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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

En la actualidad la incipiente produccién de enzimas, que se suscita
en nuestro pais, combinada con las crecientes aplicaciones en diversas areas
de la industria, no solo alimentaria, sino farmacéutica, quimica y otras;
provoca que la mayoria de estas enzimas se adquieran en mercados externos,
1o cual no resulta ser una garantia, ya que el desarrollo de tecnologia basa
do en estos productos, implica riesgo de mayor depen@gncia'econémica 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 sélo en la
produccién de enzimas, sino en la produccién de ‘una gran diversidad de pro-
ductos farmacéuticos, quimicos, etc., es necesario acoplar tecnologias ade-
cuadas para lograr este objetivo. Una de las alternativas de empleo, la cong
tituye la produccién de enzimas, de manera aue por un lado se resuelva la ne
cesidad en materia de produétos enzimiticos y por otro ledo, se implementen

alternativas de industrializacidn de residuos agricolas.

Las enzimas han sido utilizadas desde hace varios afios en el campo agro-
alimentario, tanto para mejorar las propiedades de ciertas materiss primas,

asl como para transformarlas.

La tendencia actual de utilizacién de enzimas para la manufactura o pro-
‘cesamiento de diversidad de alimentos es cada vez mayor, por lo que es necesa
rio implementar tecnologias para su producciém a mayor escals y para su uso

en forma continua.

Las ventajas que representa su'uso son las siguientes:

a) Son de origen natural



b) Son especificas en su forma de accién . ‘
c) Funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH, por'lo que no re-
quieren condiciones drdsticas que pueden alterar la naturaleza, ni la ca-

lidad del alimento y no requieren equipo costoso.

d) Actidan a bajas concentraciénes y su velocidad de reaccidn puede ser con-
trolada en condiciones éptimas de pH, T °C, tiempo de proceso y concentra
cidén de enzima para un proceso determinado.

e) Son ficilmente 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 produccidén, mediante el uso de subproductos agroindus
triales,

La fuente mds comin de enzimas comerciales utilizadas en alimentos son
los microorganismos, aunque también se comercializan enzimas de origen vege-
tal y animal.

Las enzimas microbianas presentan mas ventajas, ya que los microorganis-—
mos pueden crecer ripidamente en diferentes condiciones, de manera que es fég
tible la produccidén de cantidades ilimitadas de enzimas a cualquier escala,
mas adn si se trata de enzimas extracelulares, porque no requieren de opera-

ciones sofisticadas de recuparacidn.

Una de las areas importantes en la Industria de Alimentos en la cual las
enzimas tienen un papel relevante, debido 5 su efecto sobre la textura de los
alimentos, es la Iﬁdustria de Procesamiento de Frutas (8, 96). El substrato

de interés es la pectina y las enzimas que de alguna manera modifican esta
" substancia son conocidas como enzimas pécticas. Las aplicaciones mis importan
tes de estas enzimas se ubican en la extraccién de jugos de frutas (114), en
1a clarificaéién de estos mismos principalmente manzana y uva (97,4); en la
manufactura de productos de la hidrdlisis de la pectina (49,53), en el enria-




do de fibras textiles; en el curado de café y tabaco (93), recientemente en
procesos de extraccidn de aceite de coco (17) y otras (111, 27, 39, 11).

Las enzimas pécticas tienen efecto, no sdlo en forma exdgena como se ci
ta anteriormente, sino también en forma enddgena, ya que estén presentes en
michas frutas y vegetales y provocan cambios en éstos, durante su almacena-

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

Dada la importancia de estas enzimas se han realizado miltiples inves i- -
gaciones relacionadas con sus caracteristicas bioquimicas, cinéticas, de pro-
duccidn y de aplicacién.

Los sistemas de producci6n convencionales de enzimas pécticas son el cul
tivo sumergide y el cuitivo sbélido. En el primero se incluyen los componentes
basicos para el crecimiento microbiano: carbohidratos que pueden provenir de
melazas y cereales; una fuente de nitrdgeno, sales inergénicas, minerales tra-
za v otras substancias que favorezcan la produccidn 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 algln material que la contenpa, como pulpa de citricos, ba-
gazo de manzana, pulpa de remolacha, etc.

Mara el cultivo sélido se utiliza generalmente un soporte inerte o que
pueda ser fuente de nutrientes para la fermentacién. Los materiales mds camin~
mente utilizados son materiales celuldsicos o lignoceluldsicos, como salvado
de trigo y arroz, bagazo de caita, etc. La mezcla de nutrientes, junto con el
indculo son disueltos en agua y posteriormente absorbidos en el material séli
do. La humedad factor de suma importancia en el proceso sblido, depende del
material con el que se trabaje. '

Lasvenzimas(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-



nismos son capaces de sintetizar mis de una enzima péctica, por lo que puedén
obtenerse mezclas altamente activas de pectinasas. Esto depende del microorga

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

Hasta el momento la préduccién de enzimas se ha realizado con mds frecuen
cia en cultivo sumergido. El desarrollo de tecnologia del cultivo sbélido para
la produccién de enzimas, es incipiente en nuestro pais. En otros paises como
Japdn esta tecnologia ha sido mis estudiada. Aunque existe poca investigacién
al respecto, comercialmente hay enzimas extracelulares producidas por este sis
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 utilizacidn de
la fermentacidén en cultivo sd6lido, como alternativa para la produccidn de pro-
teina microbiana y para la produccién de enzimas extracelulares. Siendo los‘hog
gos filamentosos los microorganismos mis interesantes, dado que permiten la uti
lizacidn de residuos agroindustriales mediante tecnologia relativamente simple,

asi como operaciones de recuperacidn sencillas.

Considerando que existe ya investigacidn con respecto al uso del sistema
en cultivo sélido y tomando en cuenta la importancia de las enzimas pécticas en
la Industria Alimentaria, es factible desarrollar un proceso de fermentacidn en

cultivo sdlido para su produccidn, siendo éste, el objetivo principal del pre-
sente trabajo.

OBJETIVO

Desarrollar un proceso de produccién.de enzimas pécticas por fermentacidn
en cultivo sélido.



. CAPTTULO TI
2. GENERALIDADES

2.1 Enzimas pectinoliticas'
2.1.1 Naturaleza del Substrato

Las plantas contienen varios tipos de polisacdrides. Estos incluyen al-
midén, celulosa, hemicelulosa, substancias pécticas y otros polisacédridos,
tales como los arabinogalactanos y glucu:onomannanos. las substancias pécti-

cas estin concentradas en las membranas celulares intermedias de los teji-
dos.

Estas en el tejido intacto, 56n insolublesky son frecuentemeniie referi-
das camo protopectina. La insolubilidad de estas substancias puede ser fun-.
cidn del tamafio de los polimeros presentes, asi como la presencia de cationes
divalentes como el calcio, o de su asociacion con la celulosa (111).

Las substancias pécticas son polisacaridos formados principalmente por
unidades de dcido D-galacturdnico, unidos mediante enlaces glicosidicos ¢ (1-4).
Los grupos carboxilicos de las unidades de azlcar pueden estar parcialmente es

terificados por grupos metilo o parcial o totalmente neutralizades por una o
was bases (23).

Este grupo de polisacaridos se clasifica de la siguiente manera: pectinas,
definidas como un material polimérico solubie, en el cual aproximadamente 75%
de los grupos carboxilos de las unidades de Acido galacturdnico estdn esterifi-
cados con metanol; &cido péctico, es un polimero soluble en el cual los grupos
metoxiles han sido removidos totalmente de las unidades de Acido galacturénico.
El &cido péctico es formade después de la desintegracidén de los tejidos, via
accidén de la (PE) pectinesterasa presente en éstos, (96).



Los é&cidos pectinicos ‘son polisacérides que tienen esterificados parte

del Acido D~Galacturdnico con grupos metil-éster.

Dentro de 1a misma cascara de la fruta existe distribucién'de las pecti-
nas, fig. l; las de mayor grado de esterificacidén se localizan en la parte in-
terna, mientras que las de menor grado en la periferia ( 23). El contenido de
pectina varia segin la fuente de extraccidn. La tabla 1, lista los porcentajes
de contenido de pectina en diferentes materiales. El porcentaje varia de 0.627%
en zanahorias (base himeda) a 5.5% en pulpa de naranja, en base seca el rango

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

coocH, © COON €oocHy Ccoochg \1
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Fig. 1. Estructura tipica de la pectina vegetal,

TABLA I

Porcentaje de pectina en algunos materiales

- FUENTE % PESO HUMEDO % PESO SECO
Manzana 1.5 === 2.5 _ 15 -~ 18
Pulpa de limén 2.5 = 4.0 30 —- 35
Pulpa de naranja " 3,5 === 5.5 30 ~— 40
Pulpa de remolacha 1.0 R p— 30
Zanahorias - ' ’ ‘ 0.62 : 7.1

Ref. (111).



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 polimero soluble, la pectina, durante la maduracidén. Esta solubili-
zacidén de la pectina de los tejidos es una transformacidn econdmicamente ime-

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

Los polisacdridos pdcticos son solubles en agua y glicerol caliente. Son
inaclubles en solventes orgdnicos. En el caso de disolucidn en agua, 4sta de~
crece con ¢l aumento de las cadenas largas del polimero. Una solucidn acuosa
(de 1L a 2% P/V de pectina), presenta alta viscosidad, La viscosidad de las sp
luciones de pectina an agua dapende del pesq molecular y estd influenciada
por el grade de esterificacibén, fuerza idnica, pH, temperatura, vy concentra-
cibdn del polisaaérido{

La pectina de bajo metoxila es una pectina de bajo grado de esterificaciénm.
Es tecnolégicamente importante debido a que puede formar geles sin azicar en

presencia de iones calcio, asi como en presencia de azlcar y acido.

Muchas de las propiedades fisicas de las substancias pecticas estan asocig
das con el grupo carboxilo de los residucs de acido galacturdnico. La completa
esterificacién de la pectina comercial por medios quimices modifica totalmente
sus propiedades de acidez, viscosidga y formacidn de gelas. Los cambios en pH
no tienen influencia apreciable an la viscesidad de pectinas totalmente esteri-
ficadas. Sin emﬁatgo el pH tiene un efecto pronunciado sobre las pectinas de ba
jo metoxile y deido péctico. ya que ocurre una asociacidn de moléculas a bajo
pH, con lo cual la viscosidad se incrementa y puede dar lugar a una precipita-'
cidn (23).

La mayoria de las materias primas para la producuidén de pectina son subpro

ductos de la manufactura de jugos de fruta, principalmente de manzana y citricos.



La calidad y las operacioneé fisicas 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 considerablemen
te en sus propiedades y también en sus usos comerciales. En suma, la fuente y el
método de extraccibén son muy importantes, ya que determinan las propiedades del
producto final. Esto implica también una variacién del grado de esterificacidn

y gran dificultad para producir un producto uniforme y estandarizado.

Actualmente se han incrementado los procesos de obtencidn de pectina de
gran parte de los subproductos de frutas y vegetales de la industria, lo cual
implica facilidad de adquisicion de este sustrato importante en la produccidn de
enzimas pécticas.

2.1.2 Clasificacién de las enzimas pécticas

Las enzimas pécticas estan presentes en plantas supefiotes ¥y son sintetiza-
das por microorganismos ([Fogrty ¥ 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 esterificacién
mientras que las (ltimas desterifican la molécula sin cambiar el grado de poli-
merizacidn ( 82 ).

Clasificacién de Enzimas Pécticas (23).

A. Pectinesterasa (PE). Transforma la pectina en acido péctico por la de-
esterificacién de residuos de metoxildl Hidroliza el éster formado por el meta-
nol y el grupo carboxilico del &cido galacturénico.

B. Depolimerizantes: Accidén sobre pectina y acido péctico
1. Scobre pectina
a) Polimetilgalacturonasa (PMG)



Endo PMG ~ Rompimiento al azar de los enlaces «t (1-4) de la pectina.’

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

b) Polimetilgalacturonato-liasa (PMGL) '

Endo PMGL -Rompimiento al azar de los enlaces‘o<.(1-4) de la pectina, por
un proceso de transeliminacién, el cual resulta en la formaciin
de ésteres galacturénicos con enlaces insaturados entre Cj y
Cg y sin reduccidén final del fragmento.

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

un procesc de transeliminacidn.

2. Sobre acido péctico

a) Poligalacturonasas (PG)
Endo PG - Causa hidrélisis al azar de los enlaces o< (1-4) del acido péc
tico. ‘ .
Exo PG - Causa hidrélisis en forma secuencial de los enlaces oX (1-4)
glucosidicos del Acido péctico.
b) Poligalacturonato - liasa (PGL)
Endo PGL - Rompimiento al azar de los enlaces o (1-4), glucosidicos del
4cido pectlco, por el proceso de transeliminaciénm.
Exo PGL - Rompimiento secuencial de los enlaces o (1-4) glucosidicos

del &cido péctico por el proceso de transeliminacién.

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

a) Poligalacturonasaz (PG)
b) Pectinesterasas (PE)

¢) Pectato-liasas (PAL)

d) Pectin~liasas (PL)

La tabla 2, myestra ung clasificacidn general de las enzimas pécticas que
tedricamente pueden existir; en la fig. 2 se muestra la forma de actuar de estas
enzimas.



TABLA

CLASTFICACION DI PECTINASAS

“K) fgé&jﬂesteara&a G 30000

/
hidroluasas
© . sustratos:
pecting -
1iasas
L B N
B) Despolimerizantes
: ’ \
’

hidri lasas
S sustratoss

“Acido. péetico

1iasaaA

~

A%

L

endo-pol imetilgalacluronasa

CHC 120141

exo-polimeLilgalacturonass

endo-polimetilgalacturonato-1iasa
PG 4,2.2.3

exo-pol imet.d Igatacturonato-liasa

endo-potigalacturonasa KC 3,2,1.15

exo-poligalacturonasa HC 3.2,1.40

- Q1 -

endo-poligalacturonato-liasa -
FC 4,2.2.1
exo-poligalacturonato-liasa

¥C 4.2.2,2

La exo-polimetilgalacturonasa y ]a'exo—polimetilgmiacturonato—]iasa no existen (23), también existen

exo-poligalacturonato-liasas que muestran mayor actividad en oligdmeros que en moléculas grandes de

Acido péctico (29).
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2.1,3 Métodos de Determinacidn de 1a Actividad EnzimArics

La medicién de actividad enzimAtica se realiza por métodos cualitativos
y cuantitavivos, entre los cuales se encuentra la medicién de la actividad
en términos de los enlaces hidrolizados por la accidn de estas enzimas. Algu -
nos en forma directa, (cuantitativamente), otres indirectamente (cualitativa
mente), Debido a que las enzimas pécticas forman un complejo de enzimas que
actlan de diferente manera sobre las substancias pécticas, es conveniente cg
nocer los métodos para la determinacidn de su actividad.

2.1.3 Pectinesterasa

Las pectinas son enzimAticamente de-esterificadas por la PE y es trans-
formada a pectina de baja esterificacién o Acido péctico. En ambos casos la
aparicién de grupos carboxile libres (34, 35, 36, 111) y metanol libre. puede
ser usado para medir la actividad por titulacidén automdtica (pH, Stat.). cro

matrografia de gases para la determinacidén de metanol (32, 353, 36, 113), en-
tre otros.

La PE tiene alta especificidad por el grupo metil éstey del &cido poli-
‘galacturdnico, pero puede también hidrolizar a los grupos etil, propil, alil,
dateres del 4cido poligalacturénico (51), pero con menor grado de hidrélisis
vy velocidad que el primero.

