo sólido 

El culti~o sólido en cereales, una de las ventajas que presenta es la 

posibilidad de producir enzimas. El proceso más estudiado es el proceso ko

ji. Este método de cultivo contiene no Únicamente enzimas de maceración, ami_ 

lolíticas y proteolíticas en grandes cantidades en una relación bien balan

ceada sino también las enzimas proteoliticas compuestas 'de un sistema de pr.Q 

teinasas y peptidasas (24), por lo cual es un sistema efectivo en la produc

ción de enzimas, tabla 13. 

Takamine (103), desarrolla un sistema de producción de amilasas (Taka

diastasa) con Aspergillus oryzae, primer sistema de producción industrial de 



'I'al>la 13 

PRODUCC ION DE ENZ 1 MAS POR CUL T 1 VO SOLIDO 

---·-
ENZIMAS MICROORGANISMOS SUBSTRATOS 

- ·-
Amiloglucosidasa fillllirutJL-ª12 • Salvado de 

" 
Amilasas Aspergillus _~.!~~ Salvado de 

Aspergillus .niger Arroz 

Celulasas Trichoderma viride Salvado de 

Proteasas Asperg i 11 us niger Salvado de 

Aspergillus oryzae 

Pectinasas 
." .· 

Asperg illus Salvado de. soyae 

Aspergillus niger Salvado de 

A. carbanerius salvado de 

Fuentes Carrizales ( 16). 

trigo 

trigo 

trigo 

trigo 

trigo 

trigo 

trigo 

(J1 

o 
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enzimas sobre el substrato sólldo de salvado de trigo y almidón. Este sistema 

introduce amplias posibilidades técnicas en la produo?fu de enzimas, para la 

ind•istria, tomando como base el proceso tradicional koji. 

3.6.2.1 Producción de amilasas en cultivo sólido 

Las enzimas amilolíticas pueden ser producidas por el método koji junto 

con proteasas con Aspergillus orvzae sobre salvado de arroz, Narahara et. al 

(72). El autor considera el efecto de la actividad del agua (ay¡) sobre la prQ_ 

•ducción de estas enzimas, encontrando que la velocidad de crecimiento de ~ 

oergillus orvzae decrece con disminución de la ªw y que se detiene a una ªw 
de 0.90. Por otro lado un alto con~enido de agua suprime la actividad protea

sa y eleva la actividad de amilasa considerablemente. 

Una característica interesante de la comparación del cultivo líquido y 

sólido es que en el primero se demuestra la presencia de dos enzimas; glucoa

milasa y de amilasa sintetizadas por Aspergillus hennebergi sobre harina de 

yuca, mientras que en cultivo sólido se sintetizan 2 glucoamilasas (106). Las 

~aracterísticas de estas en~imas, así como el número de amilasas producidas 

y sus propiedades dependen en gran parte de las especies, pero es evidente 

que las condiciones del cultivo tienen una marcada influencia en la síntesis 

de éstas (101, 106). 

Alazard et.al (2) realizan también _un estudio comparativo de ambos méto

dos de cultivo en la producción de enzimas amilolí~icas con Aspergillus niger 

sobre harina de yuca, encontrando que el comportamiento de las enzimas produ

cidas en ambos métodos son diferentes entre sí. Las diferencias se ubican en 

la afinidad por el substrato y en la termoestabilidad a 70°C, en relación con 

la enzima producida en medio líquido, la cual presenta gran afinidad por el 

sub•Jtrato pero con mal•l termoestabilidad a 70°C. 

Mitsue et.al (62), reportan la purificación y caracterización de tres di 

ferentes glucoamilasas obtenidas en el cultivo de Aspergillus oryzae sobre 
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arroz cocido y. sus diferencias con el cultivo sobre salvado de trigo. 

3.6.2.2 Enzimas proteolíticas en cultivo sólido 

Las proteasas son producidas en el kojí junto con otras enzimas, aunque 

su producción en medio sólido es menor que en cultivo líquido. Algunos estu

dios real~zados sobre la producción de enzimas por cultivo sólido demuestran 

la presencia de actividad proteolítica (72). 

Fukushima (24), se ocupa del sistema proteolítico compuesto de proteín~ 

sas y peptidasas contenidas en el koji. Las proteinasas de Asoergillus orvzae 

son proteasas alcalinas y ácidas. 

3.6.2.3 Producción de celulasas 

Toyama (104) describe un proceso automático para la producción de celul~ 

sas. La técnica consiste en cultivar Trichoderma reesei sobre:un-medio sólido 

compuesto esencialmente de una mezcla de paja de arroz y salvado de arroz o 

trigo en una relación de 8: 2 con incubación a 25-30ºC durante 4 di as. La masa 

del producto fermentado se extrae con 3 volúmenes de agua obteniéndose una s~ 

lució.n que contiene una fuerte actividad ceiulolitica. 

Roussos (92) trabajando con Trichoderma harzianum, realiza un estudio e!_ 

tenso sobre la fisiología del crecimiento, así como la fisiología de la espo

rulación del hongo filamentoso celulolítico. Este autor describe el desarrollo 

de Trichoderma harzianum sobre diversos substratos celulósicos por fermenta

ción en medio sólido, utilizando fermentadores de columnas a nivel laboratorio 

Raimbault (84), y a·nivel piloto de diferentes fermen1:adores estátlcos y diná

micos. Describe también un sistem'.I de recuperación de enzimas por prensaJe del 

producto fermentado, esta operación consta de dos etapas: una primera etapa 

donde se prensa el producto sin tratamiento y una segunda donde se le añade 

agua al residuo·insoluble de la primera ex~racción. 
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E.n el primer prensado extrae 67.5% de las celulasas. La segunda extrac

ción de la fracción insoluble rehidratada permite extraer el 80% de celula

sas residuales. En la recuperación un 93.5% de las celulasas producidas en 

fermenta.ción sólida sobre bagazo de caña pueden ser recuperadas. 

Los substratos lignocelulósicos usados fueron paja y salvado de trigo, 

pulpa de remolacha y bagazo de caña de azúcar. Estos substratos llevan pretr,!! 

tamienLos físico-químicos que facilitan el ataque de la celulosa por las enzi 

mas y permiten definir las condiciones de preparación de estos substratos pa

ra la fermentación en medio sólido. 

Rao et.al (87) describen la producción de celulaJas en fermentación sóli. 

da con ?estalotioosis versicolor sobre varios substratos celulósicos tales c.Q. 

mo salvado de arroz, trigo, bagazo de caña, cascarilla de trigo y centeno, e!!. 

centrando la más alta actividad con bagazo de caña y la más baja con salvado 

de trigo. 

3.6.2.4 Pectinasas 

La producción de enzimas pécticas por fermentación en cultivo sólido uti_ 

lizando un fermentador de charolas es descrita por Ghidyal et. al (28). El 111!!!. 

terial sólido usado es el salvado de trigo con adición de sales minerales. El 

substrato sólido es esterilizado a 121°C por 60 mfo. Posteriormerrte es inocu

lado con Aspergillus carbonarius. Las condiciones de la fermentación son: te!!J. 

peratura de 30-35ºC y humedad de 90%. 

