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I.- INTRODUCCION. 

Las pectinasas son un complejo de enzimas que catalizan la hidrólisis de 
sustancias pécticas, que forman parte del tejido de frutas y vegetales. 

Es de interés la recuperación de estas enzimas, ya que pueden ser 
utilizadas en la manufactura de diversos productos, principalmente en el 

procesamiento de jugos y preparados a base de frutas y vegetales en la industria 
alimentaria (Kilara, 1982 y Whitaker, 1984). 

La demanda de estos biocatalizadores se ha incrementado anualmente, lo 

que ha originado a enfocar la investigación hacia aumentar la producción y 
aplicación de estas enzimas empleando diversas metodologías. Encontrando de 
esta manera que existe un gran número de reportes sobre el tema y de manera 
contrastante y sorprendente pocos estudios sobre el desarrollo y optimización de 

las operaciones unitarias involucradas en la recuperación y purificación de las 
mismas; cabiendo señalar que ésta etapa final del proceso global de producción, 
llega a constituir hasta un 80 % del costo total del producto. 

Con base en lo antes mencionado surge el interés de estudiar y evaluar 
algunas operaciones unitarias para la separación y concentración de pectinasas; 

con el fin de proponer una metodología eficaz para dicho propósito. 

El presente trabajo consistió en dos partes experimentales. La primera parte 
se enfocó a la producción de enzimas pécticas mediante fermentación en cultivo 

sumergido en donde se evaluó la influencia del pH inicial de la fermentación sobre 
la biosíntesis de pectinasas. Esta etapa se realizó con la finalidad de encontrar el 
pH que nos permitiera obtener la mayor actividad pectinolítica; para realizar 

posteriormente los estudios de recuperación. 
la segunda parte del trabajo plantea el estudio de algunas operaciones de 

separación y concentración de dichas enzimas. En ésta fase se determinó 
inicialmente la eficiencia de separación de sólidos del medio fomentado de una 

centrífuga de canasta, de diversos medios filtrantes (mallas sintéticas de diversos 
materiales -nylon, poliéster y polipropiieno- y telas metálicas de acero inoxidable 
de diferentes aberturas) y de diferentes floculantes comerciales (aniónicos, 
catiónicos y no fónicos); determinando principalmente sólidos separados por cada 

etapa y sólidos residuales en el extracto clarificado; se relacionaron estos 
resultados, con los correspondientes obtenidos en una centrífuga wifug (5000 
r.p.m., 15 min.; la cual fue el control de separación de sólidos) para calcular la 

eficiencia de separación de sólidos de cada operación. También se evalúo la 



repercusión de estas técnicas de recuperación sobre la actividad pectinolítica 
inicial y se seleccionó el floculante y material filtrante más adecuado y eficiente 
para dicho propósito considerando además su costo y disponibilidad en el 
mercado. 

Finalmente se estudiaron diferentes secuencias de recuperación y 
concentración de pectinasas, empleando diferentes equipos (centrífuga de 
canasta, centrífuga de discos, evaporador rotatorio y un secador); evaluando la 
eficiencia de separación de sólidos (se cuantificó sólidos residuales y en el caso 
del proceso de secado se midió el porciento de recuperación de sólidos) y su 
influencia sobre la actividad pectinolítica de cada etapa (se determinó proteína 
total, actividad específica pectinolítica y su porciento de recuperación), con la 
finalidad de obtener un producto concentrado con la actividad de interés. 

1 



II.- GENERALIDADES. 

2.1.- Recuperación de Enzimas. 

Alrededor de 3000 enzimas son conocidas (Enzymes Nomendature, 1978) y 
únicamente pocas son producidas a gran escala y usadas industrialmente. Estas 
son principalmente enzimas hidrolíticas extracelulares, las cuales degradan 
polímeros tales como almidón, proteínas, pectinas y celulosa, Una considerable 
excepción sin embargo es la glucosa isomerasa. Las enzimas más importantes 
producidas industrialmente y sus porcentages en el mercado, son mostrados en la 
Tabla 1. 

Un proceso de fermentación típica da una mezcla de sólidos dispersos (la 
masa celular, tal vez con algún componente del medio de cultivo, etc.) y una 
solución acuosa diluida; el producto deseado puede estar dentro de las células o 
en el medio acuoso, diluido, ó incluso distribuido entre ambos. En cualquier caso 
su recuperación, concentración, y purificación requerirá cuidadosas y efectivas 
operaciones que están también restringidas por la economía de la producción y 
además, tos bioproductos son frecuentemente compuestos muy lábiles ó sensibles, 
cuyas estructuras activas pueden mantenerse solamente bajo condiciones 
definidas y limitadas de pH, temperatura, fuerza iónica, etc. (Schmidt y coi, 1987). 
La aplicación de enzimas como reactivos y aditivos en la química clínica, como 
agentes en quimioterapia y en procesos industriales se está incrementando de 
forma importante. Los avances en la genética molecular han venido a determinar el 
" desarrollo " e importancia que tienen los procesos de recuperación y purificación 
de proteínas. Los procesos continuos son por consiguiente los mejores descritos 
para la recuperación y purificación de productos proteicos de interés a partir de 
grandes volúmenes de cultivo fermentado. La gran mayoría de enzimas de uso 
industrial son proteínas extracelulares, procedentes de Aspergillus sp. ó Bacillus 
sp. e incluye a las enzimas: a-amilasa, G-glucanasa, celulasas, dextranasas, 
proteasas, glucoamilasa, etc. (Ward, 1989). En estas enzimas el grado de 
purificación requerido es mínimo y la escala normal de operación produce 
toneladas de producto. Por otro lado se necesitan ó utilizan otras muchas enzimas 
para uso no industrial. Estas enzimas son intracelulares y se forman en cantidades 
mucho más bajas, como ejemplo se pueden citar : asparaginasa, catalasa, 
colesterol oxidasa, y glucosa-6-fosf ato deshidrogenasa; las cuales son 
generalmente producidas en cantidades de kilogramos que se obtienen a partir de 

1 
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cientos ó miles de litros de cultivo. En este último caso a veces las enzimas son 

también purificadas hasta homogeneidad, en este caso los procesos y etapas de 

purificación son más estrictos y, por lo tanto, la recuperación final es menor 

incrementándose su valor agregado. En la Figura 1. se ilustra el efecto del número 

de etapas de recuperación, purificación y rendimiento por etapa en el proceso 

global. 

Rente par etapa  

Numero de etapas 

Flg . 1. Efecto del número de etapas de recuperación y rendimiento por etapa en 
el proceso final. 

2.1.1.- Estabilidad enzienitIca. 

Un problema que se presenta cuando se trata de purificar una enzima es la 
pérdida de su actividad enzimática, al ser liberadas de su ambiente natural de 
protección, se someten a una variedad de efectos estresantes que son capaces de 

resistir. Las enzimas extracelulares son una excepción ya que están diseñadas 
para operar en ambientes más hostiles. Es por esto que los primeros estudios 
exitosos sobre purificación de proteínas y determinación de su estructura se 

hicieron con enzimas extracelulares, están presentes en un porcentaje 
relativamente alto de proteína en el extracto crudo. Las proteínas solubles, 



citoplasmáticas ó las que se encuentra dentro de los organelos están presentes en 
medios concentrados de proteínas, donde existe una baja tensión de oxígeno en 
algunos casos y una gran variedad de compuestos reductores; también se 
encuentran metabolitos en cantidades substanciales que tienen como función 
estabilizar la enzima. Tan rápido como la muestra se somete a rompimiento celular, 
las proteínas son liberadas de este ambiente de protección y son diluidas en un 
buffer de extracción completamente oxigenado. 

El mantenimiento de la estabilidad de la enzima durante el proceso de 
depuración representa una importancia suprema, mientras que la manipulación 
cuidadosa del material y las bajas temperaturas pueden incrementar los 
rendimientos de forma drástica. El aislamiento, recuperación y purificación de una 
enzima dependen en gran medida de la separación de sólidos del caldo 
fermentado, para productos con estabilidad limitada, las operaciones de 
recuperación frecuentemente requieren de un control adecuado de temperatura, 
pH, concentración de sales ó composición del solvente, proteólisis, etc.; en 
especial para proteínas con actividad biológica ó catalítica, la cual depende de la 
integridad de la estructura molecular -estructura secundaria, terciaria y cuaternaria-
(Dunnill, 1971). 

a) Desnaturalización. 

Este tipo de pérdida estructural de la enzima puede disminuirse si se 
eliminan los electores que la provocan, entre los cuales se encuentran 
principalmente pH, temperatura y fuerza iónica extremas, además de algunos 
solventes orgánicos. El pH natural dentro de la célula tiene valores de 6-8, así que 
buffers dentro de este rango ó lo más cercano al valor del pH interno en la célula 
deben usarse para proteger a la enzima de la desnaturalización. 