Existen -otros procedimientos reportades en la literatura (21, 35). En
el estudio realizado por Kertesz (36), propone una discusién sobre los méto-
dos mas comunes sobre la determinacidén 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 enzima o miliequivalente de éscay hidrolizado por mi
nyto por gramo de enzima. Algunas modificaciones al método de Kertesz son pro
puestas por Lineweaver (46) y Mc Colloch y Rertesz (52). k

Pafa las pectinesterasas la afinidad por el substrato se incrementa con
1a disminucién del grado de esterificacidén de las pectinasas de plantas. Aun~
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que las PE fungales tienen mayor afinidad por substratos altamente esterifi
cados (81, 82).

2.1.3.2 Enzimas Despolimerizantes

a) Poligalacturonasas

Para las enzimas despolimerizantes existen infinidad de métodos que de
terminan los enlaces hidrolizados, midiendo paca esto la aparicion de los
grupos reductores producidos por la accidn de estas enzimas.

Uno de los métodos mas utilizados para la determinacién de PG, es el
método del &cido 3, &4 dinitrosalicilico, para determinar la aparicidn de
grupos reductores (61,10). Una modificacidon 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.

También puede detectarse por la prueba de Nelson-Somogyi (56, 99), usam
do como estandar Acido galactu;énico. Definiendo una unidad de PG, como la
cantidad de enzima que libera una micromol de grupos reductores por minuto
¥ bajo ;ondiciones especificas.,

Una medificacién del método de Hipoiodato de Willstatter y Schudel (11Z)
por Jansen y Mc Donnel (33), ha sido muy usado en algunos trabajos. Este mé-
todo colorimétrico de Hipoiodato ha sido descrito por MIll y Tuttobello (59).
Puede emplearse también el método modificado del Acido Tiobarbitlrice para
determinar el rompimiento de los enlaces (67). ’

~ La medicidn del decremento en la viscosidad es uno de los métodoé'més
sensibles para la determinacidn de la actividad de la PG. Sin embargo no hay
una relacion directa entre el grado de disminucidn de la viscosidad y el nt-

mero de enlaces glucosidicos hidrolizados a-lo largo de la cadena del polime
ro.
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La hidrélisis del enlace glucosidico cercano a la mitad de la cadena
del polimero, tiene mas efecto sobre la viscosidad, que la hidrdlisis cerca
na al final de la cadena. De aqui que sea posible determinar el caricter en
do o exo de las enzimas. La reduccién de la viscosidad en un 50% es acompa=
fiada por el rompimiento de dOnicamente 2 a 3% de los enlaces glucosidinos,
cuando el mecanismo enzimdtico es de tipo endo. Cuando la reduccién de vis-
cosidad es del 30% pero el mecanismo es exo, el rompimiento de enlaces es
de aproximadamente el 20% (23). Existen otros métodos mis sofisticados para

1a determinacidr de la actividad PG-liasa (67) y para PG (21).

Tuttobello v Mill (105), proponen una unidad de actividad por Aisminu—
¢idn de viscosidad como la cantidad de enzima que reduce la viscosidad de _
un ml de una solucidn al 12 de pectato de ‘sodio o pectina, al 50% en 20 min
bajo condiciones especifizas, usando pipetas graduadas de 0.1 ml como vis-
cosimetro. Este mismo método es propuesto por Baterman (7), Capellini (15),
Nagel vy Vaughn (71) entre otros.

2.1.3.3 Pectin-liasa

£l acido poligalacturdnico aitamente esterificado puede ser despolime-
rizado por (Poli (metil galacturénido) limsa) E.C. 4.2.2.10. Todas las Pec~
tin-lias2s conocidas son enzimas de tipo endo, las cuales despolimerizan las
pectinas de alto metoxilo al azar, causando una ripida disminucién de la vis
cosidad. La enzima hidroliza (nicamente los enlaces glucosidicos préximos al

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

coocriy £oocky

ou

Fig. 3. Mpdo de accién de la Pectin-liasa.
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Se ha demostrado que el mejor substrato para la PL es una pectina alta-
mente esterifiéada, va que a diferentes grados de esterificacién, la afini-
dad por el sustrato es mas pequefla para la pectina de baja esterificacién,
(81, 82, 108). Para medir la-actividad PL se utiliza el decremento en visco
sidad en pectinas con 70% de esterificacidn, y para diferenciarlas de las en
zimas de hidrélisis puede usarse también un método espectrofotométrico mi-
diendo el incremento en absorbancia a 235 nm. Debido a la formacidn de un do
~ ble enlace (C4-Cs), esto puede ser usado como medida del grado de despolime-
rizacién (22).. Una unidad de actividad de PL libera una micromol de produc~
tos insaturados por minuto bajo condiciones especificas, La velocidad v el
grado de hidrdlisis se incrementa rapidamente con el incremento del grado de
esterificacidn {83). '

2.1.3.4 Pectato-liasa (PAL)

Las Pectato-liasas (Poli (1-4 D-galacturonido) liasa) EfC. 4,2,2.2,
antiguamente EC 4.2.9.9.3, rompe los enlaces glucdsidigos por transelimina-
cibn del hidrogeno en C4 y Cg. Las pectinas parcial o totalmente desterifi-
cadas, la pectina de bajo metoxilo o el Acido poligalacturénico pueden ser

despolimerizados por liasas (81,82).

Las endo pectato-iiasas rompen las cadenas al.azar y las exo pectato-
ltasas liberan dimeros insaturados de la reduccién final de la cadena. El mé
jor substrato para la endo pectato-liasa es la pectina de bajo metoxilo v pa
ra la exo pectato-liasa es el pectato. La actividad PAL puede ser determina-
da por la medicidn, por el incremento en absorbancta a 235 am, debido a la
formacién del doble enlace. Los métodos usados para la determinacidén de acti
vidad PL pueden ser aplicados para actividad PAL excepto por el substrato
que es diferente. El acido Etilendiaminotetracético (EDTA) es generalmente .
un inhibidor de la actividad PAL; ya que este es un agente quelante del cal-

cio y todas las Pectato-liasas tienen requerimientos de estos iones (111).
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f

2.1.4 Caracteristicas de las enzimas pécticas

2.1.4.1 Pectinesterasa (PE)

La Pectineéterasa es muy especifica. Los ésteres de glicol y glicerina
del Acido péctico no son atacados por esta enzims, solo algunos ésteres no-
galacturonidos son de-esterificados pero muy lentamente, a diferencia de la
pectina natural (36). La especificidad de la PE de diferentes plantas (alfal
fa, naranja y tomate) y una de origen‘fuhgal fueron estudiadas por Mc Domnell
et. al (51). La PE de naranja es mis especifica sobre pectina que sobre cual
quier otro substrato probado. El fenil-acetato y fenil~propionato son buenocs
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 6ptima actividad
a pH 5.0. Su bptimo de temperatura estd entre 30-40 °C; arriba de 50°C es
inactivada, Las condiciones para inactivacién total son: 62°C por 30 minutos
a pH 3.5. Esta PE fungal puede ser activada con pequefias cantidades de NaCl
y CaCly, siendo mis sensible a los iones calcio que a los iones sodio.

Las PE de plantas también incrementan su actividad con cationes divalen
tes v p 6.0, la méxima activacién encontrada es a una concentracién optima
‘de 0.03 ¥ (50). La PE de plantas es mis resistente al calor; arriba de 60°C
la enzima es gradualmente inactivada. 4 p 4.0y 80°C, la enzima puede ser
inactivada en pocbs segundos (50). Todas las PE presentes en frutas son in-
hibidas por altas concentraciones de azdcares (18), Otros inhibidores son
polifenoles y detergentes. La tabla 3, lista algunas propiedades‘importantes
de las PE y sus fuentes (82). v



Propicdades de las pectinesterasas (82 )

TAbLA 3

Fuente de enzima -, Peso Punto Actividad pH 6pt imo Valor de ku
: k - Molecular Isoeléctrico Especifica para pecting
: (u/mg protein) (mg/ml)
FRUTAS : ‘
Platano Ta. 30 000 /8.9 457 6.0
[la. 30 000 9.4 529 6.0
Naranja (Citeus natsudaidal) ’ 2200 8,0 2.3
Naranja (Citrus sinensis) la 36 200 . 694 7.6 0.083
lia. 36 200 762 8.0 0.0046
Ciruela (Prumus saliciua) 25 7.5 0.1
Tomate® 27 500 1150 6-9 0.74
Tomated 26 300 } )
Tomate - ' 724 8.0 2,40
Tomate® 27 800 ]
HONGOS
Acrocylindrium 7:5 0.7
Coniothyrium diplodiella la . 4.8
Lla o 4.8
Corticium rolfsiil 37 000 3.5
Fusarium oxysporum 35 000 - 7.0
BACTERIA .
Clostridium mu]tifermeutans 400 000,- 9.0

0,74

8 Miltiples formas moleculares

Activa pit bajo, estable en inLervaJo

Fuente: Pilnik y Rombouts (82)
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2.1.4:2° Endo-Poligslacturonass

El pH 6ptimc de la endo-PG se encuentra generalmente en el range de
4,0-5.3, a excepcibon de slgunas enzimas que tienen su optimo a un pH bajo.
Los valores dptimos de pH para la hidrdlisis de pectato y tetragalacturo-
nato por PG de levaduras son 4.4 y 3.4 respectivamente (20).

Generalmente los productes finales de la endo PG son é4cidee mumo y di~
galacturdnicos, aunque algunas veces son oligalacturdnidos, dependiendo
del tiempo de digestiodn del substrato.

La accidn de la endo PG de levaduras, se efectla en varias etapas en
la digestidn del substrato: la primera es un rompimiento répido del acido
péctico a di, tri v tetrameros, seguida de una hidrdlisis lenta del terré-
mero a mono y trimeros y en una Ultime etapa mds lenta, el trimero es de-

gradado a mono y dimero. Una endo PG tipica no degrada el digalacturonato
(20).

La endo PG de A. niger, obtenida por Mill v Tuttobello (59), retiene
30Z2 de la actividad residual después de 30 minutos de incubacidn a 80°C y
pH 6.0. E1 pH de estabilidad para la endo PG es el mismo pH de dptima ac-
tividad.

Rexova-Benkovéa, (88,89) estudiaron la endo PG producida por A. niger.
Esta enzima es activa en un rango de pH de 3 2 5 vy tiene un wiximo de acti
vidad a pK de 3.5-4. La temperatura dptima de la endo PG se encuentra en—
tre 33+40°C. Para témperaturas entre 45-50°C, la actividad de la endo PG
cae rapidamente y arriba de 50°C, se inactiva. La ende PG de A, niger es re
lativamente estable. 4 20°C su actividad no cambia en 24 horas, a 30°C pier
de 13% de su actividad en el mismo tiempo. A temperaturas maydtes dé 30°C,
la actividad de la enzima cae marcadamente. A 50°C pierde el 72% en 30-ming

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

La mixima degradacién del Acido péctico catalizada por la endo PG se ob-
tiene a pH 3.6 y 30°C. . '

Q



‘TABLA W

Propicdades de la Endo-Pol igalicturonasy

Fuente de enzima Peso Punto : Act ividad pH-bpt imo Valor de km
M teculur lsveléctrico Especillca para pecting
(u/wg protein) (mg/m1)
FRUTAS ) .
Tomate : 92.000 . o LY 4.5 2.7
Tomate lu, ' 84 000 L e S 4.5
Ha. 1] 5.0
HONGO . Cal
Aspergillug niger la. R L U 4.0 -
TR : 4,5 ,
L a. DS n e 5.5 1.7,
Aspergillus niger la. 35 000 ‘ 81 4.1
Aspergillus niger la, 85 000 B 44 3.8 ‘ . v
Aspergillus niger 46 000 75 5.0 0.54 "
Aspergillus japonicus + 35 500 S 1362 4,5 : .
Botrytis cinerea 69 000 2049 4.0 1.2
Fusarium oxysporum Ib. 37 000 7.0 194 5.0
Ib. 37 000 7.0 148 5,0 0.54
Rhizoctonia fragariae 1L, 36 000 6.8 1866 5.0 0.80
1 36 000 7.1 Ny 1845 5.0 0,75
Rhizopus arrhizus 30 300 : 92 5.0 0.54
Trichoderma Koningii Ib, 32 000 6.41 ' 5.0 0.80.
1Ib, 32 000 6.57 5.0 0.85
Verticillium albo-atrum 30 000 2075 6.5 1.5
LEVADURAS ’
Kluyveromyces fragilis : 168 4.4
BACTERTA , e o
Erwinia carotovora Sk 362 5.3
Pseudomonas cepacia L : _ 125 4.5

8 Mitriples formas moleculares
> Tsoenzimas, glucoproteinas
-Fuente: Pilnik y Rombouts ( '2).
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Para la endo PG de tomate, el pH oéptimo es de 4.5 y una temperatura op
tima de 55°C. La inactivacién por pH es arriba de 7 o abajo de 3. La inac-
tivacion por temperatura es importante a 70°C. Montafiez et. al, (64), deter
minaron el efecto del NaCl como activador de la endo PG. La concentracidn
dptima encontrada fue de 0.2 M, pero a concentraciones mayores se observa
una inhibicidn de la actividad.

La Poligalacturonasa puede ser inhibida par urea (98), glicina (77) y
formaldehido (55), entre otros.
‘ 14
En golucidn, la poligalacturonasa se prolege contra la inactivacidn cér
mica, por adicidn de alginatos, glicerol y algunas veces sacarosa, Kertesz
(37), En la Tabla 4, se listan alggnas propiedades de la enda FG.

2.1,4,3 Exo~Poligalacturonasa
Las exo PG son encontradas en plantas superiores y hongos. Las enzimas
de plantas (zanahorias) tienen un pH Sptimo entre 4.0~6.0 y producen Acidos

monogalacturdnicos como productos finales.

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

“en 4.4-4.6, La enzima es activada en presencia de iones merciricos (Hg2+)*
" su temperatura dptima de 30°C. Es estable en soluciones &cidas. Se inaggiva

a una temperatura mayor a 30°C, (37). Separa la segunda exe PG, que tiene
un pH Sptimo a 3.0~3.1. La velocidad de hidrélisis es mayor para el Acido
digalacturdnice y trigalacturdnice y menar para el dcide péctico. La enzima
no actia sobre pectina. Esta enzima reciene 48.5% de su actividad a 50°C en
10 minutes. Cuando as calentada a 30°C a pH 2.5 por una hora, retiene 4,52
da su actividad (58).

2:l.d.é Eﬁdo Pectato-liasa (PAL)

El pH 4ptimo de la endo PAL generalmente esta entreVT.O-ID.O‘(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 activacidn 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, ademas de ser un ag
tivado: de la enzima endo PAL, proporciona una accidén protectora contra la
inactivacion térmica de la endo PAL de B. pumilus (19). En general las en-

do Pectato-liasas son resistentes a la desnaturalizaciém por calor.

El producto final mds abundante en la degradacidn de pectato por la
endo PAL es un 3cido digalacturénico insaturado. También puede encontrarse
el 4cido tripalacturénico. Un monogalacturonato insaturado es producido co
mo un producto final, junto con el di y trimero por la endo PAL de Bacilius

sp, caracterizada por Nagel et. al (70).

La Poligalacturonato-liasa de Erwinia carotovora (66), tiene un pH &p-

timo de 8.5 v su producto final de degradacién es acido digalacturédnico in-
saturado. A concentraciones de cloruro de calcio arriba de 2.5 x 1074 M se
estimula la reaccion cuando el 4cido poligalacturénico es usado como: subs-
trato. Hay una completa inhibicién de la actividad endo PAL por la presencia
de 3 x 107 y de EDTA. La adicién de 0.001 M de CaCly, restituye la activi-

" dad original.
En la tabla 5, se observa que el pH en genzral de las endo PAL encon-<
tradas, se restringe de § a 10.0 como rango éptimo. Ademas de quelas fuentes

principales de endo PAL son bacterias.

2.1.4.5 Endo Pectin-liasa (PL)

Las endo PL reportadas en la literatura son todas de origen fungal sélo
es producida una endo PL de una bacteria Erwinis aroideae. E1 pH éptimo en-




‘I'ABLA

5 .