La temperatura durante.la fermentación tiene un efecto importante en la 

actividad de la enzima. Charolas con el substrato sólido preparado e inocula

do se dividen en dos lotes, en el primero la temperatura se controla y en el 

segomdo, la temperatura no se controla. El rendimiento de la enzima decrece 

en 12% en la fermentación sin control de temperatura, debi1io al incremento 

de la temperatura de 25-45.ZºC propiciada por el calor generado durante la 

fermentación. La temperatura óptima de incubación es de 30°C (28). · 
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Ghildyal (28) describe un método de extracción de enzimas, en el cual 

el producto de la fermentación se seca a 28-30°C. Al producto seco se le 

adiciona agua destilada a 25-28°C y a 4°C de temperatura. La extracción se 

lleva a cabo durante 60 minutos con agitación intermitente,, posteriormente 

se filtra y se lava. La recuperación más alta de la enzima se da a 4ºC, sin 

,embargo la diferencia no es muy significativa, considerando los costos adi

cionales que involucra. 

Wladyslaw et.al (110) proponen la extracción de enzimas pécticas, con 

agua de la llave a 40ºC por 60 m:¡.nutos. La actividad de las enzimas no es 

afectada durante el secado del extracto a 40ºC. 

Las enzimas pécticas'producidas por fermentación en cultivo sólido son 

enzimas extracelulares de tipo endo enzimas, en su mayoría depolimerasas. 

En general, las enzimas despolimerizantes son de mayor interés en la indus

trialización de frutas y vegetales, ya que su uso facilita la maceración de 

frutas,,proporcionando mayores rendimientos en la obtención de jugos. 

3.6.3 Prodncción de ácidos orgánicos 

En el estudio realizado por Laksminaranaya et.al (43) sobre la produc

ción de ácido cítrico, se reportan mejores rendimientos para el cultivo só

lido que para el cultivo de superficie y el cultivo sumergido. Dos medios 

de cultivo liquido son utilizados, sacaro3a y melazas, absorbidos sobre bafil!. 

zo de caña en el cultivo sólido. Las fermentaciones se córrieron a 30ºC por 

6 días. Los medios se inocularon con esporas de Aspergillus niger. Después 

de la fermentación, el ácido cítrico fue extraído con agua destilada en el 

caso de la fermentación sóÜda. En el caso de los métodos de superficie y 

suemrgido el contenido de los matraces fue filtrado para separar el micelio 

del ácido cítrico. 

3.6.4 Producción de Micotoxinas 

Desde los años sesenta, la producción de aflatoxinas en medio sólido 
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ha sido extensamente estudiada (en vista de un control toxicológico de los 

productos). 

Algunos de estos experimentos son reportados por Hesseltine (30). Cie!, 

tas cepas del género Aspergillus entre ellas Aspergillus flavus y Aspergi

llus oarasiticus producen aflatoxinas sobre arroz, trigo, avena, maíz, etc. 

La producción de aflatoxinas B1• 82, Gl, G2 en trigo por Aspergillus 

parasiticus en 8 días es muy variable. La producción más alta para aflatoxi

nas B1 y Bz es a los 5 días de incubación a 30ºC siendo de 555 y 90 )l g/g 

de substrato respecti~amente; par3 aflatoxinas G1 y G2 a 3 días de incubación 

se obtienen 549 y 98 ~ g/g de substrato respectivamente. 
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CAPITULO IV 

4. MATERIALES Y METODOS 

4.1 Microorganismos 

Se utilizaron cepas de Aspergillus niger, Penicillium sp y Rhizopus ory

~· las dos primeras cepas propor~ionadas por el Dr. Carlos Huitrón del De

partamento de Biotecnolog!a, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, 

fueron aisladas sobre pulpa de henequén por Susana Saval y el Dr. Carlos Hui 

trón ( 95). La tercera cep11 de colección proporcionada por American Type Cul

ture Collection (ATCC), 4858. 

Las cepas anteriores se seleccionaron por su alta actividad pectinoliti

ca. Son conservadas en un medio Extracto de Malta-Bacto-agar (difco. ref. 024) 

a 4ºC durante 6 meses. 

4.2 Preparación del inóculo 

Las esporas se obtienen en matraces de 250 ml con 17 g de masa sólida. El 

medio está constituido por 20g de harina. de yuca, lg.~:de KH2P04, O.Sg. de urea, 

O.Sg de (NH4)2 S04, ·o.5 de CaClz.7.Sg agar en 500 ml de agua a pH=5.6. 

Después de esterilizar e.l medio de cultivo en autoclave, los matraces se 

inoculan con esporas de una preparación en tubo inclinado del microorganismo 

y posteriormente incubados a 30ºC por una semana. 

Preparación de la suspen;ión de esporas.-Al matraz ºcon esporas se a4icio

nan 100 ml de agua destilada y una gota de Tween 80. El matraz se deja agitar 

por 15 minutos. La suspensión obtenida se pasa a través de una gasa para elimi 

nar el micelio. La concentración de esporas se estima por cuenta microscópica 

directa, usando una cámara de Neubauer. 

Cuantificación de esporas y cant.i.dad del. inóculo.- De la suspensión de e.§_ 

paras anterior, se hace una dilución con agua destilada. Esta dilución debe 

ser perfectamente homogénea. La cámara de Neubauer se llena con esta solución 
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usando una pipeta pasteur. La cuantificación se hace tomando 10 cuadros al 

azar y se observa en el microscopio con el objetivo ~e 40x. Se obtiene un 

promedio de esporas por cuadro. Este promedio se multiplica por el factor 

de:caiversi.ón 25 x 104 y ,por la dilución hecha inicialmente, obteniéndose 

una concentración x de esporas por ml de .suspensión. 

Usualmente un solo matraz proporciona aproximadamente 4 x io10 espo

ras, que es suficiente para inocular 2 kg de substrato sólido. 'Raimbault 

(84). 

La concentración de esporas necesari~ para la fermentación se calcula 

considerando la cantidad de gramos de substrato peso seco en el medio. La 
concentración óptima de esporas por gramo de substrato es de 2 x 107 (84). 

4.3 Medios de Cultivo y Cond~ciones 

4.3.1 Medio Sumergido 

El medio liquidó utilizado se seleccionó en base a los máximos rendi

mie11tos reportados en la literatura para cada uno de los componentes del m~ 

dio en la producción de enzimas pécticas (Anexo 1). 

El medio se prepraró con 2% de sacarosa como fuente de carbono, y 2% 

de pectina como substrato inductor para la síntesis de pectinasas. El medio 

contiene además 2% de extracto de levadura, 0.5% de ITT!4N03, 0.02% de NaS04 

y minerales traza: 1.0 mg/l de FeS04, 0.8 mg/l de ZnS04, 4 mg/l de MgS04 y 

1.0 mg/l de CuS04, 5 HzO. El medio se esteriliza a 12lºC d~rante 15 minu

tos. PosterLormente se ajusta el pH a 4.5. Las condiciones óptimas.de le 

fermentación son: 30°C y en el inóculo de 2 x 107 esporas/g de substrato pe-

so seco. 

Se utilizaron 12 matraces de 250 ml conteniendo 125 ml de medio de cul 

tivo líquido e inoculado con esporas en condiciones estériles. Los matraces 

se taparon con gasa y algodón. La fermentación se sigue por 5 días y tomando 

muestras por duplicado para cada d~a. · 
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En todos.los casos los matraces se incubaron a 30ºC a 200 rpm en un 

baño con agitación y temperatura regulada. 