Se acostumbra efectuar la purificación de enzimas a temperaturas bajas ya 
que las enzimas resultan ser lábiles, reducir la temperatura 20 °C disminuye la 
velocidad de los procesos en un factor de 3 a 5, por lo que el enfriamiento resulta 
benéfico. Algunas enzimas también se desnaturalizan por bajas temperaturas ó 
enfriamiento, debido al debilitamiento de las fuerzas hidrolóbicas que mantienen a 
la molécula unida. Debe tomarse como precaución mantener a la solución sobre 
hieb cuando no se someta a procesos de extracción y evaluarse la decisión en un 
proceso de purificación. 

ly 



El sitio activo de las enzimas contienen residuos de aminoácidos 
responsables de la habilidad catalítica de la misma y son susceptibles a 
modificaciones por los factores ya mencionados y por la presencia de inhibidores u 
otros compuestos reactivos, lo cual conduce a una disminución ó pérdida total de 
actividad. El residuo que causa más problemas es la cisteína, los residuos 
sulfíhidrilos en el sitio activo, los cuales a la exposición de tensiones altas de 
oxígeno conducen a acomplejarse de varias formas que incluyen formación de 
enlaces disulfuro, oxidación irreversible a ácido sulfónico. La formación de 
disuifuros se ve acelerada por la presencia de iones divalentes que pueden activar 
a la molécula de 02 y acomplejarse con los sulfíhidrilos. Se pueden tomar dos 
medidas de protección contra este efecto, una sería remover las trazas de iones 
metálicos usando un agente acomplejante como el EDTA 6 incluir agentes 
reactivos como sulflhidrilos en la solución como el mercaptoetanol. Deben de 
usarse en concentraciones entre 5 y 20 mM, ya que concentraciones menores se 
convierten a disulfuro debido a la oxidación : la habilidad protectora se pierde a las 
24 h, a menos que la solución se mantenga en condiciones aeróbicas. Sin 
embargo, la formación de enlaces disulfuro es irreversible e indeseable. Otros 
agentes protectores de sulfthidrilos son el 2,3 di-mercapto-propanol, tioglicolato y 
glutation. (Huang y col, 1985). 

b) Proteellete. 

Las células vivas contienen los elementos para su propia destrucción, 
llamadas enzimas digestivas hidroliticas tales como, nucleasas, hidrolasas, 
fosfatasas y proteasas. En los microorganismos, las enzimas hidrolíticas se 
encuentran ampliamente entre la membrana plasmática y la pared celular, con el 
propósito de digerir las macromoléculas extracefulares. El proceso para obtener un 
extracto enzimático destruye casi inevitablemente el delicado balance entre éstas 
membranas y permite que éstas enzimas se mezclen con el contenido celular. Las 
enzimas proteolíticas son de un interés particular y se requiere una 
homogeneización vigorosa para que se liberen, por lo que se debe aceptar que las 
enzimas proteolfticas estarán presentes y se debe hacer algo respecto a ellas. 

Hay compuestos inhibidores proteolíticos, pero desafortunadamente existen 
diferentes clases de enzimas proteolíticas y no todas pueden ser inhibidas. Entre 
éstas tenemos : serin-proteasas, tiol-proteasas , proteasas-ácidas, 
metaloproteasas, carboxipeptidasas y peptidasas. 
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El principal problema de las enzimas proteoliticas son las serin-proteasas, 

su efecto se combate utilizando DFP (di-isopropil fluorofosfato), peligroso porque 

es volátil y ataca otras serin-hidrolasas de vital importancia. Otro agente utilizado 

es el fluoruro de fenil-metil-sulfonil, que ha hecho de la proteólisis un proceso 

menos peligroso, aunque no es muy soluble, puede hacerse disolver en acetona, 

se hidroliza muy rápido y se añade directamente a la solución que contiene serin-

esterases (Belter y col, 1988). 

2.1.2.- Objetivos de la recuperación y purificación de une enzima de 

uso Industrial. 

1.- Eliminar impurezas : 

1.1.- Restos ó debris celular (micelio, células, etc.). 

1.2.- Sustrato residual. 

1.3.- Sales solubles e insolubles que modifiquen su estabilidad. 

1.4.- Productos. 

1.5.- Biomoiéculas (péptidos, proteínas, ADN, etc.) 

2.- Obtener la enzima en forma concentrada (líquida ó en polvo). 

3.- Obtener una enzima con determinada pureza y actividad específica, 

dependiendo de su aplicación. 

4.- Obtener un producto comercial con atta estabilidad, fácil manejo y aplicación. 

2.1.3.- Procesos de Separación. 

la literatura científica en general reporta numerosos artículos referentes a la 

producción y aplicación de la mayoría de las enzimas; pero sin encambio, poco se 

ha escrito sobre el desarrollo y optimización de las operaciones unitarias 

industriales de recuperación y purificación, aun cuando las técnicas de purificación 

de enzimas en el nivel de laboratorio han alcanzado un alto grado de depuración; 

como lo es representado la Tabla 2. Esta deficiencia de información ha sido 

analizada y enfatizada por algunos autores (Kuia, 1979; Wang y coi, 1979; Frost, 

1986) para la recuperación de enzimas intracelulares en general. 



Tabla 2. Operaciones de separación y purificación de bioproductos. 

Propiedad fisicoquímica de 

separación 

Método de separación Tamaño de la partícula 

Tamaño de la partícula Filtros de mallas y telas > 10 8  -104  (angstroms) 

Filtración a través de fibras > 200.10p 

Osmosis reversa 102  -1 (angstroms) 

Microfiltración 20-0.5p 

Tamaño Molecular de Difusión Ultrafiltración 2-0.005p 

Hipertiltración 0.008-0.00025p 

Diálisis 0.002-0.00025p 

Cromatografía en gel 2-0.0003p 

Cambio de fase Cristalización < 0.002p 

(Temperatura) Destilación 

Liotilización 104-10 (angstroms) 

Atomización 

Solubilidad Adsorción < 0.002p 

Extracción 

Carga Eléctrica Electroloresis 2-0.02p 

Electrodiálisis 0.02-0.00025p 

Intercambio ionice 0.02-0.00025)4 

Diferencia de Densidad Sedimentación 1000p 

Decantación 1000-5p 

Centrifugación 1000-0.5p 

Uttracentrifugación 2-0.02p 

La mayoría de los trabajos, en ocasiones mencionan de manera muy general 
y superficial ideas ó recomendaciones, para el escalamiento del proceso, debido 
en gran medida a los siguientes aspectos. 
Aspectos importantes por los cuales se ve limitada la investigación y desarrollo de 
procesos de recuperación y purificación de enzimas a mayor escala : 
• Manejo de volúmenes considerables (cientos a miles de litros). 
• Infraestructura propia de una planta industrial. 

• Alta inversión de capital para operación y mantenimiento de equipo e 

instalaciones. 



• Necesidad de personal capacitado para manejo de equipo, proceso y 

resultados. 
• Disponibilidad de equipo y refacciones ó accesorios. 

• Algunos problemas de ingeniería, tales como el flujo de fluidos, transferencia de 

masas, y de calor que no presentan consecuencias en el laboratorio, pueden 
presentar una importancia grande en el caso de procesos a gran escala. 

• Por restricciones como : 

Muchas operaciones que son normales en el laboratorio se convierten en 
imprácticas o in económicas a escala de proceso. Además los bioproductos son 
frecuentemente compuestos muy sensibles. 

La mayoría de las técnicas utilizadas en el laboratorio presentan grandes 
inconvenientes al pretender escalarlas a procesos industriales, a nivel planta 
piloto y dificultan ó hacen imposible su implantación (Frost, 1986). 

La baja pureza de un gran porcentaje de preparados enzimáticos comerciales 
muestran la necesidad de hacer más investigación en este campo. Por otra parte, 

la metodología ha sido establecida por las industrias correspondientes, pero tales 
procesos no son del dominio público aun cuando la tecnología puede ser 
establecida conjuntamente entre el fabricante de la enzima y el vendedor del 
equipo para las diversas operaciones unitarias; dichos proveedores mantienen 

convenios de "merecía con sus dientes (Wang y col, 1979), Las operaciones de 
fermentación y recuperación forman parte del proceso global (Figura 2), de forma 
que la naturaleza del proceso de fermentación puede influir de forma significativa 

en el proceso de recuperación. En los productos difíciles de separar de las células 
ó de materiales contaminantes, el tiempo de recolección es con frecuencia crítico 
para la estabilidad de las células ó los productos, de aquí que se tenga que 

recurrir a las diversas operaciones unitarias de separación, recuperación y 
purificación, junto con el equipo requerido en cada una de ellas; la Tabla 3 y 4 nos 
señala tales técnicas y equipos respectivamente. Muchas operaciones que son 
normales en el laboratorio se convierten en imprácticas ó in económicas a escala 

de proceso. Por otra parte resulta claro que no existe una operación única, ideal ó 
universal, ni siquiera secuencias de operaciones que puedan ser recomendadas; 
las operaciones individuales unitarias deben ser combinadas de la forma más 
adecuada para cada caso. Los productos de los procesos de fermentación 

normalmente incluyen gases, moléculas solubles extracelulares secretadas en el 
caldo de fermentación y sólidos; y adema',  es probable que la enzima de interés 
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Tabla 3. Recuperación de productos solubles a partir de los caldos 
clarificados y de células homogeneizadas. 

Proceso / Fundamento Naturaleza del equipo / aditivos 

Separación por Tamaños Concentración mediante : 

Osmosis inversa 

Ultrafiltración 

Filtración en gel 

Precipitación Adición de compuestos químicos o 

solventes orgánicos que reducen la 

solubilidad del producto 

Adsorción Adsorbentes inorgánicos—carbón 

activado, óxido de aluminio, hidróxido 

de aluminio, gel de sílice, resinas—. 

Absorción por intercambio fónico Polímeros orgánicos que contienen 

grupos reactivo* con propiedades de 

cambiadores catiónicos o amónicos. 

Extracción liquiio-líquido Dirección con sobrantes. 