Propiedades de la Endo-Pectdto-Liasas ( 82)

Valor de km

82 000-62 0001100291005 o

. 8.5

Fuente de enzima - 5 , P\sd . Punto | Actividad pll bprimo
" Molecular Isoeléctrico Especifica S para- pectato
L (u/mg protein) c(mg/ml) |
BACTERTA , RSO
Bacillus polymyxad iy T ©8,359.6 . 0.066-0,0065
Bacillus subtilis. 33 000 9.85 85 '
Erwinia aroideae - : . C37.000. g 9
Erwinlia carotovora eI ‘ 90 8.5
Erwinia chrysanthemi® - 30 000-36-000 9.4-4.6 . S 9.8-8,2
Erwinia Chrysanthemi o : :9_.4 S R0 9.0
Erwinia rubrifaciens 41 000 16,25 450 9.5 5.0
Pseudomonas Fluorescens 42 300 k 1‘0;3 - h L 9.4 0.10
Streptomyces fradiae B 176 9.1
Xanthomonas campestris 1050 -, 9.5
HONGOS : ‘
Cephalosporium : jblo 9.9 . :0.'.018
Hypomyces solanit '

8 Milviples formas moleculares

Fuente: Pilnik y Roumbout s (82)
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contrado fluctéia en un rango de 5.0 a 8.7,

.E1 mejor substrato-de la Pectin-liasa es una pectina altamente esteri
ficada. La endo PL de A. niger degrada el substrato a trimetil—galacturong;
tos, Las propiedades més 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 activade a 4.5 y 8.0 de pH. Su 6pti
mo es de 6.5-7.0. Su temperatura dptima es de 35°C. Esta enzima es estable
a 30°C, siendo mds estable gque la endo PG; su actividad cae en un 56% de la
actividad original, mientras que la endo PG la pierde totalmente. A pH 6.8
¥ una temperatura de 30°C, alcanza su maxima actlyidad sobre Acido pectini-
co (96.8% de grado de esterificaci6n, peso molecular 26700). Esta enzima no
existe como un componente separado del complejo de enzimas pécticas por lo

que siempre se le encontrard formando parte de mezclas de enzimas pécticas
(88).

2.1.,6 Fuentes de enzimas pécticas

2.1.6.1 Distribucidn

Las pectinasas se encuentran en-gran variedad de plantas donde catali-
zan cambios en la estructura de las substancias pécticas durante el creci-
miento y desarrollo de la planta. Las pectinasas son producidas’por muchos
microorgéniémos, los cuales han sido una fuente importante de enzimas de
uso industrial. Los mlcroorganlsmos pectinoliticos del suelo juegan un papel

esencial en la biodegradacién de materiales de plantas muertas,

_2.1.6.2 'Enzimas pectinoliticas de plantas

Las enzimas pécticas han sido detectadas en diversidad de plantas y par.

ticularmente en sus frutos. La Pectinesterasa (PE), es la enzima mAs abundan



TABLA b

Propiedades de la Endu-Pectin-Liasw

az -

Fuente de enzima Peso : Punto Actividad pH bptimo Valor de ka
) .- Molecular Isoeléctrico Especifica para pecting
(u/mg protein) (mg/ml)
HONGOS , ‘
Alternaria mali 1 o 28 000 v' P ) ll':_ 176
1 31 000 R P17
Aspergillus fousecueus Lo e R (1
Aspergillus japonicus 42000 -
Aspergillus niger ‘ )
Aspergillus niger .
Aspergillus niger "o ~ 35 400 v i
' o 337100 :
Aspergillus so jae 32 000
Dothidea ribesia 3200
BACTEKTA L

Erwinia aroideae

u. Glucoprotelnas

Fuente: Pilnik y Rombouts )
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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 depen
den de la estacionalidad y de la madurez de los frutos, ya que hay eviden-
cias que aseguran que ias enzimas pectinoliticas tiemen un papel importante
en ciertos procesos de las plantas, como el ablandamiento de las frutas du-
rante la maduracién, que 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 distribucidén de la PG en diferentes partes de estos mismos, duran
te su maduracién. Desarrolla también una eficiente extraccién de enzimas de
tejidos vegetales por medic de sales. Mc Cready et.al (54), determinaron la
presencia de dos poligalacturonasas en tomate. Sin embargo no se emplean ve—
getales como fuente de 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 pectinolitica mas comlinmente producides por bacterias es la PGL, aunque

algunas especies producen PE y algunas pocas PG y exo PG. Erwinia carpotovora

produce PAL intracelular y extracelular (66). Bacillus sp produce una endo
PATE (70)., Las levaduras producen scolamente Poligslacturonasas. la endo PG
de la levadura Eiuyvermvces frapilis ha sido muy estudiada. Esta es una enzi-
ma que actiia secuencialmente sobre las substancias pécticas, Garcia y Gémez

(25) proponen un medio de cultivo para ls produccién de PG por esta levadu-
ra.

Por otro lade los hongos sintetizen ‘endo PG principalmente. La endo PG
de A. niger (105), tiene un pH bptimo de 4.0 @ 4.2. Degrada el cido péctico,
con una disminucién rdpida de le viscosidad. A, niger produce Pectin-liass,
endo y exo PG y es la lnica fuente de Polimetil-galacturonasa tipo endo,
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Tabla 7

DISTRIBUCION DE LAS ENZIMAS- PECTICAS

PLANTAS

FUENTE PE PG

Grosella negra
Frambuesa
Naranija
Tomate
Pepino
Pera
Manzana
Tabaco
Ajo
Cebolla
Frijol
Durazno
Aguacate

Uvas
Cerezas

Toronja
Mango ' e
Plitano ';Jiif'f"
Lim6n N
Guisante
Zanahoria

B T S i TS b R S

Ref. Pogarty vy Ward (23)-.
(+) Presancia
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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 activaca por iones mer
curio y tiene un pH dptimo de 4.4-4.9, Esta hidroliza completamente el aci-
do péctico a dcido mono-galacturdnico y la PG II tiene un pH dptimo de 5.0~
5.1 y degrada en un 28% el 4cido péctico. La mayoria de las PG son endo en~

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

enzimas (58,78). Las Pectato~liasas son sintetizadas por difereantes especies
de Fusarium (Millar, 60; Papavizas, 78). Las bacterias de los géneros Baci-
llus, Pseudomonas, Erwinia, Clostridium y Xantomonas producen la mayoria de

las enzimas liasas, En cambio las pectin~liasas son producidas por algunas
especies de Agpergillus (A. niger, A. sp, etc.) y de Penicilliun. Estas en-

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

. La pectinesterasa se encuentra en hongos, bacterias y plantas en conjun
cién con la PG (118). Las enzimas PE de origen fungal tienen un pH dptimo en

un rango'écido. Las bacterias tiemen un pH déptimo en el rango alcalino (7.3~
8.0).

La mayoria de las enzimas pectinoliticas de aplicacion industrial son

producidas por hongos principalmente de los géneros Aspergillus, Sclerotinia,

etc. Bn la tabla 8, se listan los microorganismos que producen las enzimas
pectinoliticas (Despolimerasas), (23,118).

2.2 Produccién de Pectinasas

En los procesos industriales para la broéuccién de alimentos, la aplicg
cién de enzimas se ha incrementado considerablemente en los dltimos afios. Se
ha estimado que la produccidn de enzimas para uso en alimentos en el mundo. es
de aproximadamente 45 millones de délares por afio (9), y un cuarto correspon-
de a enzimag pécticas.

.

La produccidn de pectinasas a escala industrial se realiza principalmen-
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PECTINOLITICAS

ENTES MICROBIANAS DE ENZIMAS

MIGROORGANISMOS

PG PAL PMG
endo exo endo exo endo

PL
endo

PE

R T

HONGOS

Acrocvlindrum sp.
Aphanomyces euteiches

Aspergillus sp.

A. fonsecaeus

A. niger

A. saito

A. sojae
Bvssochlamys fulva
Colletotrichum
Gloeosporoides
Coniphora cerebella

Coniothyrium diplodiella -

+

+ +

+

Corticium rolfsii.
Fusarium oxysporum
F. solani
Geotrichum candidum

Gloesporium kake

| Monilda laxa

P. digitatum

1 P. expansdm

P. italicum

Phytophtmora infestan

++ + o+

R

Pvrenechaeta terrestris -

Rhizoctonia solani

$clerotinka Fructigena

+ + +

LENMADURAS

é. “remgilis
| Kluyveromyces fragilis +

BACTERTIAS

Aeromonas liquefaciens o

Arthrobacter
Bacillus sp.

Clostridium multifermentans

Erwinia aroideae
Pseudomonas sp.
P. marginarginalis

Xantomonas sp.

Ref. Kulp (40), Fogarty y Ward (23) .
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te por hongos de especies del género Aspergillus. las cepas frecuentemente
utilizadas incluyen: A. niger, A. orvzae, A. wentii y A. flavus (23). Las

enzimas pécticas son producidas por bacterias vy levaduras sin embargo, desg

de el punto de vista comercisl, las pectinasas flngicas, son preferidas por
la industria por tres razones principales:

a) Son- enzimas extracelulares, lo cual presenta ventajes para su recu
peracion ,

b} La mezcla de Actividades obtenida es capaz de reducir ripidamente
la viscosidad de jugos de frutas.

¢) Las caracteristicas de las enzimas pécticas producidas por hongos,
como pH y temperatura Optima de actividad, son muy similares a las condicip
nes de uso en la elaboracidn de’jugos de fruta (23).

Los aspectos mds importantes en la prddudcién de enzimas microbianas
han sido objeto de numerosos estudios, estotcon'la finalidad de optimizar
procesos y que pueda ser costeable la utilizacién de estas enzimas en més
procesos industriales.

Los procedimientos para la produccién de enzimas varia de un'estudio a
otro. Sin embargo, existen f{inicamente dos métodos de produccidn: el cultivo
sumergido y el cultivo sdlido. En la manufactura de las enzimas pécticas -
' comercigles de origgn‘microbiano, la primeté_etapa es la seleccidn de cebas
las cuales pueden seleccionarse por su habilidad para sintetizéf las enzimag
deseadas con buen rendimiento. ' : '

Dicha seleccidén puede realizarse por medio de mutsciones con la finali~

dad de obtener cepas altamente productoras de enzimas pécticas.

Los procesos de mutacidn puedén realizarse por diferentes nétodos, algu-
nos de los cuales son ‘descritos en el anexo (IA). El agente nutegénico més ‘cg
uinmente utilizado es 1a luz U. V., la cusl tiene efectos muy positivos. Las
cepas mutantes obtenidas presentan alta actividad PE y PG. Los agentes mutsgé
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nicos quimicos son también muy eficientes.

Las mutantes obtenidas son conservadas bajo condiciones controladas,
de manera que pueda mantenerse uniformidad en la produccidén de las enzimas.
Por otro lado es conveniente congiderar los parametros que afectan la sin-
tesis, asi como las condiciones dptimas para los microorganismos v enzimas,

si se desea optimizar los procesos para la produccibén de enzimas.

Un factor muy importante para la produccién de enzimas com altos rendi
mientos, es el disefio de un medio de cultivo balanceado para la fermenta-
cion. En elcultivo sumergido, el medio liquido nutriente estd elaborado en
base a diversidad de componentes. Este medio estd constituido por mezclas
de carbohidratos, materiales nitrogenados, sales inorgénicaé'y minerales.
EuedmdemﬁowmemrM%fmmemMucmmnwnﬁ.ﬁnmhmo
las enzimas pééticas.comerciales son inducibles, por lo que es necesario
afiadir al medio un substrato inductor, en este caso se adiciona pectina o ma

teriales pécticos que la contengan, y que estimulan la produccidn de estas
enzimas.

Muchos estudios se han realizado con respecto a las concentraciones ép-
timas de pectina o substancias pécticas, siendo el rango de concentracién de
pectina més utilizado de 1 a 4Z.

Ultimamente se han usado‘materiéles como pulpa de femolacha. Szanger
(100), Zetelaki (117, 118). céscara de citr;cos, Fogarty (23),_Rombodts y
Pilnik (91), bagazo de manzana, como fuentes alternativas de substancias péc
ticas. Como estos materiales son suﬁproductos industriales, hacen disponibles
un substrato limitante en la produccién de enzimas pécticas..ya qué la dispo-
hibilidad de 1la pectina es baja en le mercado. Las melazas pueden ser utiliza
das como fuente de carbono. )

En relacién a la fuente de carbono Tuttobello et. al (105), probaron el
efecto de diferentes carbohidratos en combinacién con el substrato iaductor.
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De los azicares probados, la sacarosa fue la mas eficiente, obteniendo
" la mds alta productividad, tabla 20, del anexo I. Posteriormente, trabdjaron
con diferentes relaciones ae pectina/sacarosa, tabla 21, para determinar la
concentracidén mas adecuada. La relacidn dptima encontrada fue pectina 2% y
sacarosa 2%, esto con respecto a la actividad por ml de sobrenadante al gra-
do de hidrdlisis de la pecctina.

La lactosa fue también probada por Garcia y Gomez (25), asi como la wal

tosa.

La fuente de nitrdgeno también fue estudiada. Para esto varias fuentes
fueron utilizadas. Vasu (107), conclnye que los derivados amoniacales son‘més
favorabies que los nitratos. Los resultados Optimos fueron con (NHg)p HPO4),
en la sintesis de polig-lacturonasa. Para la produccién de PG, PE, y PMG, la

presencia de peptona fue més favorable, (63).

En relacién a las fuentes organicas e inorganicas de Nitrégeno, el nitra
to de amonio presenta un 6ptimo'rendimiento en 7 dias de fermentacién. Sin
embargo con peptona se presenia en 6 dias de fermentacidn. La relacidén prome-
dio de C/N es de 10 (67).

Debido a que la composicién del medio de cultivo es un factor determinapn
te en la broduccién de enzimas en genaral, se han realizado trabajos con el
objeto de establecer las fuentes y concentraciones Optimas de carbono y nitréd-
geno en el medio, asi como las conczentraciones de sales inorganicas y minera-
les traza. Estos (ltimos son también importanteé en la sintesis de las enzi-
mas pécticas. Se ha repoftaao (115), 1a adicién de sales como NaCl, NaNOs3,

KBr en concentraciones de (0.001-0.1 M). Estas sales incrementan la actividad
endo PG, mds que la exo PG. lLa présencia de sales de este tipo en el medio in-
hibe la actividad PE. Otras sales inorgnicas y minerales traza son reporta-
dos enla tabla 22, (anexo 1D) como Optimos para la produccién. Algunos medios
de cultivo propuestos en la literatura se enlistan en el Anexo (I E).
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De los aziicares probados, la sacarosa fue la mas eficiente, obteniendo
" la més alta productividad, tabla 20, del anexo 1. Posteriormente, trabéjaron
con difereates relaciones de pectina/sacarosa, tabla 21, para determinar la
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favorabies que los nitratos. Los resultados 6ptimos fueron con (NHg)g HPOs),
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Debido a que la composiciéon del medio de cultivo es un factor determinan
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mas pécticas. Se ha repoftaao (115), la adicidén de sales como NaCl, NaNO3,

KBr en concentraciones de (0.001-0.1 M). Estas sales incrementan la actividad
endo PG, mds que la exo PG. La presencia de sales de este tipo en el medio in~
hibe la actividad PE. Otras sales inorganicas y minerales traza son reporta-
dos enla tabla 22, (anexc 1D) como dptimos para la produccién. Algunos medios
de cultivo propuestos en la literatura se enlistan en el Anexo (I E).