4.3.2 Medio sólido 

Se realizaron estudios preeliminares utilizando el medio de cultivo 

descrito para cultivo líquido. El soporte sólido que se utilizó fue baga

zo de caña proporcionado por el Ingenio de Zacatepec, Mor., libre de azú

cares. El bagazo fue secado, molido y tamizado para obtener la fracción 

20-50. 

Preparación del medio sólido.-Se prepara el medio sumergido sintéti 

co para tener el contenido de humedad requerido para la fermentación, se 

considera para esto los constituyentes sólidos del medio y el bagazo de 

caña necesario. 

El bagazo de caña se humedece con el 50% del medio de cultvo prepara

do. Se esteriliza el medio sumergido restante y el medio sólido. por separ~ 

do a 121°C durante 15 minutos en autoclave. 

El medio sumergido se ajustó a pH 4.5 después de la adición del inócu

lo. La fermentación en cultivo sólido se realiza en reactores empa.cado~. El 

soporte sólido es bien mezclado junto con la solución conteniendo los nu

trientes y el inóculo. La humeda~ final del medio sólido es de 70%. 

El medio sólido preparado se reparte en los incubadores a razón de 30g 

por columna, encontrándose cada incubador en un baño maría con termostato a 

35ºC. Los incubadores son aereados con aire sawrados de agua a razón de 4-6 

l/hr. El sistema de incubación se muestra en la fig. 8. 

El sistema de incubación consta de un humidificador· que tiene una entr!!_ 

da de aire y una columna de vidrio con 3.6cm de diámetro y 16.5 cm de altura 

la cual contendrá el medio sólido. En la ¡mte inferior y 9lperior se col.oca algodái y 

¡llpl!l. filtro ¡ma evitar contaminación y condensación durante la fermentación. 
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Fig. B 
Microfermentador en columna 
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El tiempo de fermentación es de 72 horas. Se toman muestras por dupli

cado (cada columna constituye una muestra). Se toma una muestra a tiempo C!, 

ro como control y a partir de las 15 horas se muestrea a.intervalos de 5 ho

ras. 

4.4 Método de extracción de enzimas pécticas 

El proceso de extracción de las enzimas y otros metabolitos solubles se 

efectúa con ayuda de una prensa hidráulica según diseño de Roussos· (92); Es

te proceso consta de dos etapas: una primera etapa donde 30g de producto hú

medo se prensan en una celda especialmente diseñada y adaptable a una prensa 

hidráulica. 

Obteniéndose una primera fracción soluble. La fracción insoluble de la 

primera extracción se le adicionan 20 ml de agua destilada, se mezcla perfe.E.. 

tamente y se lleva a cabo una segunda extracción, obteniéndose la segunda 

fracción soluble. Un esquema del proceso se muestra ·en la pág. 89. 

4.5 Evaluación de los parámetros de la fermentación en cultivo sólido y en 

cultivo sumergido. 

Los parámetros evaluados para seguir el curso de la fermentación en los 
dos tipos de cultivo son prácticamente los mismos, pero los métodos usados 

son diferentes. 

Para el medio st!lllergido la determinación de la biomasa se realiza por el 

mét• •do de determinación de peso seco. Se toman 25 ml de muestra homogénea del 

caldo de fermentación, se filtran con vacio sobre papel filtro a P,eso consta.!!. 

te. La biomasa obtenida se lava con agua destilada y se coloca en una caja p~ 

tri, secándose a lOOºC en una estufa, durante 6 a 8 horas. 

El pH se mide en 25 ml del caldo de fermentación a 25ºC en un potencióm~ 

tro (pH-meter E 516 Titriskop Metrohm Herisau). 
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· Determinación de la Actividad Pectinolítica.-La actividad pectinolíti

ca se determina por viscosimetria. Esta determinación se lleva a cabo con 

una solución de pectina al 1% en amortigaador ·de acetatos (pH 5.0) y a 30°C. 

Una unidad se·define como la cantidad de enzima que reduce la viscosidad 

inicial en un 25% en. 20 minutos. Inicialmente se analizó una enzima comer

cial (Irgazime, Ciba-Geigy), Para la medición de actividad se emplearon dos 

metodologías: 

a) Uso del viscosimetro Brookfield Modelo HBT 
b) Uso de una pipeta graduada de O.l ml. 

Para el caso de la enzima comercial, se utilizaron concentraciones de 

enzima de 10, 20, 30, 40 y 50 rpm, determinándose la viscosidad en centipoJ:. 

ses contra el tiempo de reacción (min) o el tieinpo de flujo (seg), contra 

el tiempo de reacción (min), deperidi.endo'de la metod·;logía empleada. En base 

a los resultados obtenidos y representados en la fig. 9, se observa un com

portamiento lineal en ambos métodos a las mismas concentraciones de enzima, 

así como en los tiempos de reacción, por lo que se llegó a la conclusión de 

que se podía trabajar con el método más sencillo, considerando solo el ínter. 

valo de concentración donde ambos son equivalentes y la linearirlad entre la 

concentración de enzima y la velocidad de reacción. 

En el caso del cultivo sumergido se emplea .como solución de enzima el 

sobrenadante del caldo de fermentación, después de centrif!lgar a 3500 rpm 

por 10 minut.os. 

·Para cultivQ sólidQ se emplean las fraccione:i solubles obtenidas en la 

operación de prensado, después de dejar que se sedimenten partículas en sus

pen11ión, 

Para el caso de la fermentación sólida, el tratamiento de las muestras 

se realiza según el esquema de la fig. 10 •. 
El contenido de humedad se determina gravimétricamente en Sg de produc-

to. 
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Fig. 9 Deterainación de la Actividad Pectinolitica 

por Viscosimetría: a) uso del viscosimetro BrOOlé;f~eld, 

(- -.-); b) Uso de una pipeta graduada de 0.1 •l 'e-). 
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Para la medición de pH, carbohidratos residuales (azúcares totales y 

azúcares reductores), y determinación de ácidos nucleicos se requiere de 

preparar inicialmente una suspensión de 5g producto en 50 ml o 100 ml de 

agua destilada después de mezclar perfectamente. 

La determinadón de ácidos nucleicos.-En esta determinación se emplea 

el método de Ogury Rosen (75) por extracción de los ácidos nucleicos en 

ácido perclórico. 5 ml de la suspensión se centrifugan a 3000-5000 rpm 

por 15 minutos. El sobrenadante se elimina con una pipeta pasteur y a la 

parte ·insoluble se le adicfona 1 5 ml de ácido perclórico (O .5-0. 7 M), mez

clando perfectamente. La digestión de las muestra,; se lle11a a cabo en un 

baño fisiológico con agitación y temperatura controlada, a 70ªC durante 20 

minutos. Después de la digestión, las muestras se centrifugan a 3000-5000 

rpm durante 15 minutos. La solución debe estar cristalina para evitar in

terferencias. Las lecturas se realizan en un espectrofotómetro Beckman Mo

delo 25, a 260 nm entre 0.1-0.6 de Densidad Optica. 

Determinación de Carbohidratos Residuales.-Para determinar el consu

mo de sacarosa se empleó el método de. determi.nación de Azúcares Reductores 

por el Acido 3-5 Dinitrosalicílico (61), después de la hidrólisi.s de la S.2, 

caresa residual por la enzima Invertasa (Miles de México). Se toman 9 ml 

de una suspensión homogénea ( 4g de producto en 96 ml. de agu11 destilada) y 

un ml de enzima (2 mg/ml). La reacción se efectúa a SSºC por 10 minutos, 

para una completa hidrólisis. Por otro lado se determinan los azúcares re

ductores presentes en las muestras sin tratamieneo enzimático. La diferen

cia de estas dos determinaciones es la concentración de sacarosa en las 

muestras. Se expresa en mg/g producto peso seco inicial. En ambos casos se 

utilizó glu•:osa como estándar. 