Sedimentación Tanque de Sedimentación 

Floculación Gelatina, ácido tánioo, iones divalentes, 

compuestos de amonio cuaternaria, 

floculantes sintéticos 

Centrilugación continua Separador de sólidos 

Separador expulsar de sólidos 

Tobera de descarga del separador 

Tomillo decantad« 

Filtración discontinua Filtro de placas (filtro prensa) 

Filtro rotatono a vacío 

Filtración de /lujo transversal 



Tabla 4. Resumen de Métodos y Equipos usados en la separación de sólidos 
insolubles, 

Centrífuga Centrifuga Separador Separador Filtro 	Filtro 	Decantador Centrífuga 
Tubular 	de Cámaras de discos Nozzle 	Prensa 	rotatorio 	 de Canasta 

al vacío 

>2 

>40 >5 

2-2x104  5-1x104  

2-5,000 1.500 

5 Lb >0.5 t 

50-100 60-600 

15 25 

automática manusi 
continua 

Diferencia 	2 	2 	2 	2 
mínima en 
densidades 

(%) 

Concen --- 	<2 	<2 	<1 	<5 	<10 	>10 
tracIón de 
sólidos 

(°k) 

Tamaño de 0,5-500 	1-500 	0,5-500 0,5-500 	1-100 	0.5-100 
partícula 
separable 

(ii) 

Lituana 	16,000 7-11,000 11,000 6.9,000 
número-g 

(m3152) 

Máxima 	3 	10 	200 	200 	4m3/11.m2 	5  Oh 
capacidad 

(m3/L) 

Volumen 	10 	60 	60 	100 	variado 	>54-n2 
en el 
sistema (L) 

Energía 	1.5 	15 	6 	15 	>10 	12 
requenda 

(IVi) 

Llenado 	manual 	manual 	manual autornálica mamá sistema 

	

continua 	 automático 
de 

descarga 

Intervalo de 	horas 	horas 	horas semanas semanas semanas 500-700 h horas- 
kmpieza 	 ó menos meses 	 semanas 

dependien 
do de la 
operación 

Tiempo de 	corto 	medio 	medio 	medio 	medio 	medio 	medio 	medio 
kmpieza 

Fuente Práve P y col, (1989) 
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se encuentre en el medio de extracción solamente en una proporción mínima en 
relación al total de proteínas (generalmente, 0,01-1 %). Por ello, en las etapas de la 
purificación enzimática se debe de eliminar una gran parte de sus contaminantes, 
como agua, carbohidratos, proteínas. etc. (mediante técnicas adecuadas (Tabla 5), 
tanto como sea posible y de la forma más fácil (Gacesa y Hubble, 1990). 

En la inmensa mayoría de los casos de purificación, la primera etapa de esta, 
inicia una vez terminada la fermentación y consiste en la separación de los sólidos 
del medio de cultivo agotado (generalmente células como micelio u otros 
componentes celulares, componentes sólidos del medio de reacción), que es casi 
siempre acuoso, para obtener un producto más puro y de mayor actividad 
enzimática. Esto se realiza también para reducir el volumen y concentrar el 
producto de interés. La separación de sólidos de líquidos es una operación clave 
en el aislamiento de una enzima y normalmente se lleva a cabo por centrifugación 
ó filtración. La centrifugación es frecuentemente empleada para recobrar los 
productos intracelulares mientras que la filtración es usada cuando son 
extracelulares. En Figura 3 se presentan las operaciones que intervienen en un 
proceso de recuperación de biomasa microbiana, polisacáridos y enzimas 
extraoelulares. 

La centrifugación del caldo es la técnica más usada y existen equipos de 
laboratorio e industriales, en donde destacan, principalmente las marcas Alfa 
Laval y ~Odia, que procesan volúmenes de hasta 20 m3  por hora. Por otra 
parte, en los Cillinos años se hen utilizado técnicas de filtración con flujo tangencial 
con membranas con diámetro de poro promedio de 0.5 pm, lo cual permite obtener 
concentraciones de biomasa más alfas, en escala industrial, que las obtenidas por 
centrifugación. Sin embargo esta técnica novedosa aún no compite con le 
centrifugación en términos económicos (Frost, 1986). En la Tabla 6 se mencionan 
algunas de las propiedades más importantes a considerar de las células para ser 
separadas del medio fermentado. 13 mejoramiento de los procesos de separación 
sólido-liquido en la Biotecnologfa, esta asociado principalmente al tamaño de las 
células y partículas (más dificultad el ser más pequeñas), la diferencia de densidad 
sólido-liquido y a la fuerza mecánica. 
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Tabla 5. Separación de Materiales Contaminantes 

Tipo de 

Contaminante 

Técnica de Separación Equipo Usado 

Agua del caldo Evaporación Evaporadores de Muttietapas 

Columnas de destilación 

Agua y sales del caldo Separación por medio de 

membranas 

Partición en fases 

Cristalización / Precipitación del 

producto 

Ultrafiltración (UF) 

Osmosis reversa (OR) 

Extractores centrífugos, y 

decantadores, tanques de 

mezclado sedimentación 

Tanques de agitación, 

Evaporadores (Cristalizadores) 

Cristalizadores Tubulares 

Células y 	restos 

celulares 

Filtración 

Sedimentación 

Filtro Rotatorio a vacío 

Filtro Prensa 

Centrifugas de discos, 

decantadocas, ciscáramos 

y tubulares 

Sales Separación por medio de 

membranas 	. 

Difusión 

Diafiltración (DA), 

Diálisis 

Filtración en gel 

Electrodiálisis 

Columnas de permeación en cial 

Carbohidratos No especifica 

Pero se puede emplear 

le Cristalización, Precipitación, 

Extracción en tases y Soición 

Varios como para separar agua y 

sales del caldo. 

Compuestos Químicos 

Orgánicos -• 

Diferencia relativa de volátilidad 

Diferencia de solubilidades 

Destilación 

Cristalización reiedive 

Color Separación por medio Columnas empaquetadas con 

carbon granulo/ acevacki 
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Acidos Nucleicos Precipitación 

Soiubilización por vía enzimática 

Tanques de agitación y 

separadores sólido / líquido 

Tanques de agitación 

Proteínas Coagulación Térmica 

Cromatogratia de Adsorción, 

intercambio fónico, interacciones 

hidrofóbicas 

Separación por tan aho, 

Precipitación (con solventes, 

sales, otros) 

Intercarnbialores 6 Tanques de 

agitación enchaquetados con 

separadores sólido / líquido 

Columnas con resinas sintéticas 

, tanques ó columnas con gel 

UF, tanques con agitación ó 

reactores tubulares con 

separadores sólido / líquido 

Enzimas Precipitación como para 

proteínas 

Membranas 

Sordón como para proteínas 

Tanques con agitación 6 

reactores tubulares con 

separadores sólido / líquido 

UF, corno para proteínas 

Partículas finas 

13ecterias 

Filtración de profundidad 

Filtración-esterilización 

Cartuchos y filtros de membrana, 

fano prensa, filtros de mallas 

nitros de membranas con 

dime» atieolub de 02» 

Pirásemos Intercambio 6 remplazo de 

solución con agua 6 solución 

tampón 

Separación por tafilart0 

, 

Vedo* 

UF (orlo onents polladas 

mollee) 

Fieros bel, presión, 

Fetos eprayche 

*qua en producto Secado por ~oración 

Sublimación 

Difusión asir/cava 

Secadores por atomización, 

Sacadores rotatorios a violo 

Uotilización 

Per vaporización 
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Tabla 6. Propiedades de las célulal en relación a la separación. 

Propiedades Bacterias Levaduras Hongos 

Forma Bastones, cadenas de 

esferas 

Esferas, filamentos, 

elipsoideos 

Filamentos 

Tarnaho 0.5-3 pm 1.50 pm 5.15 pm 

(diámetro) 

50-500pm 

(longitud) 

Peso específico 1.05.1.1 1.05.1.1 1.05-1.1 

Peso de la célula 10-12o 10.11 9  ... 

Tipo de Operación de 

separación 

Gran escala comerciad 

y nivel labordbrio• 

Centritupeción. . 

Gran acata comercia, 
y nivel labóridorio: 

Centrifugación. 

Gran escala comercial 

y Mal laboratorio: 

Centrifugación. 

Como podemos apreciar la gravedad específica de las células, no es mucho 

más grande que la del caldo de fermentación, lo cual dificulta su separación por 
métodos en los cuales se involucra directamente la fuerza de gravedad. El tamaño 
de las células puede también causar dificultades con las bacterias, pero al ir 
aumentando su tamaño su separación es más.fácil, a veces incluso por simple 

reposo en tanques decantadores. 

2.1.3.1.- Procesos comúnmente empleados para la separación Inicial 

sólido-liquido (sólidos Insolubles) en el procesamiento de 
bloproductos. 

A menudo se inicia la recuperación del producto eliminando las fracciones 
de mayor tamaño, los microorganismos, los materiales celulares y sólidos de los 
nutrientee. En el caso más usual el producto se encuentra disuelto en el extracto, 
entones e• emplearán operaciones enfocadas a clarificarlo. 

Como se ha mencionado, el primer paso es la remoción de los sólidos 
suspendidos en el extracto. Los métodos utilizados se clasifican de acuerdo a la 
fuerza controlante que produce la separación. Él primer paso deberá ser un 
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cribado para remover los sólidos de mayor tamaño y luego filtración, 
centrifugación, etc.; esto depende de lo que se desee recuperar, 'mello, 
levaduras, esporas, bacterias, enzimas ó metabolitos. La forma más simple de 
hacerlo es mediante el uso de filtración ó centrifugación. La selección del equipo 
más adecuado depende de varios factores dentro de los que se encuentran el 
tamaño de partícula, la viscosidad del medio, densidad entre las fases a separar, 
etc. 

2.1.3.1.1.- Filtración. 