Efecto del pH: Un pH inicial en un rango de 3-4, favorece la produccién
de enzimas pécticas (115). El efecto del pH en la biosintesis de las enzimas
que se obtuvo fue en un nivel alto cuando el pH inicial del medio fue de pH

5y el nivel mis bajo a pH de 3 (42). Tuttobello (105), propone un pH Sptimo
de 4,

La temperatura 6ptima reportada esta en un rango de 30-35°C para la pro
duccién de enzimas pécticas. La concentracidn del indculo también influve en
el desarrollo de la actividad. En la fig. 5, el tamafo del inéculo éptimo-es

de 4 x 103 conidias{ml coﬁ un tiempo de crecimiento de- 120 horas (109).

~~
3 s,
3 .8 2.0
Lo
3 i '.\
8 = 1.5.‘"‘. ..,.....:‘u-.u.:::\.§
5 : S R Rt il R
{3 ol
) -~
2 05)¢
oy
250
2
[ .
200 /-
. 3

25 10] 40N
2 \
- 3
2 2 wo
:g g 50 ':’...'.-......... ® eh Anatee ave s
= 4 H ~ - v
2 \; QP gtTvveemwroretrrmrantvee
r
0 0.5 1.00 1.5 2.0

x10% Tamafio del inécilo

' Fig, 5. Influencia de la concentracién del inéculo sobre Lﬁ actividad enzi-

mitica y el crecimiento de Agpergillus niger. 120 horas (~.-.-.=); 100 horas
( )+ 80 horas ( .... ); 40 horas ( + + + + ); de crecimiento.
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La sintesis de diferentes enzimas en el complejo de enzimas pécticas de
la cepa de Aspergillus piger, es notablemeni:e afectada por la disponibilidad

de aigeno.

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

como funcién de la disponibilidad de oxigeno en- el cultivo sumergido (118).
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€ L] P O
3 e | 2 w0 9
1500 E g §
= L 36 g
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pu}
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Velocidad de transferencia de Oy (mmol/11 K1 )

Fig. 6. Actividades de las enzimas pectinoliticas del cultivo de Aspergilius
niger, como una funcién de la Velocidad de Transferencia de Oxigeno: A activi
dad clarificante en jugo de manzana; M Actividad de maceracién.
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Los valores 4ptimos de la Velocidad de Transferencia de oxigeno para
la produccidn de enzimas pectinoliticas y para mejores efectos de clarifi

cacién de jugo de manzana y el efecto de maceracién, se muestran en la ta
bla 9.

TABLA 9

Valores 6ptimos de Velocidad de Transferencia de Oxigeno (VTO)

Para la producccidn de VIO (mmoles/l hr)
PL : 60
E . ‘ - . 12 - 14
ndo-PG ‘ 49
ndo-PMG ' - 60
nzimas para la clarificacidn de jugo de - v
nzana _ ) 14 y 60
Enzimas para la maceracidn o 14 - 60,

Ref. Zetelaki-Horvath y Vas (11.).
Las determinaciones mis importantes que indican. curso de la fermen-
tacién son: ' '

- Determinacién de la actividad por disminucidn de la viscosidad
- Concentracién relativa de sacarosa
- Determinacidn del pH

- Pesc seco del micelio

En la fig. 7, se muestra el desarrollo de una’fermentaéién tipica en
medio sumergido; la cepa utilizada fue Aspergillus niger (105).



- 35 -

Acidos Urdnicos

' Acidos trigalacturénicos
Acidos digalactyrdnicos -

Acidos monogalacturdnicos

4.0 ~
QD w
+ g E
0n QY
pH 3.5 1.0 5 S
0~
. &
3.0 20
300 100
80
200 g
60 &
B Y
. . 3]
. . ' .o
: 0 9
w0 | .\, ‘ g
o 1 - . S . . g
- ° . : 5
> 8 o . S, — 3
-t N e : . &)
W o= s o ® \'\,\ -
g N 0 e 0 © _ * o .0
0 30 . 60 90 120

Periodo de crecimiento- (hr)

Fig. 7. Fermentacién ;ipica de'Asgérgillus.niger en cultivo'sumergido. Las
condiciones 6ptimas: Tiempo de fermentacidn de 5 diaqi temperatura de 30°C;
pH de 4.5; Concentracién-de inéculo de 3 x 103 esporas/ml; Agitacién de 750
rpm y aerescién de 5 litros/min. )



- 36 <

Después de la fermentacién, se lleva a cabo una de las etapas mas im
portantes en la manufactura de enzimas; la recuperacién de enzimas del
caldo de fermentacidn, si se trata de enzimas extraielulares y 5i son enzi
mas intracelulares, de las células producidas.

Si la recuperacién se lleva a cabo en las células, es conveniente tra
bajar con materiales ﬁelulares frescos, para mantener uniformidad en los
niveles enzimaticos producidos. Sin embargo a menudo se recuperan enzimas
de células almacenadas en refrigeracién. Aunque la viabilidad en las pro-
piedades celulares que se tiene por congelamieato y descongelamiento de las
células puede presentar grandes problemas para obtener datos reproducibles

que puedan ser (tiles en el desarrollo y optimizacién de un proceso.

TABLA 10

Vias de recuperacidén de enzimas

Enzimas Extracelulares Enzimas Intracelulares
a) Eliminacién de células a) Recoleccién de células -
{b) Evaporacién : b) Ruptura celular y extraccidn

¢) Precipitacién (con sales y solventes) c¢) Eliminacién de Debris
d) Recuperacidn de solidos -

e) Extraccién

f) Adsorcién

8) Cromatrografia

h) Concentracién {ultrafiltracién)

i) Secado

o

NOTA: Se incluyen las operaciones anteriores desde b @ 1 en las enzimas in
tracelulares.
Ref. (26).
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CAPITULO III
FERMENTACION EN CULTIVO SOLIDO
3.1 Definicidn

El término fermentacién en estado slido, antes conocida como fermen-
tacién "koji", (16, 30, 44, 65 ), se refiere al crecimiento de los microor
ganismos sobre materiales sélidos ingolubles con la humedad absorbida den~
tro de la mtriz, pero sin la presencia de una fase liquida libre: Cannel y
Moo Young (14).

3.2 Antecedentes

La utilizacién de las fermeniaciones en cultivo sélido no es reciente,
ha sido usado extensamente desde hace varios siglos en numerosas fermenta-.
ciones tradicionales de alimentos. Entre las preparaciones de alimentos fgg
mentados tradicionalmente establecidos en Europa, estin los quesos, hongos
comestibles y en los paises orientales el koji, el miso, el sake, el tempeﬁ.
la salsa de soya, etc. Los hongos representan la clase mis comin de microor
ganismos utilizada en este tipo de procesos, debido a su capacidad para to=-
lerar bajas cantidades de agua disponible. Un ejemplo de esto es su capaci-
dad para crecer sobre materiales sdlidos en la naturaleza: piezas de madera
talios de plantas, hojas, etc. Una excepcién importante es en el compuesto
donde el uso de bacterias termofilicas es predominante (1).

De gran importancia para la tecnologia moderns es el proceso "koji",
el cual ha sido usado en el Oriente por largo tiempo y es un proceso clave
para el desarrolle posterior de diversidad de alimentos fermentados, produc
cién de metabolitns como enzimas y Acidos organicos, entre otros procesos.

_ El "koji" es esencialmente una preparacidn de enzimas obtenidas por el
crecimiento de un hongo Aspergillus oryzae sobrélarroz cocido u otros cerea
les. Es un iniciador de la industris de la salsa de soya y en la fermenta-

cién del miso, asi como de otros productos comc el sake. Dadas las diversas



transformaciones enzimAticas que se llevan a cabo en estos prbcesos durante
la fermentacion en la cual se involucra principalmente la accién de protea-
sas y amilasas, se obtienen diferentes substancias que caracterizan los pro
ductos’ finales.

La accién de las enzimas sobre las proteinas y el almidén de las legu-
minosas v cereales es el propdsito del miso y la salsa de soya. En esta {il-
tima es necesaria la hidrélisis de los péptidos, ya que se trata de una mez-
cla de aminoAcidos y diferentes compuestos aromiticos. En el casc del sake
es la hidrélisis del almidén en azicares simples, que son posteriormente
transformados a alcohol por levaduras (24).

En 1la tabla 11, se enlistan algunos procesos tradicionales y su rela-
cién con enzimas extracelulares (16).

La utilizacidn del proceso de cultivo sdlido se ha incrementado en los
(ltimos afios notablemente. Las aplicaciones de este sistema incluyen la pro
duccién‘de enzimas (12, 24 ), produccidén de Acidos orgéhicos (43, produc-
cién de micotoxinas (30), y de otros metabolitos.

3.3 Pardmetros de la fermentacidn solida

El cultivo sblido es un sistema complejo, en virtud de que la interre-
lacidn ambiente-substrato-microorganismo tiene diversas limitaciones fisi~-
cas y como consecuencia se presentan gradientes de temperatua pH, humedad,
etc, que afectan de forma critica al proceso fermentativo (72). Estas limi-
taciones fisicas se agravan en cultivos sdlidos estiticos (16).

La fermentacidn en cultivo sdlido presenta diversidad de factores que
deben considerarse para alcanzar una alta eficiencia en el proczeso. En for-
ma general las caracteristicas seg(n Hesseltine (30), son las siguientes:



PROCESOS TRADICIONALES DE CULTIVO SOLIDO Y SU RELACION

Tabla 11

CON ENZIMAS EXTRACELULARES

MICROORGANISMOS

PRODUCTO SUBSTRATO ENZIMA
Tempeh soya Rhizopus oligopurus Proteasas
Miso soya Aspergillus oryzae Lamilasa

Aspergillus sojae Proteasas
‘Tapé Ketella yuca Amilomyces rouxxi Amilasas
~ Ang-kna arroz ~ Monascus purpureus Amilasas
Abono Orgénico residuos, ligno- . Varias especies celu~ Celulasas
celulésgicos lolfticas
Antjom cacahuate Neurospora sitophila Proteasas
Lipasas
Queso Roquefort leche Penicillium roqueforti Lipasas

Ref. Carrizales ( i6) .

-Hﬁg -
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1) Los materiales cominmente usados como substratos incluyen cereales,
legumbres, otros productos de plantas y animales con alto contenido
de carbohidratos y/o proteina.

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

permita la libre circulacién del aire.

3) El agua es requerida como un componente mas del medio. Pueden ser
adicionados al medio otros nutrientes como fue tes de nitrégeno, sa
les inorgénicas y minerales.

4) Debido a la baja humedad del medio, la posibilidad de contaminacidn
bacteriana es reducida.

S) El1 conlrol de la temperatura es algunas veces critico y se debe ana-
lizar cuidadosamente, asi como también la composicidén atmosférica
del cultivo con respecto a las concentraciones del oxigeno, bidxido
de carbono y algunos metabolitos voldtiles, ya que el efecto que

tienen sobre el desarrollo de la fermentacidn es fundamental.
6) El inéculo es adicirnado en forma de esporas, para que germine uni-
forme y rapidamenie en mds de un 95%, aunque‘se puede inocular con

un micelio.

3.3.1 Humedad en el medio sdlido

El contenido de humedad debe ser el suficiente para asegurar el -buen
~
desarrollo del microorganismo, pero no demasiado alto, ya que una conceatra

cién mayor de agua puede favorecer la contaminacién bacteriana.

El nivel de humedad del substrato sdlido 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 ampliamente de la natu
raleza del substrato. Esto es cuando se utilizan materiales amildceos el
contenido de humedad no puede ser alto, debido & que con altos porcentajes
de humedad las particulas se aglomeran formindose una masa paétosa que di-
ficulta la asimilacion del substrato y la difusién del oxigeno en la masa,
asi como problemas para homogenizar y distribuir el inéculo.

Para los materiales celuldsicos la humedad puede ser mayor que para
los amilasicos, ya que estin constituidos por fibras que tienen una estruc-
tura porosa, la cual permite trabajar a niveles de humedad mayores a los
normales desde 55% a 703, ademAs presenta los espacios que facilitan la di-
fusidn del oxigeno y el calor generado por el metabolismo del microorganis-
mo. Dadas las caracteristicas de estos materiales es posible introducirlos
en pequefias cantidades en medios sbélidos donde el substrato es amilésico
para aumentar la capacidad de absorcion de agua y la porosidad del medio,
lo que permitiria tener mayor eficiencia durante el proceso, como en el cg

so del bagazo de cafia en la fermentacién de la yuca (76).

Por otro lado el contenido de humedad del medio se incrementa lenta-
mente durante la fermentacién debido a la baja de materia seca y a la pro-

duccién de agua metabdlica por la oxidacién de carbohidratos {84).

El contenido de agua en el medio s6lido como se ha descrito anterior-
mente juega un papel importante en el deégarrollo de la fermen;acién, ya que
influye en forma directa en la germinacidn del inéculo y en el crecimiento
del micelio (92), asi como en la sintesis de enzimas.

Los niveles de humedad para obtener un-éptimo crecimiento de células y
un miximo rendimiento de enzimas son muy variadas, siendo funcién del mi-
' croorganismo empleadb. Esto sugiere la posibilidéd de incrementar rendimiep
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 produccién de,enzimas
respectivamente (73).

Por otro lado cambios durante la fermentacidn en la humedad pueden ser
atribuidos a la evaporaciém, Sato et. al, proponen suninistrar mas humedad
introduciendo particulas de pulpa de madera mezcladas con arroz y salvado
de trigo para el crecimiento de Aspergillus oryzae, (94).

3.3.2 Aereacidn y transferencia de masa

La capacidad de aereacidn del cultivo estd gobernada por la naturaleza
del microorganismo usado, el grado de requerimiento de oxigeno para la sin-
tesis del producto (5), la cantidad de calor metabdlico para ser disipado
de la masa, el espesor de la capa del substrato, el grado con el que el CO,
y otros metabolitos volitiles son eliminados y el grado de espacios dispo-
nibles en el substrato.

Una alta concentracién de €0 en el fermentador, asi como en los gases
afluentes es encontrada cuando la aereacidn es baja. En la sintesis de la
amilasa (3), presiones altas de didéxido de carbono pueden inhibir su produc-

cidén. Por otro lado una alta concentracidn de oxigeno estimula la productivi=-
dad de la amilasa.

La transferencia de oxigeno puede ser afectada por la formacidn de aglp
merados de masa compacta debidos al crecimiento fungal, al efecto masa de los
sdlidos (41), a la presencia de un exceso de agua (84,92) y al uso de particu
las muy finas de substrato, Esge tipo de pfoblemas pueden ser eliminados con
el uso de substratos porosos granulados o fibrosos (76), con capas delgadas
de substrato, con agitacién del substrato y rotacidn de los fermentadores (48).
André et.al (3), describen un método para la determinacién del coeficiente

transferencia de masa para aplicacion en la fermentacién en substrato sélido
(102), : . o
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3.3.3 Temperatura

Gran cantidad -de calor es generado durante la fermentacién sélida, en
contrindose directamente relacionado con las actividades metabdlicas dell
microorganismo. La remocién del calor metabdlico generado se dificulta cuan
do el substrato estd muy himedo (1), lo que ocasionas un incremento de tempe
ratura que puede tener efectos sobre la germinacién de esporas, el crecimien-

to del hongo, la sintesis del producto y en la esporulacién (1,84,92).

El rango de temperatura cominmente usado es de 25-32°C en fermentacidn
sblida (30).

3.3.4 El pH en el medio sélido

El pH es uno de los factores importantes en el desarrollo de la fermenta-
cién s6lida. Normalmente se trabaja en un rahgo dcido por ser el éptimo para
el crecimiento de los hongos y para evitar contaminacibn bacteriana. Por otro
lado durante la fermentacidn el crecimiento micelial promueve una répida aci-
dificacién del medio, la cual es detenida mds adelante cuando las sales de amg
nio y la urea son utilizadas como fuente de nitrégenc (84). La capacidad aﬁor—
tiguadora de estas sales ayudan a eliminar la necesidad del control del pH (48).