4.6 Termoestabilidad de la enzima 

La solución de enzima con actividad de 142,9 U/ml se incubó a una tem-
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Contenido de un incubalor --. Peso Total ,Húmedo 

l. . . 
Producto Homogeneo 

. ¡ 
5g de muestra Estufa a 105°C, 24 horas 

¡ 
100 ml de H20 

1 
, Ultra-Turrax 

2 min-20 000. t/minutos 

l 
Dílucione:; 

(1/2; 1/5; 1/15; 1/100) 

Azúcares 

Totales 

l 
Peso seco 

---.... medida de pH 

Azúcares 

Reductores 

Actividad 

Pectinolítica 

(u/ml) 

Fig. 10. Esquema de tratamiento y análisis de las m.uestras del producto 

en la fermentación sólida. 
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peratura de 5QºC con agitación continua. Se tomaron muestras a diferentes 

tiempos (0, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos), determinándose la actividad pe.s_ 

tinolitica por el método antes descrito. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 Comparación de Cepas 

Para seleccionar la cepa adecuada se 'consideró la producción de enzi

ma y cantidad de biomasa como parámetros fundamentales. 

Primeramente se realizó la selección de cepas en medio sumergido, en 

matraces agitados utilizando el medio de cultivo sintético. Se hicieron va

rias pruebas con un tie111po de fermentación de 120 horas, tiempo óptimo pa

ra el proceso en cultivo sumergido. La tabla .14, muestra la actividad pro-
' ducida para cada cepa, medida por viscosimetría y la biomasa producida por 

determinación del peso seco. 

De los resul-tados obtenidos se observa que la cepa de Aspergillus ni

.&!l.!:. demuestra ser la más interesante en términos de la actividad enzimáti

ca, seguida por la de Penicillium sp. Esta Última alcanza un máximo de ac

tividad de 20 u/ml pero a· largo tieiapo (120h) y dada la dificultar! para 

mantener las condiciones estériles en la fermentación sólida se óptó por 

un proceso·lo más corto posible. La cepa de Rhizopus oryzae se descartó por 

la dificultad de obtener esporas y el bajo nivel de producción de enzimas. 

5.2 Diseño del Medio de Cultivo Sólido 

El método de ct¡ltivo sólido se basa principalmente en ·la distribución 

homogénea del substrato, esporar. y sales en el material sólido usado como 

soporte. El contenido ·de humedad y el pH son esenciales para asegurar una 

ef'Í~iente aereación y un buen crecimiento del hongo respectivamente. Por 

otro lado la composición del medio de cultiv~ juega un papel muy importante 

en la s:l.ntesis de las enztmas, por esto reali:'.aron ensayos preeliminares 

con respecto a· la composición del medio. 

En primera instancia se probó la cepa de Aspergillus niger en cultivo 



- 67 -

sólido en un medio sintético de pectina, sacarosa y sales absorbido sobre 

bagazo de caña molido. 

Diferentes concentraciones de pectina y sacarosa se proJaron para ob- · 

servar el efecto sinérgico de.ambos substratos. Se corriero~ fermentaciones 

utilizando diferentes relaciones de pectina.-sacarosa. La tabla 15, muestra 

la actividad producida por Aspergillus niger para cada relación. De los re

sultado~ obtenidos sobresale la· relación 3:6, a la que la actividad enzimá

tica encontrada es mayor en un tiempo de fermentación menor, en relac1.ón con 

el medio sumergido lo que redunda en una mayor productividad. La relación 

3:12 es también interesante pero tiene la desventaja de que altas concentra

ciones de sacarosa provocan mayor crecimiento del hongo, · 10 que promueve una 

esporulación temprana. 

El medio de cultivo seleccionado fue el siguiente: 

Soporte Sólido • • • • . • • • • • • • • Bagazo de cafü1 

Fuente de Carbono 

· Sacarosa • • • • • • • • • • • • • . • • • 6% 

Substrato Inductor 

Pectina ••••••••••••••••.• 3% 

Fuente de Nitrógeno y Fósforo 

Urea •••••••••••••••• , •• , • 2.4g 

1 
(NH4)2S04 •••••••••••••••• 9,Sg por lOOg de substrato 
KH2P04 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, s.Og peso seco 

Minerales Traza mg/l 

FeS04 •••• • ••••••••.• , ••••••• , 1,0 

..................... •.• 

....................... 

o.a 
4.0 
1.0 
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El contenido de humedad del medio sólido es de 70%. 

Puesto que el pH es un factor critico en el desarrollo de la fermenta

ción y en reactores estáticos su control se dificulti;;, debido a que el cre

cimiento micelial promueve una rápida acidificación del medio, Raimbault 

(84)', propone el uso de sales de amonio y urea, que al ser utilizadas por 

el microorganismo como fuente de Nitrógeno evitan variaciones fuertes del 

pH. Por esto el medio de cultivo óptimo incluye sulfato de amonio y urea 

como fuentes de Nitrógeno. 

j,3 Pruebas en Cultivo sólido 

Con la finalidad de observar. el comportamiento de la fermentación en 

la producción de las enzimas pécticas, se realizaron cinéticas de produc

ción de estas enzimas. 

En la fig. 11, se muestra una cinética de producción de enzimas pécti

cas, en la cual se puede observar una síntesis parcialmente desacoplada del 

crecimiento. Esto se confirma al observar el consumo de sacarosa, ya que é~ 

ta se agota y se puede suponer que se da lugar al consumo de la pectina, d2, 

do que la producción de las enzimas se incremen1;a notablemente. Esta etapa 

sucede entre las 30 y 35 horas de fermentación. La fermentación continúa 

hasta las 45 horan, tie•npo en el que se obtiene la máxima activid'id. 

Con respecto a la humedad del producto, ésta se incrementa aproximada

mente de un 3 a 4% durante la·fermentación, debido a la respiración del hon

go. 

El pH, importante en la síntesis de las enzimas, baja en las primeras 
horas de la fermentación, durante la fase exponencial de crecimiento del hon. 

go. Después se estabiliza y casi permanece constante har.ta el final de la 

fermentación. 

Considerando que la cepa de Penicillium sp, podría constituir otra opción 
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para el proceso, se real i.zaron cinéticas de producción de enzimas péc t icas 

obteniéndose lós resultado13 presentad's en la fig. 12. La actividad enzimá

tica producida por esta cepa fue menor a la produci.da por Aspergillus niger 

a las mismas condiciones de cultivo sólido, observándose además un crecimie.!l 

to muy lento del hong:i. Por estas razones se decidió descartas esta cepa y 

efectuar el trabajo posterior con Aspergillus niger. 