Mediante este proceso se separan los sólidos de un líquido forzando la 
suspensión a través de un soporte sólido ó de un medio filtrante. El tamaño 
pequeño y la deformación de los microorganismos hacen de la filtración del 
extracto de fermentación, un proceso más complicado. De hecho si se desea filtrar 
usando la tecnología convencional, el proceso resulta muy lento. 

Para la eliminación de sólidos de líquidos el método más ampliamente 
aceptado es la centrifugación, pero no es una técnica ideal para el trabajo a gran 
escala principalmente por costos y el volumen limitado de operación. Por ello se 
han investigado otros procesos y la filtración en especial; además a diferencia de 
la centrifugación esta no depende de la diferencia de densidad. Es el método más 
ampliamente usado para separar hongos filamentosos y levaduras filamentosas, 
de los caldos de fermentación; las levaduras y la mayoría de bacterias son más 
difíciles de filtrar efectivamente por su pequeño tamaño; aunque puede también ser 
utilizado para los flóculos de levaduras. La filtración puede ser llevada a cabo 
como filtración de superficie, filtración en profundidad ó filtración por centrifugación, 
en todos estos casos la fuerza motriz es la presión, sea creada por sobre presión o 
por vacío. La velocidad de filtración ó volumen de filtrado recogido en un tiempo 
determinado es función de la superficie del filtro, la viscosidad del fluido y la caída 
de la presión a través del material del filtro y de la torta depositada sobre el filtro. La 
resistencia del medio filtrante y de la torta formada es crítica y depende de su 
compresibilidad. Para materiales no compresibles, la velocidad de filtración se 
hace independiente de la presión, pero la mayor parte de los materiales biológicos 
son compresibles, de manera que la resistencia de la torta aumenta con el tiempo, 
la filtración se dificulta y aumenta el volumen de dicha capa. 

Los extractos de fermentación son difíciles de filtrar por su alta viscosidad no 
Newtoniana ó por la alta compresibilidad de la torta de filtrado, esto se presenta en 
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extractos de bacterias. Estos extractos biológicos a menudo requieren 
pretratamientos tales como calentamiento, coagulación y floculación, adsorción 
sobre ayuda filtro, etc. 

La filtración es el método mejor establecido y más versátil para remoción de 
insolubles de soluciones diluidas como los extractos de fermentación. La filtración 
puede estar acompañada por una gran variedad de equipo. La teoría existente es 
suficiente para analizar datos pero no es suficiente para diseñar sin experimentos 
de laboratorio. Muchas suspensiones biológicas son difíciles de filtrar, la filtración 
es lenta con filtrados, que resultan ser pastas compresibles, cuando la filtración 
resulta ser difícil se debe considerar la centrifugación. 

2.1.3.1.2.- Empleo de filtro ayuda . 

Los coloides del extracto de fermentación se adeorberán sobre las partículas 
del filtro ayuda y dos de los principales problemas se resuelven particularmente 
para los extractos de organismos con micelio. El primero es la compresibilidad de 
la biomasa acumulada con una reducción en la permeabilidad del filtrado, el efecto 
del filtro ayuda es disminuir la compresibilidad de la torta de filtración. El segundo 
problema es la penetración de partículas pequeñas como fragmentos de micelio 
células del microorganismo en la matriz del filtro que puede bloquear los poros. 

Existen dos tipos diferentes de filtros ayuda, las tiOrfas (Retomara que son 
los restos de esqueletos de diminutas plantas acuáticas y las perlitas que son 
rocas volcánicas procesadas para obtener una forma expandida. Pueden existir 
desventajas al usar filtros ayuda, la claridad del extracto disminuye y algunos 
metabolitos se enlazan irreversibismente a las llenas de datamos. La ayuda filtro 
se agrega directamente al extracto de fermentación. su consumo es de 5 a 10 % 
(WN) en caso de adición directa. algunas veces los sólidos acumulados son 
mínimos debido al rápido flujo transversal a través de la superficie del medio 
filtrante. 

La teoría general de filtración incluye la revisión de las ecuaciones de 
mecánica de fluidos que son importantes para filtración, descrita como la Ley de 
Darcy que relaciona la tasa de flujo a través de un lecho poroso de sólidos con la 
caída de presión que causa el flujo, se resuelve para tortas incompresibles y luego 
para todas compresibles que es el caso que se presenta en un proceso de 
biosepareción.(Beiter y coi, 1988) 
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La adición de filtro ayuda puede ser únicamente recomendada para 
productos extracelulares; en el caso de compuestos intracelulares, el 
microorganismo podría llegar a ser contaminado por una alta concentración de 
filtro ayuda , lo cual podría ocasionar varios problemas en el procesamiento 
posterior. Como una alternativa, puede ser usado el filtro rotatorio al vacío. 

2.1.3.1.9.- Filtración en equipo. 

Los dos tipos de equipos de mayor uso en el procesamiento de materiales 
biológicos son el filtro rotatorio al vacío y el filtro prensa. 

2.1.3.1.3.1.- Filtro Prensa ó de Placas. 

Son baratos y versátiles puesto que el área superficial puede ajustarse 
variando el número de placas, aunque no son adecuados para la eliminación de 
grandes cantidades de sólidos de los caldos puesto que las placas deben 
desmontarse para poder proceder a su recuperación, transformándose en un 
proceso discontinuo. Se utilizan ampliamente como dispositivos de limpieza final 
para eliminar cantidades bajas de sólidos residuales de los caldos de cultivo 6 de 
otros líquidos, por lo tanto su capacidad de carga es limitada a veces son utilizadas 
combinaciones de filtros a presión; especialmente para operaciones discontinuas. 
Los filtros prensa son operados con presiones arriba de 20 bares para poder tener 
velocidades de flujo relativamente altos, estas son usadas para suspensiones las 
cuales son difíciles de filtrar y requieren de ayuda filtro. Las principales desventajas 
de estos filtros es que es una operación discontinua y el largo tiempo empleado 
para remover los **dos de los filtros, limpiarlos y reensamblarlos. 

2.1.3.1.3.2.- Filtro Rotatorio a Vado. 

Se utilizan mucho pra clarificar grandes volúmenes de liquido con descarga 
automática de *Midos y para manufactura de antibióticos. La acumulación de finos 
ó de suspensiones gelatinosas de bacterias u otros materiales en loe filtros puede 
ayudar a la filtración 6 incluso llegar a bloquearla, por lo que es una práctica 
común el empleo de auxiliares de filtración que mejoran la porosidad de la torta de 
filtración, estos auxiliares pueden incorporarse al filtro en forma de precio* 6 
puede mezclarse con el caldo de cultivo. Eliminan satisfactoriamente miosiio, como 
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por ejemplo de Penicillium y Streptomyces. En estos, el elemento de filtración es 
un tambor rotatorio mantenido bajo presión interna reducida. El tambor rota dentro 
del líquido que va a filtrar y su continua rotación permite las operaciones 
esenciales de filtración. Para evitar la acumulación de biomasa, micelio, etc., sobre 

la superficie del filtro, que aumentará la resistencia a la filtración, dichos filtros son 
frecuentemente ajustados con una cuchilla de descarga, cuando se quiere separar 

micelio que forma una especie de lamina, puede ser levantado el filtro mediante 
cordeles• La ayuda filtro que normalmente se coloca en el tambor ayuda a impedir 
la obstrucción y permite que se mantenga una caída de presión constante. Las 

propiedades de filtración dependen fuertemente de llevar a cabo una etapa de 
pretratamiento del caldo, como ya se mencionó, adicionando una ayuda filtro, 

modificando pH, temperatura (en algunos casos disminuye la resistencia de la 
torta), precipitación 6 coagulación de las proteínas, etc. 

Las mayores ventajas son la eficiencia de la filtración, con elevación mínima 

de la temperatura , el bajo consumo de energía y la integración de la filtración en el 
lavado y la parcial eliminación de agua. Los filtros rotatorios al vacío son 
comercialmente disponibles arriba de 100 m2  de área de filtro. Dependiendo de el 
diámetro de el tambor y el contenido de agua residual en la torta; el tambor es 

operado entre 0.1 y 3 r.p.m.. Es ampliamente usado en la producción de enzimas 
extraceluiares. 

2.1.3.1.4.- Filtración con Flujo Tangencia! (Rulo cruzado). 

Es un método efectivo para la separación de células a partir de líquidos en los 
procesos que están implicados productos de atto valor, ya que el movimiento 
paralelo del fluido con respecto a la membrana ayuda a reducir el espesor de la 

capa de células de la superficie del filtro. La velocidad del flujo de filtración viene 
controlada usualmente por la resistencia ofrecida por esta capa de células, más 
que por la de la propia membrana. El problema presentado de polarización, en los 
sistemas de membranas convencionales, se reducen en loe sistemas de filtración 
de flujo cruzado, puesto que en el flujo cruzado; el movimiento del fluido paralelo a 
la superficie del filtro, en el que el flujo del líquido forma ángulo recto con la 
dirección de la filtración, eliminando continuamente el soluto acumulado (Ward, 

1989). Algunos autores mencionan la ineficiencia de esta técnica para la 

clarificación de bacterias (6 de homogenados animales) y para la eliminación de 
precipitados de proteínas, las cuales son normalmente de naturaleza gelatinosa y 



filtran inadecuadamente salvo que las condiciones de precipitación pueden ser 

ajustadas para obtener un precipitado consistente; pero Quirk y Woodrow (1983) 
demuestran con un sistema Pellicon de Millipore, la capacidad para clarificar dos 
extractos bacterianos (Pseudominas fluorescens y Pseudomonas sp.) que 
contenían las enzimas arilacilamidasa (Hammond, 1983) y carboxipeptidasa G2 

(Baird y col, 1976) respectivamente. Actualmente se cuenta con un nuevo tipo de 
membrana asimétrica, que puede mejorar concentraciones altas de sólidos, estas 

son comercializadas por Domnick Hunter Filters Ltd (Birtley, Co., Durham, U.K). 
También se han aplicado a gran escala, para la recolección de células bacterianas 

de 500 litros de un cultivo fluido, necesitándose 2.5 horas y 7.5 m2  de membrana 
(Ward y Atkinson, 1984). 