3.3.5 La concentracién del indculo

La concentracién del inbculo también és un factor de importancia, ya que
una concentracidén alta de esporas da un crecimiento inicial répido y no todas
las esporas germinan. Para cada proceso deberd determinarse el nivel Optimo de
inoculacidn, e.g, la concentracioén 6ptima encontrada es de 2 x 107 esporas/g

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

3.4 Sistemas de fermentacién sdlida

En el proceso "koji" tradicional el substrato sélido se distribuyz en ca-
nastas de bambil apiladas una sobre otra y arregladas de manera que existe cir-
culacién de aire. Debido a la laboriosidad del proceso, se han desarrollado
otros equipos de fermentacidn. ‘
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a) Fermentador. de tambor rotatorio

Este sistema estd basado en el uso de un envase o recipiente en forma
de tambor montado sobre un sistema de rodillos los. cuales actfian como sopor-
te y como aparatos de rotacién. Alternativamente el mecanismo de un reloj
puede ser usado para la rotacidén del tambor, a la vez que la velocidad de ro

tacién 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 neumadticos con capacidad de 100 g, 1 kg, 5 kg hasta 70 kg

o un tamafo de escala industrial,

Los fermentadores de tambor rotario'estdn usualmente equipados con una
entrada y una salida de aire. El tubo de entrada de aire puede casi alcanzar
el fondo del tambor. La aereacidn 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 preparacion del medio s6lido se efectia mediante cocimiento con vapor.
inoculacién, incubacidén v finalmente secado, operaciones que son realizadas
"in situ". E1 fermentador puede ser desmantelado para la limpieza y esterili-
zacidén v permite hacer numerosas variaciones en las operaciones del fermenta-

dor en un tiempo minimo.

El crecimiento microbiano en fermentadores de este tipo es rapido v uni-
forme. Las dificultades encontradas al incrementar el tamaiio del tambor son
principalmente en el crecimiento y en el control de temperatura, en la conta-
minacién microbiana, en la agregacién de las particulas y en el retraso del
crecimiento debido al agotamiento de las particulas 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 gabihete



o en cuartos donde los pardmetros Optimos de crecimiento son controlados
para obtener una alta eficiencia.

El medio es humidificado mediante humidificadores o por aire himedo. E1
fermentador estd provisto de aparatos que contreolan la ventilacidn, la hume-.
dad y la temperatura.

Las charolas son fabricadas de madera y estin provistas de un fondo fa}
so o de una malla metdlica. También pueden ser charolas perforadas en el fon

do. La perforacidén o el fondo falso permiten una aereacidén adecuada del subs
trato en el fondo de las charoias.

Los fermentadores de charolas son utilizadas en todos los niveles, des-
de el nivel laboratorio hasta un nivel de escala comercial (28). Estos fermen
dores proporcionan un producto final mas uniforme y con alta actividad enzimi
tica. Sin embargo la necesidad de una &rea extensa de trabajo es una desventa
ja para este tipo de fermentacién. El tiempo de fermentacidn para la mayor

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

¢) Fermentadores de columnas

Este tipo de fermentadores consisten en una columna de vidrio o plAstico
provista de dos entradas una inferior y otra superior; una permite la entrada
y la otra la salida de los gases afluentes de la fermentacidn, mientras que
la temperatura es controlada en cuarto de incubacidén o por el pasu de agua
fria a través de una chaqueta o serpentin.

La humedad de la columna puede ser controlada mediante el uso de aire hi
medo que proviene de un humidifcador integrado a la columna, gue depende de
la cantidad de substrato el cual entra a razén de 4/6 litros/h por 10 gramos
secos. Una unidad de fermentacién consiste en 24 fermentadores de columnas
para nivel laboratorio, Raimbault y Alazard (84). Otros tipos de fermentadores
gon 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 Comparacidn de .ia rermearacion eu-cuitivo solido y la fermentacién en
cultivo sumergido.

La tecnologia de cultivo solido es incipiente en nuestro pais, tenien
do a nivel industrial un desarrclle limitado. Aunado a esta situacién la
escasa informacidn existente dificulta su avance, sin embargo grandes esfuer
zos se estan realizando al respecto. Por otra parte, abundante informacidn
se publica a nivel internacional en relacién al cultivo sumergido, dado que
las condiciones ambientales son de fdcil control. Por lo general se hace hin
capld en conocer sl efecto del pH, temperatura, nivel de aereacidn. veloci-
dad de agitacidn, concentracién de substratos, etc., sobre la produccidn de
metabolitos principalmente enzimas de importancia industrial. La disponibi-
1idad de equipo versdtil de fermentacidn que permite el control de todos es-
tos pardmetros automdticamente.

La fermantacién sblida no ha tenido el mismo grado de avance. No obstan
te en los ltimos afios las investigaciones en relacidn a la utilizacién de
la fermentacidén en estado sélido para la produccién de diversos metabolitos,
enriquecimiento proteico de materiales de desecho, entre otros usos, son ca=-
da vez mis importantes, lo que implica un considerable avance en el desarro-
1lo de esta tecnologia.

A pesar de este desbalance en las fermentaciones industriales, el culti
vo sélido presenta algunas ventajas (30), destacando las siguientes:

1.~El medio de cultiveo ag relativamente simple, consta del material sdli
do seleccionade con el contenido de humedad adecuado y algin otro com
ponente si es necésario.

2. El espacio requerido para la fermentacién en cultivo sbélido es relati

vamente pequefio, dada la limitada cantidad de agua y el grado de con-
centracién del substrato.

3.-Las condiciones bajo las cuales los hongos crecen son similares a las
condiciones de su hibitat natural,
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4.-La aereacidn es facilmente suministrada, ya que el substrato presen
ta espacios vacios entre particulas.

Otras ventajas que ofrece el cultivo sbélido desde el punto de vista de
ingenieria con respecto al proceso en cultivo sumergido se resumen en la ta-
bla 12. No obstante, el criterio mas importante es sin duda el econdmico, el
cual depende de la capacidad de produccién de metabolitos por cada sistema

de cultivo.

Las limitaciones que el cultivo s6lido presenta son las siguientes, se-
glin Hesseltine (30):

a) Existe limitacién con respecto al tipo de microorganismos, ya que sg
lo los que son capaces de crecer a bajos niveles de contenido de hu-

medad son utilizados, en su mayoria hongos.
H

b) El calor metabélico producido puede ser un problema, cuando no se tra
baja en condiciones adecuadas para su remocién,

3.6 Produccidén de metabolitos en la fermentacibén sélida

A partir del proceso koji se han desarrollado numerosas investigaciones,
con respecto al crecimiento fungal y la produccidn de diversos metabolitos co
mo enzimas (amilasas, proteasas, celulasas, pectinasas, etc.), &cidos orgéni-

_cos y micotoxinas, sobre substratos sdlidos.
3.6.1 Produccién de proteina microbiana

El enriquecimiento proteico de materiales amilasicos o celuldsicos por
fermentacidén en cultivo sblido ha ampliado las aplicaciones de este sistema de
fermentacién. Materiales lignoceluldsicos previamente tratados han proporcio-
nado excelentes resultados en el incremento-de proteina por el crecimiento mi

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



Tabla 12

'CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS CULTIVOS
SOLIDOS Y SUMERGIDOS

‘CRITERTIO

CULTIVO SOLIDO

CULTIVO SUMERGIDO

Espacio Ffsico

Mano de Obra

Energfa para acreacibn
Eﬁergia para mezclado
Problema Qe cohtaminacidn
Agua requerida

Operaciones de recuperaci6n
de enzimas

Tipo de proceso

Generacifn de aguas resi-
duales contaminantes

poco

: imucha
‘poca
muy poca
§6co
poca

mucha

sencillo

poca

mucho
poca

mucha
mucha
mucho
mucha

mucha

complejo

mucha

Fuente; Adaptada de Underkofler, L. A. (1960).">

Ref. Carrizales (16 ).

- gn -
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~ Raimbault et. al (B4,85), describen un ptocesb de fermentacién en cul-
tive sélido para el enriquecimiento proteico en fermentadores de columnas
: empgéadas y aereadas. El substrato utilizado fue harina de yuca y como iné-
culo Aspergillus niger. El contenido de proteina encontrada en los produc-
tos obtenidos oscila entre 10 a 16.5% (85).

Ramos-Vaidivia et.al (86), realizan una comparacién’de la produccidn

de proteina w=icrobiana por Rhizopus oligosporus sobre yuca en cultivo sé-

lido en columnas empacadas (método de Raimbault, 84) y en cultivo liquido.
El incremento de proteina obtenido en el producto final es 26.87% para culti
vo sumergido ¥ para el cultivo solido 22.8%, pero la actividad volumétrica
de proteina (g/l/h) es mds alta para el cultivo sélido con 1.20 y para el

cultivo sumergido de 0.18.

Pefialoza et.al, (30), evalﬁan la posibilidad de usar como sub;crato en
la fermentacidn en cultivo sdlido otros materiales residuales como pulpa de
café, un material sélido relativammnte rico en azlcares solubles. El residuo
de platuno ha sido propuesto igualmente como substrato para el crecimiento

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

proteina en el producto final va desde un 6% inicial a un 18% final. La cas~

cara de citricos es utilizada como substrato en la fermentacidm sdlida (90).

3.6.2 Produccion de enzimas en cultivo sélido

El cultivo sbélido en cereales, una de las ventajas que presenta es la
posibilidad de producir enzimas. El proceso mas estudiado es el proceso ko-
ji. Este método de cultivo contiene no (nicamente enzimas de maceracidén, ami
loliticas y proteoliticas en grandes cantidades en una relacién bien balan-
ceada sino también las enzimas proteoliticas compuestastde un sistema de pro
teinasas y peptidasas (24), por lo cual es un sistema efectivo en la produc-
cibén de enzimas, tabla 13.

Takamine (103), desarrolla un sistema de produceidn de amilasas (Taka-

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



Tabla 13

* PRODUCCION DE ENZIMAS POR CULTIVO SOLIDD

ﬁNZ IMAS MICROORGANISMOS SUBSTRATOS
Amiloglucosidasa Rhizopus sp. Salvado de trigo
N :
Amllasas Agspergillus oryzae Salvado de trigo
_ Aspergillus .niger Arroz
Celulasas Trichoderma viride falvado de trigo
Proteasas Aspergillus niger Salvado de trigo
Aspergillus oryzae
Pectinasas‘ o Aspergillus soyae Salvado de trigo
) ' . Aspergillus niger Salvado de trigo
A. carbanerius Salvado de trigo

Fuente: Carrizales ({ 16).

- pgs -
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enzimas sobre el substrato sélido de salvado de trigo y almidén. Este sistema
introduce amplias posibilidades técnicas en la producciie de enzimas, para la
industria, tomando como base .el proceso tradicional koji.

3,6.2.1 Produccidén de amilasas en cultivo sdlido

Las enzimas amiloliticas pueden ser producidas por el método koji junto
con proteasas con Asgergillué orvzae sobre salvado de arroz, Narahara et. al
(72). El autor considera el efecto de la actividad del agua (a) sobre la pfg
Juccidén de estas enzimas, encontrando que la velocidad de crecimiento de As~
pergillus orvzae decrece con disminucién de la ay v que se detiene a una a, )
de 0.90., Por otro lado un alto conkenido de agua suprime la actividad protea-
sa y eleva la actividad de amilasa considerablemente.

Una caracteristica interesante de la comparacién del cultivo liquide y
solido es que en el primero se demuestra la presencia de dos enzimas; glucoa-

milasa v de amilasa sintetizadas por Aspergillus hennebergi sobre harina de

yuca, mientras que en cultivo sélido se sintetizan 2 glucoamilasas (106). Las
caracteristicas de estas enéimas. asi como el nimero de amilasas producidas

v sus propiedades dependen en gran parte de las especies, pero es evidente
que las condiciones del cultivo tienen una marcada influencia en la sintesis
de éstas (101, 106). '

Alazard et.al (2) realizan también un estudio comparativo de ambos méto-
dos de cultivo en la produccion de enzimas amiloliticas con Aspergillus niger
sobre harina de vuca, encontrando que el comportamiento de las enzimas produ-
cidas en ambos métodos son diferentes entre si. Las diferencias se ubican en
la afinidad por el substrato y en la termoestabilidad a 70°C, en relacidn con
la enzima producida en medio liquido, la cual presenta gran afinidad por el
substrato pero con mala termoestabilidad a 70°C.

Mitsue et.al (62), reportan la purificacién y caracterizacion 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 proteoliticas en cultivo sélido

Las proteasas son producidas en el koji junto con otras enzimas, aunque
su produccidén en medic sdlido es menor que en cultivo liquido. Algunos estu-
dios realizados sobre la produccidén de enzimas por cultivo sélide demuestran
la presencia de actividad proteolitica (72).

Fukushima (24), se ocupa del sistema proteolitico compuesto de proteina
sas y peptidasas contenidas en el koji. lLas proteinasas de Aspergillus orvzae
son proteasas alcalinas y acidas.

3.6.2.3 Produccidn de celulasas

Toyama (104) describe un proceso automdtico para la produccién de celula

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

compuesto esencialmente de una mezcla de paja de arroz v salvado de arroz o
trigo en una relacidén de 8:2 con incubacién a 25-30°C durante 4 dias. La masa
del producto fermentado se extrae con 3 vollmenes de agua obtenlendose una sgQ
lueidn que contiene una fuerte actividad celulolitica.

Roussos (92) trabajando con Irichoderma harzianum, realiza un estudio ex

tenso sobre la fisiologia del crecimiento, asi como la fisiologia de la espo-
rulacién del hongo £ilamentoso celulolitico. Este autor describe el desarrollo

de Trichoderma harzianum sobre diversos substratos celulbsicos por fermenta-
cidn en medio soélido, utilizando fermentadores de columnés a nivel laboratorio
Raimbault (84), y a-nivel piloto de diferentes fermentadores estiticos y dind-
micos, Describe también un sistems de recuperacién de enzimas por prensaje del
producto fermentado, esta operacidén consta de dos etapas: una primera etapa
donde se prensa el producto sin tratamiento y una segunda donde se le afiade
agua al residuo -insoluble de la primera extraccidn.



En el primer prensado extrae 67.5% de las celulasas. La-segunda extrac-—
cién de la fraccién insoluble rehidratada permite extraer el 80% de celula-
sas residuales. En la recuperacién un 93.5% de las celulasas producidas en

fermentaci6n s6lida sobre bagazo de cafia pueden ser recuperadas.

Los substratos lignoceluldsicos usados fueron paja v salvado de trigo,
pulpa de remolacha y bagazo de cafa de azicar. Estos substratos llevan pretra
tamienios fisico-quimicos que facilitan el ataque de la celulosa por las enzi
mas y permiten definir las condiciones de preparacidén de estos substratos pa-

ra la fermentacidén en medio sdlido.

Rao et.al (87) describen la produccidén de celulasas en fermentacién sdli

da con Pestalotiobsis versicolor sobre varios substratos celuldsicos tales co

mo salvado de arroz, trigo, bagazo de cafia, cascarilla de trigo y centeno, en
conrrando la mis alta actividad con bagazo de cafia v la mis baja con salvado
de trigo.

3.6.2.4 Pectinasas . :

La produccidn de enzimas pécticas por fermentacidén en cultivo sélido uti
lizando un fermentador de charolas es descrita por Ghidval et. al (28). El ma
terial sélido usado es el salvado de trigo con adicidén de sales minerales. El -
substrato sbélido es esterilizado a 121°C por 60 min. Posteriormente es inocu-~
lado con Aspergillus carbonarius. Las condiciones de la fermentacidn son: tem
peratura de 30-35°C y humedad de 90%.