5.4 Extracción de Enzimas 

La operación de recuperac.ión de enzimas péctica~ por prensaje es muy se.!l 

lla y consta de dos etapas: uaa priJrera eta¡a donde se prensa el pnd 1cto sin tr.!!_ 

tami·~nto y una segunda donde se le añade agua al resLdno insoluble de la prim~ 

ra extrac.:ión. La actividad volumétrica lograda en la segunda fracción s:üuble 

es l!Elyor que en la primera, se puede pensar que las enzimas están abs:Jrbidas a 

la pared del hongo y que se liberan más fácilmente después de una primera alt~ 

ración mecánica, Raibault (2), reporta un fenómeno similar con glucoamilasas. 

5.5 Termoestabilidad de la enzima (Aspergillus niger) 

La disminución de la actividad c,111 el tie:.1po de incubación es evidente, a 

los cinco minutos pierde aproxiuedarente el 65% de su .~ctividad y decrece gradual

mente hasta que se inactiva t:italmente a un tiempo de incubación de 60 min. 

TABLA 16 

Termoe.;tabilidad de la enzima a 50°C 

1- Tiem:o 

5 
10 
15 
30 
45 
60 

(min) Actividad u/ml 

142.9 
50 
26.5 
25.63 
19.4 

7 .B 

1 
1 

Nota: A temperatura ambiente la actividad permanece con.§. 
tante por un mes. 
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Las características de termoestabilldad del extracto enzimático obteni

do es semejante a las que se reporta en estudios en ~á literatura. Sin emba!:, 

go esta característica no infiere en su aplicación en algunos procesos en la 

industria agroalimentaria debido a que las condiciones de temperatura a· las 

cuales se trabaja son menores. 

De los resultados encontrad.os en relación a la productividad del cultivo 

sumergirlo y cultivo sólido se tiene que la actividad vrJlwnél:rica para el pri

mero fue de 0.92 u/unidad de volumen/h. Se determinó considerando la activi

dad máxim,1 producida por Aspergillus niger y el tiefllpo en que se alcanza· és

ta. Para el cultiv·J sólido la actividad volumétrica encontrada fue de 7.95 

u/unid•td de vol1men/h, y se determinó conside;:-ando el volm1en útil del reac

tor, la masa en gramos empacada y las unidades por g. obtenidas de la opera

ción de recuperación. 

La actividad ·pectinolítica producida por unidad de volumen de reactor re

sulta ser de mayor ~~gnitud en cultivo sólido que en cul;.ivo sumergido lo que 

nos per·aite considerar como factib],e el escalar este proces<1 a un nivel semipi 

loto en reactor estático. 



TABLA No, 14PRODUCCION DE PECTINASAS CON DIFERENTES 
CEPAS, ENSAYOS EN MATRACES AGITADOS 

CEPA TIEMPO (h) BIOMASA (g/l) pH ACT. PECT. 

Aspergillus n;!;ser 48 4.84 3.8 5 

Penicilliun se 48 0.778 4.4 o 

Rhizopus ºEl'.zae 48 12.20 4 .. 2 ' o 

Asperg:illus niqer 72 7. 71 3.7 5 

Penicillium se 72 0.87 4.4 o 

Rhizopus oryzae 72 16.55 4. l. 1 
·-->--· 

~rgillus n!:ger 120 6.95 3.5 11.l 
- --

Penicilliun SE 120 6.46 5.5 20 
---- - -

RhizQPUS oryzae ·120 18.30 3.9 5 
----

(U/m•l) 



TABLA No, 15 PRODUCCION DE PECTINASAS F.N MEDIO SOLIDO 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUSTRATO 

PECTINA/SACAROSA 

RELACION TIEMPO (h) AC'l'IVIDAD (U/ml) AC'rIVlDAD PEC'l'. (ll/g) 

·------------>--·-

24 120 83.59 
----~·· ~---- .. 

313 40 500 357.65 
----- ---.. --

64 125 92.10 
-

24 250 176.10 
- -

316 40 500 341.80 

64 1000 672.60 

24 140 89.70 

3112 40 333 222.00 

64 666 477.00 

Cepa A. niger CH4 
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CAPI'l1JLO. VI 

6. PRUEBA SEMIPILCYl'O 

De acuerdo a los resul~ados obtenidos a nivel laboratorio resulta fac

tib~.e escalar este p:-oceso a un nivel de producción mayor, como es un nivel 

semipiloto .en reactor estático de tipo zymotis. 

El biofermentador estático Zymotis para el cultivo de hongos filamento

;;os en m·~dio sólido sobre substratos amiláceos y celulósicos es descrito en 

la fig. 13 y 44, Rouss,,s (92). Está constituiclo por una cuva paralelepípeda 

:iividida en doce compartimientos separailos por placas de refrigeración. 

El llenad:> del Zymotis se hace colocando en cada compartimiento el medio 

sólido preparado y condicionado (70% de humedad). La capacidad de este ferme.!l. 

tador es de 50 kg de medio sólido preparado. 

La aireación del cultivo se hace por la base de la cuva, asegurando una 

~uena oxigenación del medio sólido, el aire saturado de agua entra·a razón 

de 300-600 l/hora/kg. La temperatura se controla a 35ºC. 

El fermentador se llenó a un, capacidad de 10 kg de .medio sólido impreg

nado con el medio sintétic1) anteriorm·~nte descrito para la producción de pec

tinasas. El inóculo se adicionó en una concentración p.e 2x 10¡ esporas/g de 

substrato peso seco y el pH de 4.5, foe ajustado de la misma forma que en ni

vel laboratorio. La fermentación se siguió durante 45 horas; 

El incremento de hum0nd!1d después de 48 horas de fermentación es solame.!!, 

te del 1% (70. 75-71.5) contra 3-4% en las columnas utilizadas en niv.c.!l labo

ratorio. Esto se debe a dos razones, dificultad de saturdr de agua el aire 

con flujos muy elevados y la falta de homogeneidad del producto en loa com

partimientos, el cual tiende a humidificarse abajo y secarse arriba. Esto tSJ[ 

bién puede ser resultado del incremento de temperatura provocado por el calor 

metabólico producido y no disipado rápidamente, lo que ocasiona un secado del 

producto. En relación al proceso .de recuperación de enzimas por prensado se 
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presentaron di versos prob lem.:ts principalmente ligados al tipo de prensa ut,!. 

!izado, fig. 15; ya que la prensa disponible resultó ser de menor potencia 

que la prensa usada a nivel laboratorio. 

El volumen de la primera fracción soluble fue de 3 litros con actividad 

de 100 uiml y la segunda fracción fue de 4 Útros con actividad de 50 u/ml. 

La mayor recuperación de las enzim;1s se tuvo en la primera extracción a dif~ 

renci.a de lo que se observa a nivel laboratorio, donde la mayor actividad se 

encuentra en la segunda fracción soluble. No existe una explicación clar~ 

que justifique estos resultados, aunque seguramente el efecto de la presión 

del prensado debe ser analizado con mayor detalle por ser ésta la única dif~ 

rencia entre los experimentos efectuados. 

Ultrafiltración 

La mezcla de las fracciones solubles obtenidas del producto prensado, 

con actividad de 57.9 u/ml, se centrifugó a 5000 rpm durante 30 minutos a una. 

temperatura de 4ºC, para evitar que las enzimas presentes en el extracto se 

desnaturalicen. El objeto de la centrifugación es eliminar partículas en sus

pem1ión. 