2.1.3.1.5.- CentrtfuescIón. 

Cuando los extractos de fermentación no son fácilmente filtrados, algunas 
veces pueden ser separados mediante centrifugación. Este proceso requiere de 

equipo más costoso que el de filtración. Sin embargo a menudo es efectivo aún 
cuando las partículas sólidas sean pequeñas. 

La centrifugación utiliza la diferencia de densidad entre las partículas y el 

fluido de su alrededor. Cuando una suspensión se deja reposar, los sólidos más 
densos se asientan lentamente, este asentamiento es acelerado mediante un 
campo centrifugo. Los sólidos concentrados mediante centrifugación produce una 

pasta, diferentes de las producidas por filtración. 
La elección del equipo de centrifugación depende del tamaño del organismo, 

impurezas (restos celulares, sustrato residual, etc.) y del caudal requerido, y en 

muchos casos hay que compensar la eficiencia de la separación frente al caudal. 
Existe una gran variedad de centrífugas, con rangos de capacidad desde las de 
menos de 1 mL, hasta aquellas que manejan metros cúbicos y que manejan una 
fuerza centrífuga superior a los 100,000 xg. Sin embargo, para el depósito de 
células bacterianas, del detritus celular ó de los precipitados proteicos son 
suficientes fuerzas que sobrepasen los 20,000 xg. No son tan frecuentes las 

máquinas capaces de llevar a cabo estos procesos y de manipular grandes 
cantidades de material. La ecuación que rige esta operación unitaria es la 
siguiente (Schmldt•Kastner y Golker, 1987): 

Q- eda 
18p 
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donde O es la tasa de flujo, d es le diámetro de la partícula, es la diferencia de 

densidades entre las partículas y el medio, a es la aceleración del campo (N x g) y 
p es la viscosidad del medio. En centrífugas convencionales frecuentemente no se 
logran separaciones adecuadas, debido a que la diferencia de densidades entre 
los restos celulares, algunos componentes sólidos del medio y el líquido (agua en 

su mayor proporción) es pequeña, y la viscosidad del caldo es grande. También 
algunos autores (Kula, 1979; Frost, 1986) han reportado que las centrífugas de 
gran capacidad pueden desarrollar aceleraciones limitadas. Para este fin es más 

conveniente el uso de centrífugas de canasta, que combinan los principios de 
centrifugación y filtración (Frost, 1986). Las centrifugas utilizadas en las 

fermentaciones a gran escala con recuperación de sólidos tienen que ser 
continuas y deben de disponer de un mecanismo de descarga de sólidos. Las 
toberas de descarga son adecuadas para la recuperación de levaduras y 

bacterias, aunque tienden a atascarse con los micelios fúngicos o con materiales 

cuyo tamaño de partícula sea grande. 
Lee centrífugas de flujo continuo : en las primeras etapas de los 

procesos de purificación enzimática a gran escala es necesario eliminar diferentes 
sólidos a partir de varios litros de suspensión. En este tipo de equipo los sólidos 
depositados son retenidos en el rotor de la centrífuga y el sobrenadaras clarificado 
se recupera de forma continua. Existen tres tipos básicos de centrífugas que 

recuperan varios kilogramos de sólidos y que operan a velocidad de flujo 
suficientemente altas; la centrífuga tipo disco, la centrífuga de rotor tubular y la 

centrífuga de canasta ó cestillo. El rotor utilizado con las máquinas anteriores 
contienen una pila central de discos cónicos que aseguran un paso de flujo casi 
constante con el depósito de los sólidos en unas paredes del rotor, produciendo 
únicamente una reducción mínima en el paso del flujo. Su limpieza es laboriosa y 

la pérdida de depósito es difícil de prevenir y el re acondicionamiento consume un 
cierto tiempo. 

Las centrifugas de tipo disco con descarga de sólidos son eficientes 
para la clarificación y el uso de este tipo de descarga puede reducir 
significativamente los costos laborales del proceso. Centrífugas de estos tipos se 
encuentran en el mercado y son comercializadas por De Laval Separator Co., 
Nueva York; Westfalia Separator Ltd, Wolverton, Bucks; Bird Machine Co., South 
Walpole, Massachusetts y la capacidad de los sólidos supera los 60 kilogramos 

operando alrededor de 8,000 xg - 14,000 xg. La selección de una velocidad de 
flujo adecuada es esencialmente empírica y varia de forma drástica con la 



naturaleza de la suspensión a clarificar y en sí del equipo mismo. Las centrífugas 
que expulsan sólidos por mecanismos continuos pueden utilizarse para la 
recuperación de biomasa bacteriana ó miceliana. 

Las centrifugas de cestillo : emplean filtros centrífugos. La cámara está 
perforada y permite la salida del filtrado; la cavidad porosa está formada 
normalmente por algún medio filtrante (lonas, telas, de diversos materiales 
naturales y sintéticos ó también el uso de algún-filtro ayuda ), el principal objetivo 
de estos equipos es la obtención de material particulado de gran tamaño. 

La centrífuga de tornillo decentador es adecuada para eliminar agua 
de materiales sólidos gruesos a concentraciones elevadas de sólidos (arriba del 
60 %), ha sido utilizada para la separación de hongos y levaduras (Ward, 1989). 
En Biotecnología son muy usadas en el tratamiento de aguas residuales para 
reducir el contenido de agua de los lodos. El uso en la precipitación de 
microorganismos ha sido mejorada actualmente con el empleo de la floculación ó 
coagulación y especialmente se ha mejorado la hidrodinámica del flujo y el 
cuidado en la excesiva desintegración de los flóculos por la maquina (Bell and 
Brunner, 1983, Bell, Hoare and Dunnill, 1983). 

Las centrifugas con rotores cóncavos : estas presentan un rotor tubular 
que les permiten obtener un paso suficiente de flujo. De tal forma que cuando 
progrese la centrifugación se reducirá el diámetro efectivo de la cámara y por tanto 
la fuerza de centrífuga, Una de sus ventajas es que son muy fáciles de limpiar y 
con el uso de un dispositivo, la obtención del material depositado es virtualmente 
del 100 % ; el reacondocionamiento es también sencillo y rápido. Las centrífugas 
Penwalt son de las más conocidas, aunque existen también centrífugas similares 
como las procedentes de la compañía Carl Padberg, Lahr, West Germany. Las 
velocidades de flujo pueden determinarse empíricamente, pero para los depósitos 
de detritus celulares de te ruptura de bacterias, con velocidades de flujo akededor 
de 50 Litros/hora es necesario utilizar equipos con mayores prestaciones. En la 
Tabla 7 se muestran algunas de las propiedades más importantes de las 
centrífugas comúnmente usadas. 

Como se puede observar en esta tabla todos los equipos tienen desventajas 
individuales a las que debe ser añadidas las generales del costo de adquisición, 
mantenimiento, consumo de energía y elevación de temperatura (Schmidt, 1987). 
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Tabla 7. Propiedades de las centrífugas más usadas en Biotecnología 

Tipo de centrífuga Ventajas Desventajas Detalles técnicos 

Cestillo 1)Buena eliminación 1)Capacidad limitada n=500-2500min'1  

de líquido de sólidos Z=300-1500 

2)Fácil de impar 

3)Posible lavado de la 

torta 

2)Laboriosa 

recuperación de 

sólidos 

E=900.1800 

3)Baja fuerza 

centrífuga 

4)Operación 

discontinua 

Centrifuga de espiral 1)Posibilidad de 1)Baja fuerza n=500-100mirr1  

perforado clasificación de sólidos centrífuga Z=300-1500 

2)Operación Continua 

3)Posibilidad 	d e 

lavado de la torta 

Centrífuga Tubular 1)Buena eliminación 1)Capacidad limitada n= 13.000 • 	18,000 

del líquido de sólidos min'l 

2)Atta 	fuerza 2)Laboriosa d= 75-150 mm 

centrífuga recuperación de los Z= 13.000 - 17,000 

3)Fácil de limpiar sólidos E= 1500-4000 

4)Cámara fedi de 

sacar 

3)Operación 

discontinua 

4)Haoe espuma 

5)Baja E 

Modelo 	D(cm) N(rev/min) 	RCF' 

IP 	4,5 50,000 	62,500 

6P 	10,8 15,000 	13,000 

2n 



Centrífuga con 

recipiente de cámara 

múltiple para sólidos 

1)No pierde eficiencia 

a medida que el tazón 

se llena de sólidos 

2)Gran volumen de 

almacenamiento de 

sólidos 

3)Buena eliminación 

de líquido 

1)Recuperación 

labonosa de los 

sólidos 

2)Operación 

discontinua 

3)No descarga los 

sólidos 

n= 500010,000 mirri 
d= 125 - 530 

Z= 6000 • 11.400 

Centrífuga de espiral 

con descarga 

1)Adecuada para 

lechadas con afta 

concentración 

2)Gran capacidad de 

lechada 

3)Operación continua 

1)Baja fuerza 

centrifuga 

n=700-2500 min'l 
Z=350-1400 

E=900-2300 

Centrífuga de rotor de 

discos 

1)Habilidad de 

descarga de sólidos 

2)Operación 

parcialmente continua 

3)Alta fuerza 

centrifuga 

4)Descarga de líquido 

bajo presión 

D(cm) 	N(rev/min) 

19 	12,000 

29 	6,000 

1)Baja capacidad de 

eliminación líquido 

2)Funciona solamente 

con bajo contenido de 

sólidos en 	la 

suspensión 

3)Difícil de limpiar 

RFC' 

14,300 

5,900 

Centrifuga con 

recipiente de boquiNa 

1)Operación continua 

2)Afta fuerza 

centrífuga 

1)Baja capacidad de 

eliminación de líquido 

ntaata 10,000min "1  

Zutata 14,000 

E=hasta 80,000 

27 



Decantadora 1)Descarga continua 1)Baja fuerza 

de sólidos centrifuga 

2)Altas 

concentraciones 	de 

sólidos a la entrada 

D(cm) 	N(revimin) RCF• 

15 	6,000 3,070 

35 	4,000 3,180 

•Fuerza centrifuga relativa (g) 

2.1.3.1.6.- Ultracentrifugación. 