La temperatura durante.la fermentacién tiene un efecto importante en la
actividad de la enzima. Charolas con el substrato sdlido preparado e inocula-
do se dividen en dos lotes, en el primero la temperatura se controla y en el
segundo, la temperatura no se controla. El rendimiento della enzima decrece
en 12% en la fermentacidn sin control de temperatura, debido al incremento
de la temperatura de 25-45.2°C propiciada por el calor generado durante la
fermentacién. La temperatura Optima de incubacién es de 30°C (28). -
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Ghildyal (28) describe un método de extracciodn de énzimas, en el cual
el producto de la fermentacibén 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 extraccidén se
lleva a cabo durante 60 minutos con agitacidén intermitente, posterionrmente
se filtra vy se lava. La recupéracién mas alta de la enzima se da a 4°C, sin
embargo la diferencia no es muy significativa, considerando los costos adi-
cionales que involucra.

Wladyslaw et.al (110) proponen la extraccidén de enzimas pécticas, con
agua de la llave a 40°C por 60 mjnutos. La actividad de las enzimas no es
afectada durante el secado del extracto a 40°C.

Las enzimas pécticas producidas por fermentacidn en cultive sélido son
enzimas extracelulares de tipo endo enzimas, en su mayoria depolimerasas.
En general, las enzimas despolimerizantes son de mayor interés en la indus-
trializacion de frutas y vegetales, va que su uso facilita la maceracidn de

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

3.6.3 Prodnccidn de acidos organicos

En el estudio realizado por Laksminaranaya et.al (43) sobre la produc-
cién de acido citrico, se reportan mejores rendimientos para el cultive so-
lido que para el cultivo de superficie v el cultive sumergidd. Dos medios
de cultive liquido son utilizados, sacarosa v melazas, absorbidos sobre baga
z0 de cafia en el cultivo sélide. Las fermentaciones se corrieron a 30°C por

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

de la fermentacidn, el &cido citrico fue extraido con agua destilada en el
caso de la fermentacidn solida. En el caso de los métodos de superficie y

suemrgido el contenido de los matraces fue filtrado para separar el micelio
del Acido citrico. -

3.6.4 Produccidon de Micotoxinas

Desde los aiios sesenta, la produccidn de aflatoxinas en medio sélido
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ha sido extensamente estudiada (en vista de un control toxicolégico de los
productos).

Algunos de estos experimentos son reportados por Hesseltine (30). Cier

tas cepas del género Aspergillus entre ellas Aspergillus flavus y Aspergi-
llus parasiticus producen aflatoxinas sobre arroz, trigo, avena, maiz, etc.

La produccion de aflatoxinas By, 32, Gy» GZ en trigo por Aspergillus
parasiticus en § dias es muy variable. la produccién mds alta para aflatoxi-
nas By y By es a los 5 dias de incubacién a 30°C siendo de 355 y 90 M g/g
de substrato respectivamente; para aflatoxinas Gy y Gz a 3 dias de incubacién

se obtienen 349 y 98 ﬂ‘g/g de substrato respectivamente.
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CAPITULG IV —
4. MATERTALES Y METODOS

4.1 Microorganismos

Se utilizaron cepas de Aspergillus niger, Penicillium sp y Rhizopus ory-

zae, las dos primeras cepas proporéionadas por el Dr. Carlos Huitrén del De-
partamento de Biocecnologia,'Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM,
fueron aisladas sobre pulpa de henequén por Susana Saval y el Dr. Carlos Hui
tron {95). La tercera cepa de coleccidn proporcionada por American Type Cul-
ture Collection (ATCC), 48538,

Las cepas anteriores se seleccidnaron por su alta actividad pectinoliti-
ca. Son conservadas en un medio Extracto de Malta-Bacto-agar (difco. ref. 024)
a 4°C durante 6 meses.

4.2 Preparacién del indculo

Las esporas se obtienen en matraces de 250 ml con 17 g de masa sélida, El
medio estad constituido por 20g de harina.de yuca, lg.>de KHpPO4, 0.5g. de urea,

0.5g de (NH4)3 S04, 0.5 de CaClg,7.5g agar en 500 ml de agua a pH=3.6.

Después de esterilizar el medio de cultivo en autoclave, los matraces se
inoculan con esporas de una preparacidén en tubo inclinado del microorganismo

y posteriormente incubados a 30°C por una semana.

Preparacidn de la suspensién de esporas.-Al matraz con esporas se adicio-
nan 100 ml de agua destilada y una gota de Tween 80. El matraz se deja agitar
por 15 minutos. La suspensidén obtenida se pésa a rravés de una gasa para elimi
nar el micelio., La concentracidn de esporas se estima por cuenta microscédpica
directa, usando una camara de Neubauer.

Cuantificacién de ésporas y cant.idad del indculo.- De la suspensidn de eg
poras anterior, se hace una dilucibn con agua destilada. Esta dilucién debe

ser perfectamente homogénea. La cimara de Neubauer se llena con esta solucién
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usando una pipeta pasteur. La cuantificacidén se hace tomando 10 cuadros al
azar y se observa en el microscopio con el objetivo de 40x. Se obtiene un
promedio de esporas por cuadro. Este promedio se multiplica por el factor
de ‘conversién 25 x 10% y por la dilucidn hecha inicialmente, obteniéndose
una concentracidén x de esporas por ml de suspension.

Usualmente un solo matraz proporciona aproximadamente &4 x 1010 espo~

ras, que es suficiente para inocular 2 kg de substrato séiido;.Raimbault
(84).

La concentracibén de esporas necesaria para la fermentacion se calcula
considerando la cantidad de gramos de substrato peso seco en el medio. la

concentracidén dptima de esporas por gramo de substrato es de 2 x 107 (84).

4.3 Medios de Cultivo y Condiciones

4,3,1 Medio Sumergido

El medio liquidd utilizado se selecciond en base a los maximos rendi-
mientos reportados en la literatura para cada uno de los componentes del me
dio en la produccién de enzimas pécticas (Anexo 1).

El medio se prepraré con 2% de sacarosa como fuente de carbono, y 22
de pectina como substrato inductor para la sintesis de pectinasas. El medio
contiene ademds 2% de extracto de levadura, 0.5% de NHzNO, 0.02% de NaSO,
y minerales traza: 1.0 mg/l de FeSOy, 0.8 mg/l de ZnSO;, 4 mg/1 de MgSO, y
1.0 mg/1 de CuSO,, 5 Ho0. El medio se esteriliza s 121°C durante 15 minu-
tos. Posteriormente se ajusta el pH a 4.3. Las condiciones'éptimas.de la

fermentacidén son: 30°C y en el inbculo de 2 x 107 esporas/g de substrato pe~

+ 80 seco.

Se utilizaron 12 matraces de 250 ml conteniendo 125 ml de medio de cul
tivo liquide e inocculado con esporas en condiciones estériles. Los matraces
se tabaron con gasa y algodén. La fermentacidén se sigue por 5 dias y tomando
muestras por dﬁplicado para cada dda. -
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En todos.los casos los matraces se incubaron a 30°C a 200 rpm en un
bafio con agitacién y temperatura regulada.

4.3.2 Medio sdlido

Se realizaron estudios preeliminares utilizando el medio de cultivo
" descrito para cultivo liquido. El soporte sélido que se utilizé fue baga-
zo de cana proporcionado por el Ingenio de Zacatepec, Mor., libre de azi-

cares, El bagazo fue secado, molido y tamizado para obtener la fraccidnm
20-50. ' ‘

Preparacién del medio sélido.-Se prepara el medio sumergido sintéti
co para tener el contenido de humedad requerido para la fermentacién, se
considera para esto los constituyentes s6lidos del medio y el bagazo de
cafa necesario.

El bagazo de cafla se humedece con el 50Z del medio de cultvo prepara-
do. Se esteriliza el medio sumergido restante y el medio s6lide por separa

do a 121°C durante 15 minutos en autoclave.

El medio sumergido se ajustd a pH 4.5 después de la adicidn del indcu-
lo. La fermentacidn en cultivo sélido se realiza en reactores empacados. El
soporte s6lido es bien mezclado junto con la solucién conteniendo los nu-
trientes y el indculo. La humedad final del medio sélido es de 70%.

El medio sblido preparado se reparte en los incubadores a razén de 30g
por columna, encontrandose cada incubador en un bafio maria con termostato a
35°C. Los incubadores son aersados con aire saturados de agua a razdn de 4-6

1/hr. El sistema de incubacidn se muestra en la fig. 8.

El sistema de incubacién cbnsta de un humidificador que tiene una entra
da de aire y una columna de vidrio con 3.6cm de diémet;o y 16.5 cm de altura
la cual contendrd el medio sélido. En la parte inferjor y superior se coloca algodén y
papel filtro para evitar contaminacidén y condensacién durante la fermentacidn.



Fig. g

Microfermentador en columna
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El tiempo de fermentacién es de 72 horas, Se toman muestras por dupli-
cado (cada columna constituye una muestra). Se toma una muestra a tiempo ce
ro como control y a partir de las 15 horas se muestrea a iptervalos de 5 ho-
ras.

4.4 Método de extraccidn de enzimas pécticas

El proceso de extraccidn de las enzimas y otros metabolitos solubles se
efectiia con ayuda de una prensa hidréulica segin disefio de Roussos {92). Es-
te proceso consta de dos etapas: una primera etapa donde 30g de praducto hd~

medo se prensan en una celda especialmente disefiada y adaptable a una ﬁrensa
hidraulica.

Obteniéndose una primera fraccidn soluble. La fraccién insoluble de la
primera extraccion se le adicionan 20 ml de agua destilada, se mezcla perfec
tamente y se lleva a cabo una segunda extraccidn, obteniéndose la segunda

fraccién soluble. Un esquema del proceéo se muestra en la pap. 89.

4.5 Evaluacidn de los pardmetros de la fermentacidn en cultivo sdlido y en
cultivo sumergido.

Los pardmetros evaluados para seguir el curso de la fermentacién en los
dos tipos de cultivo son pricticamente los mismos, pero los métodos usados
son diferentes.

Para el medio suwergido la determinacidén de la biomasa se realiza por el
métndo de determinacidn de peso seco. Se toman 25 ml de huestra homogénea del
caldo de fermentacién, se filtran con vacio sobre papel filtro a peso constan
te. La biomasa obtenida se lava con agua destilada y se coloca en una caja pe
tri, secandose a 100°C en una estufa, durante 6 a 8 horas.

El pH se mide en 25 ml del caldo de fermentacién a 25°C en un potenciome
tro (pH-meter E 516 Titriskop Metrohm Herisau). -
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‘Determinacidn de la Actividad Pectinolitica.-La actividad pectinoliti-

ca se determina por viscosimetria. Esta determinacién se lleva a cabo con
una solucién de pectina al 1% en amortiguador 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 analizé una enzima comer-
cial (Irgazime, Ciba-Geigy). Para la medicién de actividad se emplearon dos
metodologias: '

a) Uso del viscosimetro Brookfield Modelo HBT
b) Uso de una pipeta graduada de 0.1 ml.

Para el casg de la enzima comercial, se utilizaron concentraciones de
enzima de 10, 20, 30, 40 y 350 rpm, determindndose la viscosidad en centipoi
ses contra el tiempo de reaccién (min) o el tiempo de flujo (seg), contra
ol tiempo de reaccidn (min), deperdiendo de la metodilogia 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,
asi como en los tiempos de reaccidn, por lo que se llegd a la conclusidn de
que se podia trabajar con el método mds sencillo, considerando solo el inter
valo de concentracién donde ambos son equivalentes y la linearidad entre la

concentracién de enzima y la velocidad de reaccidn.

En el caso del cultive sumergido se emplea como solucién de enzima el
sobrenadante del caldo de fermentacidn, después de centrifugar a 3500 rpm
por 10 minutos.

- Para cultivo sélido se emplean las fracciones solubles obtenidas en la

operacidén de prensado, después de dejar que se sedimenten particulas en sus-
penaidn,

Para el caso de la fermentacidén sélida, el tratamiento de las muestras
se realiza segin el esquema de la fig. 10..

'

El contenido de humedad se determina gravimétricamente en 5g de produc~
to. ' ' :



Concentracidn de enzima

(ppm)
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2 &6 8 10

Tiempo ‘de reaccién (min)

Fig. ® . Determinacién de la Actividad Pectinolftica
por Viscosimetria: a) uso del viscosimetro Brookfield,
(- -.=); b) Uso de una pipeta graduada de 0.1 ml '(—-—) .
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Para la medicién de pH, carbohidratos residuales (azficares totales y
aziicares reductores), y determinacién de acidos nucleicos se requiere de
preparar inicialmente una suspensién de 5g producto en 50 ml o 100 ml de
agua destilada después de mezclar perfectamente.

La determinaxion de 4cidos nucleicos.~En esta determ1nac10n se emplea
el método de Ogury Rosen (75) por extraccidén de los acidos nucleicos en
dcido perclérico. 5 ml de la suspensidén se centrifugan a 3000-5000 rpm
por 15 minutos. El sobrenadante se elimina con una pipeta pasteur y a la
parté insoluble se le adicionaa 5 ml de Acido perclérico (0.5-0.7 M), mez-
clando perfectamente. La digestidén de las muestras se lleva a cabo en un
bafio fisioldgico con agitacién y temperatura controlada, a 70°C durante 20
minutos. Después de la digestidn, las muestras se centrifugan a 3000-5000
rpm durante 15 minutos. La solucidén debe estar cristalina para evitar in-
terferencias. Las lecturas se realizan en un espectrofotdmetro Beckman Mo~
delo 25, a 260 nm entre 0.1-0.6 de Densidad Optica.

Determinacién de Carbohidratos Residuales.-Para determinar el consu-
mo de sacarosa se empled el método de determinacién de Azlicares Reductores
por el Acido 3-3 Dinitrosalicilico (61), después de la hidrélisis de la sa
carosa residual por la enzima Invertasa (Miles de México). Se toman 9 ml
de una suspension homogénea (4g de producto en 96 ml de agua destilada) y
un ml de enzima (2 mg/ml). La reaccidn se efectla a 55°C por 10 minutos,
para una completa hidrélisis. Por otro lado se determinan los azlicares re-
ductores presentes en las muestras sin tratamiento enzimdtico. La diferen-
cia de estas dos determinaciones es la concentracién de sacarosa en las
muestras. Se expresa en'mg/g producto peso seco inicial. En ambos casos se

utilizé glucosa como estandar. RS

4.6 Termoestabilidad de la enzima

La solucién de enzima con actividad dé 142.9 U)ml se incubd a una tem-

!
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Concenido de un incubalor ——g Peso Total .Hﬁmedo -

Producto Homogéneo
5g de muestra .—-——p Estufa a 105°C, 24 _horasj o

I

100 ml de H90~ . Peso seco

" Ultra~Turras ,

2 min-207000. t/minutos’ —————s-medida de pH

) Diihcione:;
(1/2; 1/5; 1/15; 1/100)

1

icidos ‘ Azlcares Aziicares Actividad
Nucleicos Totales ‘ Reductores Pectinolitica
' (u/ml)

E‘ig.'lo. Esquems de tratamiento y andlisis de las questrés del producto '

en la fermentacién sélida.
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peratura de 50°C con agitacién continua. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos (0, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos), determinandose la actividad peg'
tinolitica por el método antes descrito.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comparacidén de Cepas

Para seleccionar la cepa adecuada se consider$ la produccién de enzi-

ma y cantidad de biomasa como parametros fundamentales.

Priméramen:e se realizd la seleccidn de cepas en medio sumergido, en
matraces agitados utilizando el medio de cultivo sintético. Se hicieron va-
rias pruebas con un tiempo de fermentacidn de 120 horas, tiempo éptimo pa-
ra el proceso en cultivo sumergido. La tabla 14, muestra la actividad pro-
ducida para cada cepa, medida por viscosimetria y la biomasa produéida por
determinacién del peso seco.

De los resultadns obtenidos se observa que la cepa de Aspergillus ni-
ger demuestra ser la mAs interesante en términos de la actividad enzimati-
ca, seguida por la de Penicillium sp. Esta filtima alcanza un mAximo de ac-
tividad de 20 u/ml pero a largo tieapo (120h) y dada la dificultad para
mantener las condiciones estériles en la fermentacién sélida se opté por
un proceso-lo mis corto posible. La cepa de Rhizopus oryzae se descartb por
la dificultad de obtener esporas y el baju nivel de produccidén de enzimas.