El volumen de extr1cto obtenido es tratado por un método de separación: 

la ultr.1filtr.c,ción. Este método utiliza presión o fuerza centrífuga para obli 

gar a pasar el medio aCU·)SO y las moléculas de menor peso molecular a través 

de una membr-i11a semiperm·~able. o un.1 fibra poro.3a que permite la retención de 

las moléculas de mayor peso mol·~cular como las enzimas. Los pesos moleculares 

de corte son fun:ión de la membra•a o fibra sel·~ccionada. La operación de se

paración se llevó a cabo en un .equipo de ultrafiltración Modelo RF-LAB-5RF 

con capaccdad de 10 litros por hora, el tipo de membrana es de PH 10 Romicon, 

Clln peso molecular de corte de 10 000. 

El v·Jlumen de trabajo fue de 6 litros, la presión d!! salida de 5 Psi, la 

presión de entrada de 26.3 Psi. 
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El volumen obtenido de la ultrafiltración es de 1400 ml de solución 

concentrada de enzimas con una actividad de 142.9 u/ml. 

Se determinó la actividad en este permeado, pe•o no se detectó. 

Las características del ·proceso se NS'.unen en la tabla 17. 

TABLA 17 

Resultados de la ultrafiltración del extracto 

enzimático obtenidos de la fermentación sólida (AP=21.3 psi) 

Ultrafiltrac·i ón 

Extracto de 

fermentación 

Volumen 

Retenido 

Voltimen (ml) 

6 000 

" : 

140() 

·Actividad 
(u/ml) 

. 57.9 

142.9 

ktividail total 
(u. totales) 

347, 400 

200, 000 

Efic..i.ercia 
(%) 

57.6 

En la tabla 17, puede observarse que la; pérdidas de actividad d1.1tante 

el proceso fueron considerables, esto puede ser consecuencia de un increme.!1_ 

to ,de temperatu.ra, por cavitación dada lo.:; flujos muy importante d•1rante el 

proceso o bien al prob . .:ide atrapamiento de enzima dentro de las .flbra:-;. En 

realidad se seleccl.onó el tamaño de fibra más pequeña (PM corte 10 000), p~ 

ro sería conveniente analizar el comportamiento del sistem.1 con otro tipo 

de fibraf. (eg. PM=SO 000). 
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Fig. 1:5. Vista lateral 
del biofermentador Zy

m.otis. 

Fig. 14 • Diagrama del Zymotis 
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Fig.11 . Prensa utilizada a nivel 

semipiloto. 
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CAPITIJLO VII 

APLICACIONES DEI. PRODUCI'O 

Dentro de las aplicaci01mis más importan<;es de las enzimas ¡iécti.cas en 

la industria agroalimentaria se encuentra la extracción de jugos y la cla

rificación de estos mismos, los cuales se ubican en la industria de proce

samiento de frutas. Una aplicación reciente es en el proceso de extracción 

de aceite de Cl1C•) (17). Este proces.) presenta grandes ventajas en la extra.s_ 

ción del aceite por vía enzimática, destacando la mejor calidad del produc

to obtenido, la reducción de costos de infraestru~tura y de mano de obra. 

Con la finalidad de probar el producto obtenido por fermentación en cul 

tivo sólido se realizaron aplicaciones del producto en la clarificación de 

jugo de m.~nzana y la extracción de aceite de coco por via enzimática, al mi.§. 

mo tiempo que se comparó con una enzima comercial. 

A. Aplicación de la enzima (Aspergillus niger) en la clariftcación de jugo 

de manzana. 

La despectinización del jugo de manzana es una determinación de la acti

vidad pectinolítica relati.va de la enzima péctica. 

Prucedimiento: 

Obtención del jugo de manzana.-Se trituraron las manzanas finamente. De2_ 

pués se mezcló una parte de la pulpa obtenida por una parte de una solución 

de NaCl al 0.1%. La suspensión resultante se filtró a través de gasa o manta 

cielo para obtener el jugo. 

Volúmenes iguales del jugo se colocaron en tubos de ensaye, a uno de los 

cuales se adicionó la solución de enzima comercial para obtener una concentra

ción final de 30 rpm y al otro la solución de enzima de Aspergillus niser a 

una dilución final de 1:50. El sistema de reacción se incubó a 45ºC durante 

una hora. Pasado este tiempo se inactivaron las enzimas a 90ºC por 5 minutos. 

Un volumen iguiil de jugo de manzana se utilizó como control. 



- 81 -

Esta misma prueba se re·alizó tomando diferentes volúmenes de enzima de 

Aspergillus niger, O. 4, O. 3, O. 2 y O .1 ml de la solución de enzima a las 

misma:1 condiciones y tomando un volumo?n igual de jugo de manzana como testi

go. 

Los resultados de las pruebas anteriores se muestran en L\s tablas (18 

y 19). La observación visual de la reacción enzimáttca se expresó con signos 

para determ.inar.las dife:-encias de actividad despectinizante de ambas prepa

raciones. Result!\ evideni:e q·le la enzima de Aspergillus niger presenta alta 

actividad despectinizante, la cual es comparable con la que presenta la enzi 

ma comercial. Las diferencias visuales de este experimento se mue.stran en V1 

fig. 11. 

B. Aplkación de la enzima. de Aspergillus niger en la extr~cción de aceite 

de coco. 

La aplicación de enzimas en este proceso es relativamente nueva. Entra 

las enzimas que intervienen en el proceso están las pectinas.as y otras de 

interés industrial. Considerando interesante la aplicación de estas enzimas 

en la extracccón de aceite de coco se procedió a realizar un experimento en 

el cual se comparó la enzima producida de Aspergillus niger y una enzima co~ 

mercial. 

Pr1icedimiento: 

Se utilizaron 600 g de carnaza de coco maduro y fr~sco. La carnaza se 

picó en una Moulinex y se dividió en dos partes iguales. Se formó una emul

sión en la licuadora cnn la cantidad correspondi~nte .de agua (dilución 1:4), 

para 300g de coco se requieren 1 200 ml. 

Las emulsiones obtenidas se pasa ron a 2 matraces de 2 litros, los cua

les se usaroi: como recipientes de reacción: Las condiciones del sistema de 

reacción se controlaron mediante el UHO de un baño de agua con contnl de 
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temperatura a 40ºC y un agitador de aspas con agitación de 200 rpm. 

Con las condiciones de operación establecidas se adio:innaron las enz.!_ 

mas al 0.1% (p/v). Las enzimas utilizadas fueron: Pectinasas Irgazyme (Ci

b-1-Geigy) PG; Tenasa AmUa'3a (Complem1mtos Alimenticios S.A.); (Proteasai; 

microbiana:; de Enmex) Papaína y la solución de enzima producida de Aspergi

llus niger. Se dise~aron dos sistemas: 

Sistema I Sistema II 

Amila'3a . 0.1% i\mila>1a o_.1% 

Papaína 0.1% Papaína 0.1% 

Pectinasa o.i% Pecti.nasa 10 ml 

Comercial (de A. niger) 

Después de 30 minuto~ de reacciór1, la emuls~ón tratada se decantó para 

eliminar sólidos. La solución de cada matraz se pasÓ·a 1 matraz de 2 litros 

respectivamente y se dejó en refrigención para que la grasa se sep-1rara 

formándose una capa en la parte superio:- de cada matraz. El agna de la parte 

inferior se eliininó mediante un sifón, la grasa Sl~ obtiene con la menor can· 

t.i.dad de agua posible. Po:>teriormente se recupera en vasos de precipit~dos 

y se coloca en la estufa para fundir la grasa y centrifugar a 10 000 rpm 

por 10 minutos. El c;:intenido de grasa del ene.o es de 27%. 