Emplea altas aceleraciones, propiciando una sedimentación de las moléculas 
de acuerdo a su masa molecular, incluso para componentes solubles semejantes a 
las proteínas. Es una importante herramienta para el análisis de proteínas y ácidos 
nucleicos y en ingeniería genética para la purificación de plásmidos, sin embargo 
es una operación discontinua y tiene una restricción encuanto a la capacidad del 
proceso. Comercialmente se encuentran disponibles equipos con rotor tubular 
manejado por una turbina de aire a 35,000 r.p.m. ó 90,000 xg.(Round y col, 1981). 

2.1.4.- Métodos de Concentración subsecuentes en el procesamiento 
de bloproductos. 

2.1.4.1.- Aspectos Generales. 

En general deben ser adicionalmente concentrados los productos de interés 
antes de que sea posible una purificación económica; lo cual desde hace varias 
décadas se utiliza la evaporación a presión reducida que permite manejar 
temperaturas bajas, no obstante, esta operación es desnaturalizante, sobre todo 
para enzimas termolábiles. Debido ala labilidad de muchos productos, los 
métodos para su concentración de ven ser muy bien definidos y entre los cuales se 
encuentran (Ball y col, 1983: Flaschei y col, 1983): 

• Procesos de membranas como (diálisis ósmosis y ultrafiltración). 
• Precipitación (sales, solventes, etc.). 



• Métodos de Extracción. 
• Procesos Térmicos ó que involucran un incremento de temperatura (destilación 

y evaporación). 
• Procesos de Secado ( atomización, liofilización, etc.). 
• Cristalización. 
• Métodos de adsorción/desorción (Cromatografía de adsorción y cromatografía 

de intercambio fónico). 
Actualmente la mejor opción es la ultrafiltración como se observara 

acontinuación, donde el ahorro de energía con respecto a la evaporación es 
significativo (Frost, 1986; Brocklebank, 1987). 

2.1.4.2.- Procesos de Membranas. 

Los sistemas de membrana típicos, consisten en fibras huecas ó en 
apilamientos de hojas con una configuración de cartucho ó de conjunto de placas 
(Ward, 1989). La filtración a través de membranas resulta ser un procedimiento 
muy versátil para la separación de diferentes moléculas ó partículas. Algunas de 
las aplicaciones de los métodos que emplean membranas, así como su eficiencia 
de separación de explica en la Tabla 8. 

Tabla 8. Procesos basados en membranas 

Tipo de Membrana Aplicación Masa molecular relativa 

IMicroliftración Concentración de bacterias y virus > 1 000 000 

. (é partículas." 

Uttrafiltración Fraccionamiento; diálisis; 

Producción de enzimas, 

Producción de proteínas, 

Procesamiento del suero 

> 10 000 

(macromoléculas) 

Osmosis reversa Concentración de substancias 

farmacéuticas, producción de 

lactosa; desalinización parcial de 

soluciones 

> 200 

(compuestos orgánicos) 

Electrodiálisis Purificación y fraccionamiento de 

substancias cargadas; 

desalinización 

> 100 

(compuestos orgánicos» 
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La diálisis se basa en al separación de moléculas en función de su tamaño 
a través de una membrana semipermeable; permite eliminar sales y bajo ciertas 

condiciones pueden concentrar una muestra (Sánchez, 1985). 

La microtiltracIón puede remplazar a la filtración para la separación de las 
células, e incluso metabolitos específicos, en los caldos de fermentación. 

La Ósmosis Inversa y la ultrefIltracIón se utilizan extensamente para 

separar proteínas, enzimas y hormonas a partir de solutos de peso molecular bajo 

y dializarlos y concentrarlos. Los problemas de polarización por concentración, por 
lo que se produce un incremento de la concentración de soluto en la zona 

adyacente a la membrana, existentes en los sistemas de membranas 
convencionales. En la ósmosis inversa se pueden separar moléculas muy 
pequeñas y de tamaños similares, dependiendo de la difusión y de las 

interacciones en solución entre las moléculas y el material de las membranas. 

2.1.4.2.1.- UttrafiltracIón. 

Es una técnica de separación de compuestos de alto peso molecular 
(concentración de soluciones proteicas) de otros de bajo peso molecular (agua, 
sales, azúcares, aminoácidos y péptidos), mejorando el producto 

considerablemente para finalmente obtener un producto de mayor pureza, de alta 
actividad enzimática, puesto que después estos componentes causan 
decoloración y olores durante el secado, inducen además a ser higroscópico el 
producto, encapsulan y aglomeran ó apelmazan a la enzima, alterando la actividad 

de la misma. Puede ser empleada corno alternativa más viable a la diálisis para la 
concentración de soluciones diluidas de enzimas, como lo podemos observar en 
los ejemplos presentados en las Figuras 4, 5 y 6 , ó de gel filtración para la 

eliminación de sales . Cuando las concentraciones de sales a eliminar por 
ultrafittración son altas, es más rápido un tratamiento de diafiltración (Figura 7) 
(Alba y col, 1973; Wang y col, 1979; Read, 1982; Brocklebank, 1987). Cuando se 

emplean agentes precipitantes para precipitar proteínas, este método puede 
usarse para purificar tal proteínas. Ultimamente se han venido introduciendo 
membranas hidrofflicas, anisotrópicas, etc.; las cuates están compuestas de una 
ultra delgada capa montada sobre un soporte de fibras. Tales membranas 

muestran una suficiente permeabilidad hidráulica para operar al manejo de 
presiones. Mediante el uso de membranas anisotrópicas adecuadas es posible 

purificar una enzima de entre una mezcla de ellas. 
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Figura 4, ULTRAFILTRACION DE SOLUCIONES DE MIMAS INDUSTRIALES 

Amilasa/Proteasa 	Prottasa 

II x Sólidos totales) 	(II X Sólidos Totales) 

Membrana 11FA-211 NFA-211 

Presión. 	psi 15 21 

Flujo, efe II 7.13 

Rettricien 
de enzima 

x 

Militase/ 

'Mitoteara) 99 

Retención 	de 
solides totales 

x 
--- 

15-31 

Figura 5. CONCENTRACION Y RECUPERACION DE MINAS EMPLEANDO NEN$AANA UN-1 

Enzima 

del. 

in(el) 1 
pol. 

(111 
Vol4men 

0/1111140  
InilitaleindteellsteDirt 

1:11011:itmle ' :111:1 	Concentrado 	Filtrado 

PenIcIllinese 1111 151 12,3 111 	951 	1 79.3 

0-galectosIdesa 1111 33 31,3 1.75 	5.44 	1.13 24 

Tripilna" 1111 311 4,52 24 	91,5 	1 11,3 

Tripsina 1321 291 4.56 22.1 	79,3 	1 11.4 

A  Eficiencia da recuperación se definida coa,: i (Total de 14 enzima en el concentred9/Totel de le 
enzima en la muestre original) z 111. 

' Filtrado llevad, a 11•Citodos les acres estudios fueron llevados a 25-26.C. 

Figura 6. COOKEITRACION V 115:1111191k4lallip! tlItlii fase SOP-I a 25°C 

e. 
inicial 

igliaini 

141.1 
final 

(Misia) 

voleen l 
volamen 	inicial 

y Fina 
fel/sin) 

• Cencentrielb de fue (PFU/41.)• en Efielenelai 4e 
recsmareciée 

O 
Ilustra 	Concentrado 	Filtrado 
original 

2.4 1.9 1161/27 1 	z 	te'l 	6 o te" 	2 z te' 144 

'Velocidad Final tomada domas de 6,5 hr de filtración 

liPFUJIL 	formando-placa unidad/II 
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Esta aplicación con este tipo de membranas están en vías de optimización e 

implementación en escala industrial y depurándose con modelos de mezclas 

prefabricadas de proteínas (Frost, 1986). Es especialmente usada en la producción 

de enzimas extracelulares. 