5.2 Disefio del Medio de Cultivo Sdlido

.El método de cultivo sdlid> se basa principalmente en -la distribucién
homogénea del substrato, esporas y sales en el material sbélido usado como
soporte. El contenido ‘de humedad y el pH son esenciales para asegurar una
efi&iente‘aereacién y un buen crecimiento del hongo respectivamente. Por
otro lado la composicién del medio de cultivy juega un papel muy importante
en la sintesis de las enzimas, por esto realizaron.ensayos preeliminares
con regpesto a-la composicién del medio.

En primera instancia se probd la cepa de Aspergillus niger en cultivo
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s6lido en un medio sintético de pectina, sacarosa y sales absorbido sobre
bagazo de cafia molido.

Diferentes conceqtraciones de pectina y sacarosa se probaron para ob-
servar el efecto sinérgico de ambos substratos. Se corrieroa fermentaciones
utilizando diferentes relaciones &epectinafsacarosa. La tabla 15, muestra
la actividad producida por Aspergillus niger para cada relacién. De los re-
sultados obtenidos sobresale la-relacidén 3:6, a la que la actividad enzimé-
tica encontrada es mayor en un tiempo de fermentacién menor, en relacidn con
el medio auﬁergido lo que redunda en una mayor productividad. La relacidn
3:12 es también interesante pero tiene la desventaja de que altas concentra-
ciones de sacarosa provocan mayor crecimiento del hongo, 'lo que promueve una
esporulacién temprana.

El medio de cultivo seleccionado fue el siguiente:

Soporte S611do ...evevev.... Bagazo de cafia
Fuente de Carbono .
SACAroSa ceescvesrscrsross OB
Substrato Inductor o
Pecting voviveverinnnnasss 3%
Fuente de Nitrdégeao y Fosforo
Ured voeveneescesrionsanss 2448
(NH4)}28Q4 «evvacvicansaas. 9.8g | por 100g de substrato v
KKZPOA - o peso geco ) '

Minerales Traza mg/1

FeSO[, .........._...V...'....-.‘l.O
2S04 vevarnvorvannnaiaarens 0.8
T P PN

1.0

CuSOy wreereansnnnsin
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El contenido de humedad del medio sélido es de 70%.

Puesto que el pH es un factor critico en el desarrollo de la fermenta-
cién y en reactores estdticos su control se dificults, debido a que el cre-
cimiento micelial promueve una rdpida acidificacién del wedio, Raimbault
(84, propone el uso de sales de amonio y urea, que al ser utilizadas por
el microorganismo como fuente de Nitrdgeno evitan variaciones fuertes del
o, Por esto el medio de cultivo dptimo incluye sulfato de amonio v urea
como fuentes de Nitrégeno.

5.3 Pruebas en Cultivo sdlido

Con la finalidad de observar el comportamiento de la fermentacidn en
la produccidn de las enzimas pécticas, se realizaron cinéticas de produc-
cidn de estas enzimas.

En la fig. 11, se muestra una cinética de produccién de enzimas pécti-~
cas, ‘en la cual se puede observar una sintesis parcialmente desacoplada del
crecimiento. Esto se confirma al observar el consumo de sacarosa, ya que és
ta se agota v se puede suponer que se da lugar al consumo de la pectina, da
do que la produccidn de las enzimas se incrementa notablemente. ESta etapa
sucede entre las 30 y 35 horas de fermentacidén. La fermentacidn continda

hasta las 45 horas, tiempo en el que se obtiene la maxima actividad.

Con respecto a la humedad del producto, ésta se incrementa aproximada-—
mente de un 3 a 4% durante la:fermentacidn, debido a la respiracién del hon-
go. ¢ '

El pH, importante en la sintesis de las enzimas, baja en las primeras
horas de la fermentacién, durante la fase exponencial de crecimiento del hon
go. Después se estabiliza y casi permanece constante hasta el final de la
fermentacidn.

Considerando que la cepa de Penicillium sp, podria constituir otra opcién
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para el pioceso, se realizaron cinéticas de produccidén de enzimas pécticas

obteniéndose 1os resultados presentadss en la fig. 12, La actividad enzimi-

tica producida por esta cepa fue menor a la producida por Aspergillus niger

a las mismas condiciones de cultivo sélido, obsarvindos= ademds un crecimien
" to muy lento del hongo. Por estas razones se decidibé descartas esta cepa y

efectuar el trabajo posterior con Aspergillus niger.

5.4 Extraccién de Enzimas

La operacién de recuperacidén de enzimas pécticas por prensaje es muy sen
1la v consta de dos etapas: um primera etapa donde s¢ prensa el prodicto sin tra
tamiento y una segunda donde se le afiade agua al residuo insoluble de la prime
ra extraccidn. La actividad volumétrica lograda en la segunda fraccidén soluble
es myor que en la primera, sz puede pensar que las enzimas estan absorbidas a
la pared del hongo y que se liberan mis fAcilmente después de una primera alte

racién mecanica, Raibault (2), reporta un fendmeno similar con glucoamilasas.

5.5 Termoestabilidad de la enzima (Aspergillus niger)

La disminucidn de la actividad con el tieupo de incubacidn es evidente, a
los cinco minutos pierde aproximedamente el 657 de su actividad y decrece gradual-

mente hasta que se inactiva totalmente a un tiempo de incubacidn de 60 min.

TABLA 16

Termoestabilidad de la enzima a 50°C

Tiempo (min) Actividad u/ml T

0 ) : 142.9

5 . . 50

0 e C2%.5

15 ' 25.63

30 19.4

45 : 7.8

60 : -

Nota: A temperatura ambiente la actividad permanece:cong
tante por un mes. >
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Las caracteristicas de termoestabilidad del extracto enzimitico obteni-
do es semejante a las que se reporta en estudios en ;é literatura. Sin embar
go esta caracteristica no infiere en su.aplicacién en algunos procesos en la
industria agroalimentaria debido a que las condiciones de temperatura a las
cuales se trabaja son menores.

De los resultados encontrados en relacién a la productividad del cultivo
sumergido y cultivo sélido se tiene que }a actividad voluméirica para el pri-
mero fue de 0.92 u/unidad de volumen/h. Se determind considerando la activi-

dad maxima producida por Aspergillus niger y el tiempo en que se alcanza. és-

ta. Para el cultivs sélido la actividad volumétrica encontrada fue de 7.95
u/unidad de volimen/h, y se determind considerando el volumen Gtil del reac-
tor, la masa en gramos empacada y las unidades por g. obtenidas de la opera-
tidén de recuperacién.

La actividad pectinolitica producida por unidad de volumen de reactor re-
sulta ser de mavor magnitud en cultivo sélido que en culnivo sumergido lo que
nos peruite considerar como factible el escaliar este proceso a un nivel semipi

loto en reactor estatico.



- TABLA No. 14PRODUCCION DE PECTINASAS CON DIFERENTES
CEPAS. ENSAYOS EN MATRACES AGITADOS

CEPA TIEMPO (h) BIbMASA (g/1) pH ACT. PECT. (U/m'l)'
Aspergillus niger 48 4,84 3 .FB 5
Penicilliun sp 48 0.778 4.4 0
‘Rhizopus oryzae 48 12.20 4.2 0
Aspergillus niger "72 7.71 3.7 5
Penicilliun sp 72 0.87 4.4 0
w 12 . 16.55 4.1 1
Aspergillus niger 120 6.95 3.5 11.1
Penicillium sp 120 6.46 5.5 20
Rhizopus oryzae "120 18.30 3.9 5

- TL -



TABLA No, 15 PRODUCCION DE PECTINASAS EN MEDIO SOLIDO
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUSTRATO

PECTINA/SACAROSA
RELACION TIEMPO (h) AC'l‘IVIDAb {U/ml) ACTIVIDAD PECT. (U/g)
24 120 93.59
3/3 40 500 357.65
64 125 92,10
24 250 176.10
3/6 40 - 500 341.80
64 1000 672,60
24 140 89,70
3/12 40 333 222.00
64 666 477.00

Cepa A. niger CH4
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CAPTTULO. VI
6. PRUEBA SEMIPILOTO

De acuerdo a los rasulzados obtenidos a nivel laboratorio resulta fac-
tible escalar este procesc a un nivel de produccidén mayor, como es un nivel

semipiloto en reactor estético de tipo zymotis.

El biofermentador estatico Zymotis para el cultivo de hongos filamento-
305 en medio sb6lido sobre substratos amilaceos y celuldsicos es descrito en
la fig. 13 y 44, Roussos (92). Estd constituido por una cuva paralelepipeda

dividida en doce compartimientos separaidos por placas de refrigeraciém.

El llenad> del Zymwotis se hace colocando en cada cnmparﬁimiento el medio
solido praparado v condicicnado (70% de humedad). La capacidad de este fermen

tador es de 50 kg de medio sbélido preparado.

La aireacidn del cultivo se hace por la base de la cuva, asegurando una
buena oxigenacidn del medio sélido, el aire saturado de agua entra'a razbn
de 300-600 1l/hora/kg. La temperatura se controla a 35°C.

El fermentador se llend a una capacidad de 10 kg de medio sélidovimpreg—
nado con el medio sintético anteriormente descrito para la produccién de pec—
tinasas. El inbculo se adiciond en una concentracidn ge 2x 107 esporas/g de
substrato peso seco y el pH de 4.5, fue ajustado de la misma forma que en ni-

vel laboratorio. La fermentacibn se siguid durante 45 horas.

El incremento de humadad después de 48 horas de fermentacidoh es solamen
te del 1% (70.75-71.5) contra 3-4Z en las columnas utilizadas en nivel labo-
ratorin. Esto se debe a dos razones, dificultad de saturar de agua el aire
con flujos muy elevados y la falta de homogeneidad del producto en los com-
partimientos, el cual tiende a humidificarse abajo y secarse arriba. Esto tam
bién puede ser resultado del incremento de temperatura provocado por el calor
metabélico producido y no disipado rapidamente, lo que ocasiona un secado del

producto. En relacién al proceso'de recuperacién de enzimas por prensado se
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presentaron diversos problemas principalmente ligados al tipo de prensé uti
~lizado, fig. 15; ya que la prensa disponible resulté ser de menor potencia

que la prensa usada a nivel laboratorio.

El volumen de la primera fraccién soluble fue de 3 litros con actividad
de 100 u/ml y la segunda fraccién fue de 4 litros con actividad de 50 u/ml.
La mayor recuperacién de las enzimas se tuvo en la primera extraccién a dife
rencia de lo que se observa a nivel laboratorio, donde la mayor actividad se
encuenéra en la segunda fraccidn soluble. No existe una explicacién clara
que justifique estos resulrados, aunque seguramente el efectn de la presién
del prensado debe ser analizado con mayor detalle por ser ésta la (nica dife

rencia entre los experimentos efectuados.

Ultrafiltracién

La mezcla de las fracciones solubles obtenidas del producto prensado,
con actividad de 57.9.u/ﬁl. se centrifugdé a 5000 rpm durante 30 minutos a una,
temperatura de 4°C, para evitar que las enzimas pressntes en el extracto se
desnaturalicen. El objeto de la centrifugacién es eliminar particulas en sus—

pension,

El volumen de extricto obtenido es tratado por un método de separacitn:
la ultrafiltracién. Este método utiliza presidn o fuerza centrifugs para obli
gar a pasar el medio acuoso y las moléculas de menor peso molecular a través
de una membr4na semiperm=able.o una fibra porosa que permite la retencidn de
las moléculas de mayor peso molecular como las enzimas. Los pesos moleculares
de corte son fun:ién de la membraia o fibra seleccionada. La operacidn de se~
paracidn se llevd a cabo en un equipo de ultrafiltracién Modelo RF-LAB-5RF
con capacidad de 10 litros por hora, el tipo de membrana es de PM 10 Romicon,
con peso molecular de corte de 10 000.

~

El volumen de trabajo fue de 6 litros, la presién de salida de 5 Psi, la
presién de entrada de 26.3 Psi.
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El volumen obtenido de la ultrafiltracién es de 1400 ml de solucidn
concentrada de enzimas con una actividad de 142.9 u/ml.

Se determiné la actividad en este permeado, pero no se detectd.

Las caracteristicas del proceso se rasumen en la tabla 17,

TABLA 17

Resultados de la ultrafiltracién del extracto

enzimético obtenidos de la fermentacién sdlida (AP=21;3‘psi)

Ultrafiltracién Volumen (ml)  -Actividad Actividal total  Eficiencia

(u/ml) (u. totales) (%)
Extracto de . L ‘ :
ferment:acidn 6_QOO'A'j‘ ‘“57’9.‘, o347, 400 -
Volumen - o o L
Retenido Lo 14209 ¢ . 200, 000 57.6

En 1a tabla 17, puede observarse que las pérdidas de actividad durante
el procesn fﬁeron considerables, esto puede ser consecuencia de un incremen
to de temperatura, por cavitacién dada los flujos muy importante durante el
proceso o bien al probarle atrapamiento de enzima dentro de las fibras. En
realidad se selecciond el tamafo de fibra mds pequeiia (PM corte 10 000), pe
ro seria conveniente analizar el comportamiento del sistema con otro tipo
de fibras (eg. PM=50 000). '



Fig. 13 . Vista lateral
del biofermentador Zy-
motis.

1 lymotis

; Diblubtrs
1 Barbataur a'eau

Fig. ¥4 . Diagrama del Zymotis



Fig.l’ . Prensa utilizada a nivel

"gemipiloto.



- 80 -

CAPITULO VII

APLICACIONES DEi, PRODUCTO

Dentro de las aplicaciones mas importantes de las enzimas pécticas en -
la industris agroalimentaria se encuentra la extraccién de jugos y la cla-
rificacién de estos mismos, los cuales se ubican en la industria de proce-
samiento de frutas. Una aplicacién reciente es en el proceso de extraccidn
de aceite de coco (17). Este proceso presenta grandes ventajas en la extrac
cidn del aceite por via enzimitica, destacando la mejor calidad del produc;

to obtenido, la reduccion de costos de infraestructura y de mano de obra.

Con la finalidad de probar el producto obtenido pov fermentacidén en cul
tivo sélido se realizaron aplicaciones del producto en la clarificacién de
jugo de manzana v la extraccién de aceite de coco por via enzimitica, al mig

mo tiempo que se compard con una enzima comercial.

A. Aplicaciéﬁ de la enzima (Agpergillus niger) en la clarif icacidn de jugo
de manzana.

La despectinizacién del jugo de manzana es una determinacién de la acti-

vidad pectinolitica relativa de la enzima péctica.

Prucedimiento:

Obtencidn del jugo de manzana.~Se trituraron las manzanas finamente. Des
pués se mezcld una parte de la pulpa obtenida por una parte de una solucidn
de NaCl al 0.1%. La suspensidn resultante se filtré a través de gasa o mants

cielo para obtener el jugo.

Volimenes iguales del jugo se colocaron en tubos de ensaye, a uno de los
cuales se adiciondé la solucién de enzima comercial para obtener una concentra-
cién final de 30 rpm y al otro la solucidn de enzima de Aspergillus niger a
una dilucién final de 1:50. El sistema de reaccién se incubd a 45°C durante
una hora, Pasado este tiempo se inactivaron las enzimas a 90°C por 5 minutos.

Un volumen igual de jugo de manzana se utilizd como control.
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Esta misma prueba se realizd tomando diferentes volimenes de enzima de
Aspergillus niger, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 ol de la solucidén de enzima a las
mismas condiciones y tomando un volumen igual de jugo de manzana como testi-

g0,

Los resultados de las pruebas anterioreé se muestran eé las tablas (18
v 19). La observacién visual de la reaccitn enzimitica se expresd con signos
para determinar.las diferencias de actividad despectinizante de ambas prepa-
raciones. Resulta evidente qie 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 muestran en la
fig. 11.