La eficiencc~ obtenida de aceite de coco en la extr~cción con la enzima 

de Aspergillus niger y la enzima comercial fue de 73 y 75% respectivamente. 

La eficiencia reportada por Cintra et.al (17) es de 80%. LaR principules pé.r. 

didas se tuvieron en la recuperación del matraz de reacción y después en los 

tubos de centrifu~a. El produ::to obtenido es un sólido blanco y a temperatu

ra ambiente y un liquido incoloro a SOºC, fig. 17. 
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Por los resultados obtenidos en ambas pruebas es claro que la activi~ 

·lad pectinolítica de la preparación de las en>~imas obteni·ia de Aspergillus 

niger es comparable a la que presen:an los productos comercial~s. 



TAHLA No.lH ACTIVIDAD PECTINOLITICA RELATIVA POR 
DESPECTINIZACION DEL JUGO DE MANZANA 

-----·-~-·-·-··----·--··---- ... ··-~-·------·---------·---, 

SIS'l'EMA DE REACCION OBSERVACION VISUAi, ** 

ENZIMA COMERCIAL + + + + + 
(30 ppm) + + t + + 

·---------------~---! 

ENZIMA CONCEN'rRADA * 
(0, 4 ml) 

TESTIGO 

* Enzima Goncentrada producida por fermentación sólida 

** Los signos anteriores indican: 

+ + 
+ + 
+ + 

. + + 
+ 

+ + + 
+ + 
+ 

Completa despectinizaci6n 
Buena despéctinizaci6n 
Regular despectinizaci6n 
Baja despectinizaci6n 
Ligera despectinizaci6n 
Ausencia de actividad despectinizante 



TABLA No,lpACTIVIDAD PECTINOLITICA RELATIVA A DIFE-

RENTES VOLUMENES DE ENZIMA CONCENTRADA 

SISTEMA No. VOL. ENZIMA CONC. (ml} OBSERVACION VI$UAL 

A 0.4 + + + + + 

·n 0,3 + + + + 

e 

D 

E 

TESTIGO Blanco 

* Enzima sin concentrar 

Nota: 
Volumen de Reacci6n 20 mi 
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Fíg. " Observación visual de la despectinización en-

zimática del jugo de manzana. 

Fig. 11 , Extracción de aceite de coco. 
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CONCLUSIONES 

La cepa de Aspergillus niger f~e seleccionada por su alta actividad 

pectinolítica, además de presentar características adecuadas para su de

sarrollo en cultivo sólido. Aspergillus niger es un hongo filamentoso, ca

paz de crecer con un bajo contenido de humedad y sintetizar enzimas pécti

cas y extracelularmente, las cuales son inducidas mediante adición al me

dio de cultivo del substrato ind•1ctor: la pectina·, aderaás es ya un~ cepa 

aprobada por la FDA. 

Las condicione$ óptimas para el desarrollo de Aspergillus niger en 

cultivo sólido resultaron ser de: pH 4.5, temperatura 35ºC, humedad ini

cial de 70% y una concentración de inóculo de 2 x 107 esporas/g de substr.2_ 

to peso seco. 

El medio óptimo encontrado contiene concentraciones de pectina y sa

carosa de 3% y 6% respectivamente, lo que resulta superior a lo reportado 

para un medio en cultivo suemrgido. La pectina induce notablemente la sín

tes ~s de enzimas pécticas. Las sales de amonio y urea adicionadas tienen 

una función amortiguadora durante la fermentación, evitando variaciones fuer. 

tes del ~H. 

La producción de las enzimas pécticas durante la fermentación alcanza 

un máximo de actividad a las 45 horas, reduciendo dos veces el tiempo de fer. 

mentación de alta producción reportada para el cultivo sumergido. La sínte

sis de las enzimas pécticas de Asoergillus niger es parcialmente desacoplada 

del crecimientc.. 

El empleo de un soporte inerte (bagazo de caña) para la absorción del 

medio de cultivo resultó altamente satisfactorio al facilitar el proceso en 

sus diversas etapas: alta capacidad de absorción, desarrollo adecuado "del 

microorganismo y fácil recuperación del producto mediante prensado del mate

rial al final del proceso. 
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La productividad encontrada en el cultivo sólido es superior a la de

terminada en cultivo sumergido para el mismo microorganismo. Esta diferencia 

puede ser probablemente menor si se trabaja el proceso sumergido en condici.Q. 

nes más estrictas (control del pH; ae~eación, etc.). Sin embargo la producti 

vidad seguirá siendo alta en el cultivo sólido, dado que el tiempo en el que 

se alcanza la máxima actividad es menor. 

El sistema de extracción de enzimas por prensado resulta ser una opera

ción eficiente de recuperación de enzimas producidas emdiante esta técnica, 

en general es una alternativa más en el procesamiento de metabolitos produci 

dos vía fermentación en cultivo sólido. La eficiencia de recuperación de las 

enzimas por este método depende en gran parte de la potencia de la prensa 

utilizada y es conveniente analizar su potencial para enzimas intracelulares. 

El escalar este proceso a nivel piloto requiere de estudiar los paráme

tros .más críticos como la pérdida de humedad, la evolución del pH, la aerea

ción y el incremento de la temperatur~, así como el de mejorar el sistema de· 

extracción establecido, de tal forma que se optimice este proceso para la 

producción a gran escala no sólo de enzimas sino también de diversos metabo

litos. de interés industrial. 

En general, este trabajo demuestra que es posible producir enzimas péc

ticas en cultivo sólido y paralelamente promover el aprovechamiento de mate

riales lignocelulósicos que en su mayoría son subproductos agroindustriáles. 

Por otro lado la aplicación de las enzimas pécticas en la industria ali. 

mentaría es cada vez más importante por lo que es conveniente considerar. 

la disponibilidad de la epctina para implementar su producción. La idea es 

emplear en el proceso residuos agroindustriales, que aporten la pectina, di.[ 

minuyendo el costo del medio de producción, lo que resultaría interesante y 

::conómicamente redituable. La enzima producida en el exper.íne¡to piloto fue emple~ 

da con éxito en diversas aplicaciones de pectinasas en la tecrol.ogh de a.linalt:os, rabi.e!do 

clarificado jugo de rmnzana y extraído aceite de coco, cm efici.en::las iguales a las obtatldas coo 
los productos carercial.es disponibles en México, todas ellas de importación. 
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DIAGRAMA DEL PROCESO 

PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO 

DEL MEDIO SOLIDO 

l 
INOCULACION CON SUSPENSION 

DE ESPORAS 2x107 esporas/g's .p.s. 

1 

1 FERMENTACION AEROBIA 

35ºC, pH 4.5, tipo de incuba-

ci6n de 45 horas y flujo de -
aire, 300 a 600 l/h/kg. 

1 

EXTRACCION DE ENZIMAS 
(operaci6n de prensado) 

1 
CENTRIFUGACION 

30 min 3000-5000 rpm 
a 4°C 

"' 1 
ULTRAFILTRACIONl 

l 
PRODUCTO CONCENTRADO 

1 

1 

1 APLICACIONES 1 
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DIAGRA.'!A DEL PROCESO DE RECUPERACION 
DE LAS ?ECTINASAS PRODUCIDAS POR FERME.~TACION SOLIDA. 