La ultrafiltración es un proceso el cual depende de las propiedades de la 

membrana y de su geometría, propiedades moleculares de los solutos 

involucrados y condiciones operacionales. La concentración final depende de la 

hidrodinámica de el sistema y de la máxima presión aplicable. Un problema serio 

en la ultrafiltración es el fenómeno llamado de "polarización de la concentración", 

la cual consiste en un aumento gradual en la concentración de los solutos al Ir 

aproximándose a la membrana, dando como resultado una "segunda capa", con 

flujo y características de separación diferente. Esto puede disminuirse mediante 

alta velocidad de flujo a través de bombeo, induciendo flujo turbulento, ó mediante 

equipo con canales finos para alta velocidad de flujo laminar. Se encuentran 
disponibles unidades de filtración de fibra hueca para uso a escala piloto con una 
área de membrana superior a 6.4 m2, que operan a velocidades de flujo de 
ultrafiltración por encima de los 200 litros por hora, dependiendo de la 
concentración proteica. También existen sistemas con mayores prestaciones de 

velocidades de flujo de varios cientos de litros por hora, lo que permite disponer 

enzimas extracelulares es reportada a 10 °C; pero un incremento en la capacidad 
de 1-3 %, puede ser logrado con el incremento de 1 °C en la temperatura. La 
ultrafiltración es un paso de mayor prioridad a un paso de secado, y podría ser 

antieconómica para llegar a obtener concentraciones altas de proteína en la 
solución. Los procesos de concentración son generalmente una operación 
discontinua, la cual recicla el concentrado en una membrana a presión constante, 

lo cual incrementa la concentración de soluto lentamente y manteniendo un flujo 
atto. A gran escala la uttrafiltración puede operar continuamente con un diseño de 

"cascada" (Figura 7), el cual se basa en el uso de resultados experimentales 
combinados con modelos teóricos para medir la polarización de las membranas. El 
mejoramiento, para una mayor resistencia química y funcionamiento de las 
membranas, consiste en limpiar y desinfectar periódicamente estas. Bajo 
condiciones normales estas membranas podrían ser usadas por un año ó más. 
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2.1.4.3.- Precipitación. 

Generalidades. 

Después que los insolubles son removidos el segundo paso es efectuar una 
bioseparación en el extracto, este proceso implica partir de una solución acuosa 
altamente diluida y remover la mayor cantidad de agua, el concentrado resultante 
podrá ser purificado por una variedad de métodos que tal vez no sean efectivos en 
soluciones diluidas, por ejemplo la ctomatografía de elución, en este método la 
purificación se realiza a través de una Subsecuente dilución. La precipitación es un 
método fácil y directo para obtener solutos biológicos aunque a veces es un 
proceso lento donde se obtienen precipitados amorfos y no cristalinos, que pueden 
ser agregados de muchas especies ó pueden contener cantidades significativas de 
sales adsokientes ó solventes ocluidos, desde este punto de vista los precipitados 
son impuros. 

Se puede provocar la precipitación de varias formas, al adicionar un no 
solvente como el agua para precipitar un metabolito de una solución de etanol ó 
sulfato de amonio para precipitar una proteína. En cada caso el precipitado se 
removerá mediante centrifugación 

Se utiliza frecuentemente para mejorar la recuperación de bioproductos u 
otros compuestos de pequeño tamaño; la velocidad de sedimentación de una 
Notada aumenta con su diámetro (Ley de Stokes): la precipitación puede ocurrir 
reversiblemente si las cargas sobre la superficie del producto de interés pueden 
neutralizaras por iones de carga opuesta e iireversiblemenes si se forman puentes 
de moléculas poliméricas cargadas entre el producto. La precipitación depende 
tanto del floculante empleado como de otros factores, como la naturaleza del 
producto a separar, el ambiente Jónico, la temperatura y pH principalmente. la 
precipitación selectiva emplea técnicas que involuaan variaciones en el contenido 
salino, temperatura yki solventes polares (más usados) ó no polares; para protefna 
de membrana se utilizan soluciones con detergentes. A cualquier precipitación, 
generalmente le sigue una operación de separación sóiido-líquido, como la 
centrifugación. Por tanto, esta técnica es un elemento constante en la purificación 
de enzimas en general, y deberá ser considerada para la implantación del proceso 
en cuestión (Alba y coi, 1973; Wang y coi, 1979; Frost, 1986). 



2.1.4.3.1.- Precipitación mediante el uso de sales. 

Este proceso es mejor conocido con el nombre de " salting out " y es el 

método más utilizado para el fraccionamiento de proteínas ya que es efectivo. 

relativamente económico y causa una ligera desnaturalización por lo que 

encuentra aplicación frecuente. 

Esta operación es de las primeras y más usadas para la concentración y 

purificación de enzimas comerciales (Alba y col, 1973; Wang y col, 1979; Read, 

1982). Se adicionan altas concentraciones de sales, p.a. sulfato de amonio, stMato 

de sodio ó sulfato de magnesio. Los sulfatos son preferidos a los fosfatos por su 
mejor solubilidad. De entre las sales utilizadas el (NH4)2SO4 es la sal más usada 

debido a importantes propiedades cómo alta fuerza cónica, a su atta solubilidad a 

baja temperatura, a su bajo costo, a su inocuidad para las enzimas (para alguna 

de las cuales es incluso estabilizante) y a su ausencia de toxicidad, solamente 
cuando se utiliza en alta pureza puesto que el de grado industrial contiene trazas 

de metales pesados que pueden ser suficientes para inactivar a una enzima. La 
mayoría de las proteínas precipitan en una solución saturada con (NH4)2SO4 (70 

%) bajando su densidad (Ounnill, 1971). Es aplicada a gran escala sin embargo 

esta sal tiene el inconveniente de liberar amonio, elevar el pH y de ser corrosiva, 
por este motivo en ocasiones se prefiere utilizar Na2SO4 (Wang y col, 1979; Reed, 

1982; Frost, 1996). Otra desventaja es que la preparación enzimática contiene una 
concentración elevada de la sal y normalmente esta debe eliminarse mediante 

otros procesos como la diálisis, ultrafiltración ó columnas de desalado antes de 
continuar con la siguiente etapa de purificación. 

Mediante la precipitación con sales se puede obtener una precipitación 

fraccionada de las proteínas, eliminar las que no son de interés y recuperar la 
deseada mediante alguna técnica de separación sólido-líquido, como la 
concentración. Una vez separado el fióctilo, normalmente se procede a una 

resuspención de la enzima en un medio apropiado como lo son las soluciones 
buffer características para cada tipo de enzima, en las cuales presentan una buena 
estabilidad. 

La precipitación fraccionada se puede lograr en virtud de que diferentes 
proteínas tienen diferentes solubilidades a diferentes condiciones de pH, 
temperatura y a una concentración de sal dados, de acuerdo con la siguiente 
ecuación (Alba y col, 1973; Wang y col, 1979; Brockiebank, 1987): 
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In S= -KC 

donde S es la solubilidad de la proteína, 6 es una constante dependiente de la 

proteína, pH y la temperatura, K es una constante dependiente de la proteína y C 
es la concentración de la sal. La técnica tiene la ventaja adicional que reduce el 

volumen de material, lo cual es normalmente un punto importante a considerar a 

este nivel. En principio, el método depende de la capacidad que presentan las 

concentraciones elevadas de sulfato de amonio para captar las moléculas de agua 

presentes y así evitan de manera efectiva la solvatación de las proteínas. 

La elección de sales para su utilización puede realizarse tomando en cuenta 

las siguientes consideraciones : 

1.- Los aniones son efectivos en este orden : Citrato > PO4= > SO4= 

>CH3C00-  > > NO3- 

2.- Los cationes son electivos en el siguiente orden : NH4+ > K+> Na+ 

3.- Se seleccionan sales económicas pues se usará mucho de ella en el 

proceso. 
4.- Se escoge una sal de tal forma que la densidad del precipitado sea 

diferente a la densidad de la solución. Esto se requiere para efectuar una 

separación sencilla por centrifugación. 

5.- Añadir una sal en sólido en lugar de una solución salina para minimizar la 

dilución. 

En condiciones específicas cada proteína puede precipitar en un rango de 

concentración característico y estrecho de sultato de amonio. Una alternativa al 

fraccionamiento con sulfato de amonio es la utilización de solventes orgánicos, 

particularmente acetona ó alcoholes. 

2.1.4.3.2- Precipitación mediante el empleo de Solventes. 

El principio de este método está basado en la disminución de la constante 

dieléctrica del solvente de la enzima (agua), y además incrementan las 

interacciones electrostáticas intermoleculares. Son modificados por el pH, 

temperatura, fuerza ionice y concentración de proteínas, por lo cual deben ser 

controlados para obtener resultados confiables. Se puede lograr una precipitación 

fraccionacionada del producto de interés y resulta ser más efectivo que el uso de 

sales y además presentan una mayor disponibilidad encuanto a pureza, son 



relativamente fácil de recobrar y reciclar. Pero sin embargo la utilización de 
solventes presentan algunas desventajas : la mayoría son incompatibles con 
productos alimenticios por su toxicidad y naturaleza extraña a los mismos, por 
tanto, debe asegurarse su total eliminación del producto final; generalmente son 
inflamables y explosivos, lo que demanda estrictas medidas de seguridad 
industrial; y se requieren su recuperación, por lo cual es necesario redestilarlos. 
En general, el uso de solventes ha disminuido en los últimos años, aunque existen 
algunos fraccionamientos particularmente adecuados basados en esta 
metodología. Además de ser un proceso más drástico y agresivo para las enzimas; 
si el proceso se lleva a cabo a temperaturas superiores a 4 °C, pueden producirse 
desdoblamientos irreversibles de la estructura de la proteína y provocar pérdidas 
de actividad; esta operación debe realizarse a temperaturas menores a los O °C, 
incrementando el gasto económico del proceso global. Los solventes más usuales 
son el metanol, etanol, isopropanol y acetona; el etanol es el de mayor aplicación 
porque induce la desnaturalización en menor grado y no tiene problemas de 
toxicidad (Alba y col, 1973; Wang y col, 1979; Reed, 1982; Frost, 1986). 

2.1.4.3.3.- Precipitación con Agentes Floculantes. 