B, Aplicacibdn de la enzima de Aspergillus niger en la extrsiccidn de aceite
de coco.

La aplicacidn de enzimas en este proceso es relativamente nueva. Entre
las enzimas que intervienen en el proceso estdn las pectinasas y otras de
interés industrial. Considerando interesante la aplicacién de estas enzimas
en la extraccibén de aceite de coco se procadid a realizar un experimento en

el cual se compard la enzima producida de Aspergillus niger y una enzima co-
mercial. '

Procedimiento:

Se utilizaron‘GOO gjde carnaza de coco maduro y frusco. La carnaza se
picod en una Moulinex y se dividid en dos partes iguales. Se furmé una emul-
sidén en la licuadora con la cantidad correspondiante de agua (dilucién 1:4),
para 300g de coco se requieren 1 200 ml.

Las emulsiones obtenidas se pasaron a 2 matraces de 2 litros, los cua-
les se usaro: como recipientes de reaccidén. Las condiciones del sistema de

reaccion se controlaron mediante el usto de un bafio de agua con contrsl de
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temperatura a 40°C y un agitador de aspas con agitacién de 200 rpm.

Con las condiciones de operacidém establecidas se adicinnaron las enzi
mas al 0.1% (p/v}. Las enzimas utilizadas fueron: Pectinasas Irgazyme (Ci~-
b1-Geigy) PG; Tenasa Amilasa (Complementos Alimenticios S.A.); (Proteasas
microbianas de Enmex) Papaina y la solucién de enzima producida de Aspergi-
llus niger. Se diseiaron dos sistemas:

Sistema I . - Sistema II
-Amilasa : '0.1i f "~ - Amilava 0.1%2
Pdpaina v 0;127 " Papaina : 0.1%
Pectinasa 0;#%1,;‘ Pectinasa 10 ml
- Comercial I‘. ‘ : (de A. niger)

Después de 30 minutos de reaccidn, la emulsién tratada se decantd para
eliminar sdlidos. La solucidén de cada matraz se pasd-a 1 matraz de 2 litros
raspectivamente v se dejbé en refrigeracidén para que la grasa se separara
formindose una capa en la parte superior de cada matraz. El agna de la parte
inferior se elimind mediante un sifén, la grasa s@ obtiene con la menor can-
tidad de agua posible. Posteriormente se racupera en vasos de precipitados
y se coloca en la estufa para fundir la grasa y cemtrifugar a 10 000 rpm

por 10 minutos. El contenido de grasa del coco es de 27Z%.

La eficiencia obtenida de aceite de coco en la extraccién 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%. Las principules pér
didas se tuvieron en la recuperacién del matraz de reaccidn y después en los
tubos de centrifuga. El produzto obtenido es un sélido blanco y a temperatu~
ra ambiente y un liquido incoloro a 50°C, fig. 17.
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Por los resultados obtenidos en ambas pruebas es claro que la activi-
iad pectinolitica de la preparacidn de las envimas obtenida de Aspergillus
niger es comparable a la que presentan los productos comercialss.




TABLA No.18 ACTIVIDAD PECTINOLITICA RELATIVA POR
DESPECTINIZACION DEL JUGO DE MANZANA

-

SISTEMA DE REACCION OBSERVACTION VISUAL **
ENZTMA COMERCIAL 4+
(30 ppm) ‘ + 4+

_ ENZIMA CONCENTRADA * .
(0.4 ml)

- ng -

TESTIGO -

* N

I

Enzima.qoncenttada producida por fermentédidn s6lida
Los signos anteriores indican: '

+ + + Completa despectinizacidn .
+ + Buena despéctinizacifn
+ Regular despectinizacidn

Baja despectinizaci6én

Ligera despectinizaci6n

Ausencia de actividad despectinizante

+ 4+ +



TABLA No 12 ACTIVIDAD PECTINOLITICA RELATIVA A DIFE-

RENTES VOLUMENES DE ENZIMA CONCENTRADA

. Nota:

SISTEMA No : VOL. ENZIMA CONC. (ml) UBSERVACION VISUAL
Lo A 04 - + o+ o+ o+t
}'»;5_113‘._ 03 DR +or
e
D
E
 TESTIGO 'vﬁiafr;d.ot ‘

* Enzima sin concentrar

Volumen de ReacciSn 20 ml

- 98: C-
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Fig. 16 Observacidn visual de la despectinizacidn en-
zimatica del jugo de manzana.

Fig- 1 . Extraccion de aceite de coco.
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CONCLUSIONES

.La cepa de Aspergillus niger fue seleccionada pér su alta actividad

pectinolitica, ademds de presentar caracteristicas adecuadas para su de-

sarrollo en cultivo s6lido., Aspergilius niger es un hongo filamentosp, ca-

paz de crecer con un bajo contenido de humedad y sintetizar enzimas pécti-
cas y extracelularmente, las cuales son inducidas'mediante adicién al me-
dio de cultivo del substrato inductor: la pectina} adends es ya una cepa
aprobada por la FDA.

Las condiciones 6ptimas para el desarrollo de Aspergillus niger en

cultivo sblido resultaron ser de: pH 4.5, temperatura 35°C, humedad ini-
cial de 70% y una concentracién de indculo de 2 x 107 esporas/g de substra

to peso seco.

El medioc dptimo encontrado contiene concentraciones de pectina y sa-
carosa de 3% y 6% respectivamente, lo que resulta superior a lo reportado
para un medio en cultive suemrgido. La pectina induce notablemente la sin-
tesis de enzimas pécticas. Las sales de amonio y urea adicionadas tienen
una funcidén amortiguadora durante la fermentacidn, evitando variaciones fuer
tes del 3H.

)

La produccidén de las enzimas pécticas durante la fermentaci6n alcanza
un méximo de actividad a las 45 horas, reduciendo dos veces el tiempo de fer
mentacién de alta produccidn reportada para el cultivo sumergido. La sinte-

sis de las enzimas pécticas de Aspergillus niger es parcialmente desacoplada
del crecimientc.

El empleo de un soporte inerte (bagaéo de caﬁé) para la absorcién del
medio de cultivo resulté altamente satisfactorio al facilitar el proceso en
sus diversas étapas: alta capacidad de absorcidn, desarrollo adecuado del
microorganismo y f&cil recuperacidén del producto mediante prensado del mate-
rial al final del proceso.
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La productividad encontrada en el cultivo sblido es superior a la de-
terminada en cultivo sumergido para el mismo microorganismo. Esta diferencia
puede ser probablemente menor si se trabaja el procesoc sumergido en condicig

" nes mas estrictas (control del pH,'aefeacién, etc.). Sin embargo la producti
vidad seguird siendo alta en el cultivo sdlido, dado que el tiempo en el que

se alcanza la maxima actividad es menor.

El sistema de extraccidn de enzimas por prensado resulta ser una opera-
cidn eficiente de recuperacidén de enzimas producidas emdiante esta téenica,
en general es una alternativa mas en el procesamiento de metabolitas produci
dos via fermentacidén en cultivo sélido. La eficiencia de recuperacidn 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 pardme-
tros mas criticos como la pérdida de humedad, la evolucidn del pH, la aerea-
cidn y el incremento de la temperatura, asi como el de mejorar el sistema de-
extraccidn establecido, de tal forma que se optimice este proceso para la
produccién a gran escala no sdlo 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 s6lido y paralelamente promover el aprovechamiento de mate—
riales lignoceluldsicos que en su mayoria son subproductos agroindustridles.

'

Por otro lado 1a aplicacién de las enzimas pécticas en la industria ali
mentaria es cada vez mAs importante por lo que es conveniente considerar
la disponibilidad de la epctina para implementar su produccién. La idea es
emplear en el proceso residuos agroindustriales, que aporten la pectina, dis

minuyendo el costo del medio de produccién, lo que resultaria interesante y

zconémicamente redituable. La enzima producida en el experimento piloto fue emplea
da con éxito en diversas aplicaciones de pectimasas en la tecnologia de alimentos, habiendo
clarificado jugo de manzana y extraido aceite de coco, con eficiencias iguales a las obtenidas con
los productos comerciales disponibles en México, todas ellas de importacidn.
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DIAGRAMA DEL PROCESO

PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO
. 'DEL MEDIO SOLIDO

INOCULACION CON SUSPENSION -
DE ESPORAS 2X107 esporas/gs.p.s.

FERMENTACION AEROBIA
35°C, pH 4.5, tipo de incuba~
ci6n de 45 horas y flujo de ~
aire, 300 a 600 1/h/kg.

EXTRACCION DE ENZIMAS
(operaci6n de prensado)

]

CENTRIFUGACION

30 min 3000-5000 rpm
a 4°¢C

ULTRAFILTRACION

T

PRODUCTO CONCENTRADO

APLICACIONES
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DIAGRAMA DEL_PROCESO DE RECUPERACION

DE_LAS PECTINASAS PRODUCIDAS POR FERMENTACION SOLIDA.

* PRODUCTO
con & 3%
(10 kgz.)

TERMENTADO
de Humedad

T

PRENSADO
(7 x3)

L

i

t

© ' BAGAZO COMPRIMIDC

i

ADICION DE AGUA

JUGO DE Ia.
CION
VT=3 litros

EXTRAC
100 U/ml

SEGUNDO BRENSADO

(ORI

3ASAZ0 COMPRIMIDO

JUST DE <a. SRirAL ]
CION 50 U/ml !
¥T=u litros :

]

: "j

L TEe e
YT=z7 litros

¥EZCLADO

PERMEADOQ
5200 ml

(3in actividad)

ULTRAFILTRADO
1400 ml:
t142.9 U/ml

!
|

¢

l

+

. CENTRITUGACION

.leJmL___ﬁ

Yol. 6000 {-

JLTRAFILTRACION

NOTA.~En el volumen de permeado 'se incluye agua de lavado,
que no fue posible eliminar,
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ANEXO I

x

A. SELECCION DE ASPERGiLLUS NIGER

Procesos de Mutacién . P e

METODO_ I
' CEPA la. etapa Seleccidén de "2a. etapa
(A. niger) Luz U.V mutantes activas Luz U.V
122% PG » . . Mutantes Activas, Iacre-
Ref, (116) 722 PE mento en produccién de enzims, FE y FG
METODO 2
CEPA —~——eeeeep Tratamiento con luz U.V. ———JP Mutantes Activas
(A. niger) (594,000 & 792,000 Erg/mmZ)
(Medio; Czapek con 0.5% de pectina)
Ref. (68)
METODO 3 (combinado) i
CEPA la. etapa " 2a, etapa Ja. etapa
(A. niger) (E tilendiamina 1az ¥, Y.¥ (EtyS04+luz U. V) (Nitroscmslcil urea + UV}

Mutantes Activas
24% de PG mayor actividad
49% de Actividad de PE mayor
Ref. (115) ) aumento del efecto clarificador

METODO 4: De Mutacién para A. Niger (Produccién de PE)

Orden Creciente de Produccién de PE
a) NaN; (0.015; 8 horas).
b) N-metil-N'nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) (100 mg/ml 120 min)
¢) Et-metano-sulfato (0.15 M; 60 min)
- d) Radiacidn gama (4 KGy)

Ref. (118).



B. FUENTE DE CARBONO

TABLA 20

Efectos de los cambios del tipo de carbohidratos en el medio ,

sobre la actividad por disminucién de la viscosidad en el cultivo liquido.*

Contenido de Carbohidratos Cultivo liquido
2n el medio ( % ) " (Actividad u/ml)
~ Pectina 2 + Almidén 3 28

Pectina 2 + Dextrina 3 88
Pactina 2 + Fructosa 3 . 100
Pectina 2 + Sacarosa 3 - LoeES 101
Pectina - 2 +  Glucasa - 3 S 101
Pectina 2 + Galactosa 3 159
Pectina 5 L

100

* El medio contiene carbohidratos junto con 0.02% de NaSOy4 y 0.5
de NH;NO3 en extracto de harina de cacahuate, La fermentacién se
corrié en matraces agitados por 5 dias.

Ref. (105).
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TABLA 21

Efectos de los cambios de la concentracién de pectina y sacarosa

, Contenido de carbohidretos Actividad de cultivo Digestidn
del medio ( % ) liquido (u/ml) de pectina 2
Hidrolisis
Pectina 4 co. 90 ) 100 .
Pectina 3 sacaresa 1 160 R 100
Pectina 2 sacarosa 2 ; ' 32;0 R o 95
Pectina 1 sacarosa 3 M[‘512§t{»_ ST 88
Sacarosa 4 ; ' 85
Tiempo de fermentacidn 5 dias. ¥

. Ref. (103).

Eficiencia de los carbohidratos en la roduceidn PG

Orden Decreciente

Lactosa, Glucosa, Sacarosa, Fructosa; Almidén, Maltosa y galacto-

sa (107), en presencia de un substrato inductor.
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C. FUENTE DE NITROGENO: A e

- Fuentes orgénicas ....u....see
PEPLONE wevssecsrsanascrseins
- ‘Fuentes Inorgénicas

NHZNO3 vevennnnnnnsns
(N )oHPO4 s eeannnnns

NitratoS....eeeeenss
NaNOg + NH4Cl.se.o
NH3.ooeravevnnsnes

D. SALES:

Concentrac1cn 3

wm"”.".“.“.;.“f.oom4)1u
NaNo3..............;.... 0. .001-0.1 4
NEBT.eeuevnensersaniisiy 0,001-0.1 M
RBEuveeenrenaeeensenesss 0.001=0.1 M

Ref. (115).

TABLA 22

 'Erodﬁcci6n mAxima
Rendimiento maximo (e dias)(69)

.- Optimo rendimiento (7 dias)(107)
Produccion de PG
Produccién de PG
. Incremento de ACtividadb

.. Incremento de Actividad

Actividad

Incremento de actividad PG (endo)
mas que PG (exo)

Se inhibe la Actividad PE

La endo PG se inhibe después de un
tiempo por incremento de pH.

Maximo Rendimiento obtenide de sales v minerales traza

Sales Concentracién

(%)

KQHPOL s esenvenenareens 0429
MESOA vrrerrrsrsrrasss 0423
KC1  ..ivaaiiarenieas 0405
NagS04evevvuerneansvon 0,05
CaCly eungeransniones 002

Concentracidn
(mg/ml)

Elementos. traza -

Fe .

et 10

20 ceiieneiiiiianas 0.8
LMo s PRSI I
S Culdn, veeene 1,0

Ref. (68).
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E. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES

Medio no. 1

Fuente de Carbono: pectina 4%. Fuente de Nitrdgeno: NH4NO3 (rendimiento &p-
timo 7 dias), Peptona (Méximé produccién en 6 dias); la relacidn Optima de
Carbono/Nitrogeno (C/N) igual a 10. Las condiciones de la fermentacién son
pH 4.5, temperatura 30°C; concentracidén de indculo de 5 x 10° esporas/30

ml medio, v un tiempo de fermentacidn de 7 dias. (107).

Medio no. 2

Un medio basico comstituido por: extracto de germen de malta 5%, como com-

plemento extracto ,seco de azicar de remolacha, ademds de MgSO, 0.05% v KHppo,
ol ’

0.5%. Elementos traza: Co* ¥ Mn“*. Las condiciones de fermentacidén son pH

5.0, temperatura 30°C y 'n tiempo de fermentacién de 72 horas. (118).

Medio no. 3

Fuente de Carbono: Sacarosa 23, Pectina 2%. Fuente de Nitrégeno: NHzNO3 0.02%
7 NasS0, 0.05%. Con extracto de harina de cacahaute. Las condiciones de fermen
tacién son pH 3 y 4, temperatura 30°C; concentracién de inéeculo de 4 x 104 -

5 x 10% esporas v un ciempb de fermentacién de 5-6 dias. (105).
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