' PRODUCTO Ft:RMEllTAOO 
con ! 73\ de Humedad 

(10 kg.) 

PRENSADO 
(7 k;¡) 

\. 

' 1 1 
__ ª_A_G_A_z_o_co_M_P_R_r_M_ro_c_¡ 1 ADICION DE AGUA i 

JUGO DE ra. EXTRAC 
CION 100 U/el -
'IT= 3 litres 

1 

i 

1 

1 

JU"IJ MEZCLADO 
7~. 4 .11/:r.l 

'IT=7 litros 

SEG'ÍNDO PREÍISADO 1 

PEPJ!EAOO 
3200 ml 

(sin acti'lidadl 

COMPRIMIDO 

ULTRAFI LTRADO 
!400 ml 1 

, 142.9 JJ/ml . 

1 • 

CE!ITR!FUGACroN 1-L'-"'<JILL---! ~LTRAF!LTRACION l . . 1 

Vol. 6000 -..._ _______ _.. 

NOTA.-En el volumen de oermeado 'se incluye agua de lavado, 
~.ue no fue posibÚ elir.iinar. 
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ANEXO I 

A. SELECCION DE ASPERGILLUS NIGER 

Procesos de Mutación 

METOOO I 

CEPA ----•• la. etapa·---•) Selecc:ión de---> 2a. etapa 
(A: niger) Luz U.V mutantes activas Luz U.V 

Ref. (lJ.6) 

122% PG 

72% PE 

l 
Mutantes Activas, Incre-

mento en producción de enz:inBs, PE y FG 

------;_.Tratamiento con luz U. V.---~ Mutantes Activas 

METOOO 2 
CEPA 

(A. niger) (594,000 ó 792,000 Erg/mm2) 

(Medio; Czapek con 0.5% de pectina) 

Ref. (68) 

METODO 3 (combinado) 

CEPA la. etapa ---•~ 2a. etapa ---- 3a. ~tapa 
(Et:ilerxliallinalúz.tl. Y.}' (Et2S04+luz U.V) (Nitroooretil urea+ U.V) (A. niger) 

Ref. (115) 

1 
Mutantes Activas 

24% de PG mayor actividad 

49% de Actividad de PE mayor 

aumento del efecto clarificador 

METODO 4: De Mutación para A. Niger (Producción de PE) 

Orden Creciente de Producción de PE 

a) NaN3 (0.015; 8 horas). 

b) N-metil-N'nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) (100 mg/ml; 120 min) 

c) Et-metano-sulfato (0.15 M¡ 6Q·min) 

d) Radiación gama (4 KGy) 

Ref, (118). 
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B. FUENTE DE CARBONO 

TABLA 20 

Efectos de los cambios del tipo de carbohidratos en el medio , 

sobre la actividad por disminución de la viscosidad en el cultivo liquido.* 

Pectina 

Pectina 

Pectina 

Pectina 

Pectina 

Pectina 

Pectina 

Contenido de Carbohidratos 

en el medio ( % ) 

2 + Almidón 3 

2 + Dextrina 3 

2 + Fructosa 3 

2 + Sacarosa 3 

2 + ~lucosa 3 

2 + Galactosa 3 

5 

Cultivo liquido 

(Actividad u/ml) 

28 

88 

100 

101 

101 

159 

100 

* El medio contiene carbohidratos junto con 0.02% de Na2S04 y 0.5% 

de NH4N03 en extracto de harina de cacahuate, La fermentación se 

corrió en matraces agitados por 5 días, 

Ref. (105). 
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TABLA 21 

Efectos de los cambios de la concentración de pectina y sacarosa 

Contenido de carbohidretos 

del medio ( % ) 

Pectina 4 

Pectina 3 sacarosa 1 

Pectina 2 sacarosa 2 

Pectina 1 sacarosa 3 

Sacarosa 4 

Tiempo de fermentación 5 días. 

Ref. (105). 

Actividad de cultivo 

líquido (u/ml) 

90 

160 

·210 

125 

.. 80 

Digestión 

de pectina % 

Hidrólisis 

100 

100 

95 

88 

85 

Eficiencia de los carbohidratos en la reducción PG 

Orden Decreciente 

Lactosa, Glucosa, Sacarosa, Fructosa; Almidón, Maltosa y galacto

sa (107), en presencia de un substrato inductor. 
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C. FUENTE DE .NITROGENO: 

- Fuentes orgán~cas •••• • ••• ,;. '.,, '. ••.•• ·• ;:. • • • Producción máxima 
Peptona Rendimiento máximo (e días)(69) 

- ·Fuentes Inorgánicas 

NH4N03 ···············•.···. 
~)2HP04 •••••••••••• /, ••• ·. 

Nitratos •••••••••••• .- •• 

NH3 •••••• , •••••••• 

D.~ 

, Conc_entración ·. ·. 

NaCl. ••••••••• .- ••• ".• •••• 0.001-0.1 M 
" 

NaN03 ••••••••••• •.• •• ~ ••• 0.001;..o.1 M 

NaBr ............... ,;; • .- 0.001-0.1 M 

KBr ..................... 0.001-0.1 M 

Ref. (115). 

TABLA 22 

Optimo rendimiento (7 días )(107) 

Producción de PG 

Producción de PG 

Incremento de Actividad 

Incremento de Actividad 

Actividad 

Incremento de actividad PG (endo) 

más que PG (exo) 

Se inhibe la Actividad PE 

La endo PG se inhibe después de un 

tiempo por incremento de pH. 

:-láximo Rendimiento obtenido de sales v minerales traza 

Sales Concentración Elementos traza Concentració 
( % ) (mg/ml) 

K2HP04 •••••••••••••••• 0.29 Fe- ················· 1.0 

MgS04 ,. ,, ,, ,. ,, ,. , ,, , 0.25 Zn ..... •,•.' ........ o.a 
KCl ••••••••••• ''''ª O.OS Mo ..... '• ~ .......... 4.0 

Na2so4 ••••••••••••• •· •. o.os Cu ················· 1.0 

CaCl2 •••• \º .......... O .022 

Ref. (68). 
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E. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES 

Medio no. 1 

Fuente de Carbono: pectina 4%. Fuente de Nitrógeno: NH4N03 (rendimiento óp
timo 7 días), Peptona (Máxima producción en 6 días); la relación Óptima de 

Carbono/Nitrógeno (C/N) igual a 10. Las condiciones de la fermentación son 

pH 4.5, temperdtura 30°C; concentración de inóculo de 5 x 103 esporas/30. 

ml medio, y un tiempo de fermentación de 7 días. (107). 

Medio no. 2 

Un medio básico constituido por: extracto de germen de malta 5%, como com

plemento extracto .seco de azúcar de remolacha, además de MgS04 0.05% y KH2po4 
0.5%. Elementos traza: c0 2+ Y Mn2+. Las condiciones de fermentación son pH 

5.0, temperatura 30°C y •in tiempo de fermentación de 72 horas. (118). 

Medio no. 3 

fuent:e de Carbono: Sacarosa 2%, Pectina 2%. Fuente de Nitrógeno: ~'H4N03 0.02% 

y Na~S04 0.05%. Con extracto de harina de cacahaute. Las condiciones dé ferme.!l 

tación son pH 3 y 4, temperatura 30°C; concentración de inóculo de 4 x 104 -

5 x 104 esporas y un tiempo de fermentación de 5-6 días. (105). 
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