Estos agregan las células ó partículas microbianas, elevando la velocidad de 
sedimentación, puesto que las partículas mayores tienden a sedimentar a una 
velocidad más alta. Sin embargo, en muchos casos los procesos de precipitación-
sedimentación consumen demasiado tiempo, retardando la recuperación de 
productos inestables y aumentando a su vez el tiempo de fermentación. En tales 
casos se utilizan usualmente técnicas de centrifugación ó filtración. Los agentes 
floculantes incluyen las sales inorgánicas, hidrocoloides minerales, polieléCtrolitos 
orgánicos. Entre los precipitantes orgánicos tenemos los polímeros acuosolubles, 
los cuales compiten con las proteínas por el agua disponible para solvatación. La 
solubilidad de las proteínas en presencia de polímeros hidrofílicos es influenciada 
por temperatura, fuerza iónica, pH y concentración de proteína, otros parámetros 
son el pH de el agente floculante, como el pH de la proteína deseada (Hong y Kula, 
1976). Dentro de estos destaca el polietilénglicol, es el de mayor uso, por ser no 
tóxico, es poco inflamable y no es corrosivo, pero sin embargo produce aunque no 
en gran medida la desnaturalización de las proteínas. Su mecanismo de acción y 
aplicaciones las describen (Kula, 1977; Hau, 1980). Su aplicación principal es en 
el campo del procesamiento de la sangre. La separación fracciona! con 
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polietilónglicol puede ser usado a bajas concentraciones de proteínas (< 10 
mglmL), puesto que de otra manera las grandes interacciones entre proteínas 
afectan la curva de precipitación (Foster etal, 1973). 

El uso de polieléctrolitos se debe a que actúan sobre las proteínas formando 
cadenas de polieléctrolitos y proteínas, esto depende de el número de iones 
contrarios disponibles sobre la superficie de la proteína. El polieléctrolito compite 
por el agua en la solución y podría ocasionar una exclusión de lo anterior. Los 
polisácaridos ácidos naturales como ejemplo alginato, pectina, carragenina, 
carboximetil celulosa, poliacrilico y polimetacrilicos ácidos, han sido usados para 
precipitar proteínas. Los polieléctrolitos aniónicos pueden ser empleados a pH 
bajos, del punto isoeléctrico de la proteína, mientras que los catiónicos tales como 
polietilen-imina son ocupados cercanos a el punto isoeléctrico, dentro de un rango 
en el cual generalmente es más compatible con la estabilidad de la enzima. El 
polietilen-imina con peso molecular de 40,000-60,000 es ampliamente demandado 
como un precipitante de proteínas (l3ergmeyer y col, 1970). La reacción de 
precipitación por polieléctrolitos es fuertemente influenciada por el tipo y 
concentración de iones opuestos. Los complejos formados entre la proteína y 
polieléctrolitos pueden ser disociados a altas concentraciones de sal, lo cual 
permite la recuperación de el producto. 

2.1.4.4.- Métodos de Extracción. 

Cuando se emplean a bioproductos presentan las funciones de separación y 
concentración, es muy utilizado para la recuperación de substancias lipofílicas. Los 
métodos de extracción son ampliamente avanzados en al industria farmacéutica y 
química; y recientemente han sido introducidas para recuperación de proteínas con 
actividad biológica (Kula y col, 1976), en la Figura 8 se describe la extracción de 
una enzima con polietilénglicol. Comúnmente se emplean solventes orgánicos 
para estos propósitos. 

La solución ó suspensión que contiene el producto deseado, se mezcla con 
un solvente inmiscible en el que se disuelva u interacciones preferentemente y del 
que pueda ser más fácil y específicamente recuperado. En tal sistema acuoso de 
dos fases se provee de las condiciones favorables para la protección de las 
actividades biológicas de células, organelos y proteínas (Albertsson, 1971). Por 
selección de condiciones, los fragmentos celulares pueden ser llevados a una fase 
y la proteína de interés particionada proferentemente en otra fase. La distribución 
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de una sustancia entre dos fases está representada por su coeficiente de partición : 

Concentración de la substancia en la fase A 
K 

	

	  
Concentración de la substancia en la fase B 

La eficiencia de este proceso depende de los volúmenes relativos de los dos 
tases que son llevados a equilibrio . Cuando la substancia va a ser extraída en un 
determinado volumen de solvente la extracción es más eficiente si se lleva acabo 
con allcuotas sucesivamente menores, y cuando se busca la extracción diferencial 
de un componente más que de otros, la extracción reversa aumentará la 
selectividad. En la recuperación de antibióticos esta operación con solventes es 
frecuentemente una etapa temprana posterior a la eliminación de las células o de 
los residuos celulares. La extracción del caldo completo puede ser llevada a cabo 
utilizando extracción-decantación, columnas de extracción ó utilizando centrifugas 
de mezclado y sedimentación. Los métodos de recuperación del caldo completo 
conducen a una reducción en el número de etapas de recuperación y por 
consiguiente reducir las pérdidas de las etapas sucesivas. La reducción del tiempo 
en que los productos son mantenidos en la fase acuosa, en la que generalmente 
la degradación es más rápida, también será ventajoso. La separación de las 
enzimas a partir de las células ó restos celulares se puede llevar acabo con 
obtención de altos rendimientos utilizando la extracción con sistemas acuosos en 
fase múltiple; en donde los restos celulares y las enzimas se distribuyen en 
mezclas acuosas de algún polímero como el polietilenglicol (con masa molecular 
de 6,000 D) y dextrana, que forman fases distintas y pueden por tanto ser 
separadas fácilmente, creándose un fenómeno de reparto entre las dos fases, y se 
obtiene un proceso muy eficiente de purificación. El rendimiento en la separación 
está modelado por la siguiente ecuación (Kula, 1979). 

- 
1 	Vb  /V, K) 

donde Y es el rendimiento obtenido en la fase alta, Vb es el volumen de la fase 
baja, Vt es el volumen de la fase alta y K es el coeficiente de reparto, el cual está 

dado por el cociente de las concentraciones del soluto en la fase alta entre la fase 
baja (el / Cb). La localización exacta de una proteína específica en los sistemas 

acuosos bifásicos de polietilénglicol y dextrano ó de polietilénglicol y sales, 
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tales como el sulfato de amonio ó el fosfato de patasio, dependen de diferentes : de 
su peso molecular, del pH, de la mezcla y finalmente de sales polivalentes (Kula, 
1979; Kula y col, 1982; Hustedt y col.). 

Los ácidos nucleicos y polisácaridos son más hidrofilicos y pueden ser 
preferentemente extraídos en la fase rica en la sal. La segunda y/o tercera puede 
ser diseñada para separar eficientemente actividades que interfieran. La 
separación de la fase es fácilmente bajo gravedad; ocupando tiempos de 
separación de 60-90 min comúnmente; otro camino es el uso de separadores 
líquido-líquido que puede obtener una alta eficiencia de separación, con tiempos 
de residencia, menores a los 10 seg. En un paso final de extracción, la proteína 
podría ser cambiada a la fase rica en la sal, con lo cual se recobra una gran 
proporción de el suministro de polietilénglicol. Estos sistemas mencionados logran 
una recuperación más rápida y eficiente de enzimas a gran escala (Kroner y col., 
1984) y con mayores ventajas en combinación con uso de la centrifugación (Kroner 
y col, 1982). La separación bifásica ha sido empleada para el aislamiento a gran 
escala y para la purificación de diversas enzimas como la pululanasa y 1,4-
glucanfosforilasa y glutamine sintetasa a partir de E.coli (Takahashi y Adachi, 
1982). Cuando se acopla un ligando al polietielénglicol, como el colorante azul de 
Cibacrón (purificación de la fosfofructoquinasa de levadura, (Kopperschlayer y 
Johansson, 1982), es posible incrementar el coeficiente de partición de una 
proteína en favor de la fase de polietilénglicol. 

El método es aceptable debido a que no requiere del empleo de bajas 
temperaturas, además el sistema no sólo no es desnaturalizante para las enzimas 
sino que las estabiliza, los polímeros no son tóxicos y su uso es permitido en 
alimentos, y en términos generales su operación es muy simple. Los polímeros 
usados son económicos y han sido usados para muchas enzimas a escala piloto 
(Kula, 1979; Read, 1982), su aplicación a nivel industrial no ha sido implantada ya 
que el uso de grandes cantidades de estos materiales, que no pueden ser 
recuperados eficientemente, y además hay que considerar el tiempo de equilibrio 
de formación de las fases y partición y la separación mecánica de las mismas, ya 
que normalmente consume largos períodos obtener la partición ideal puesto que 
dependen de la difusión, hasta llegar al equilibrio, tomándose la operación 
desfavorable económicamente y por lo tanto no rentable (Frost, 1986); aunque un 
trabajo reciente sugiere que es posible utilizar dextrano crudo, lo que abate costos 
de manera significativa (Kroner y col, 1982); pero en general se requieren de 
estudios más afondo acerca de la recuperación de estos polímeros, para poder ser 
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una alternativa viable más que nada económicamente. Además, dado que K es 
dependiente de la composición de las fases, del peso molecular de los polímeros, 
de la fuerza iónica, del pH y de la temperatura, y todos estos parámetros están 
interelacionados, se complica la predicción teórica del sistema. Por lo tanto, 
encontrar las condiciones óptimas de extracción que permitan obtener el más alto 
rendimiento en un solo paso, requiere de mucho trabajo experimental de prueba y 
error (Kula, 1979). 

2.1.4.5.- Procesos Térmicos. 

La destilación se utiliza para recuperar productos de fermentación volátiles, 
como por ejemplo etanol. La evaporación es la concentración de una solución 
acuosa usando métodos térmicos, por vaporación de agua y componentes 
volátiles. Se utiliza para obtener líquidos concentrados como productos finales ó 
para la preparación de materias primas para el secado posterior por atomización 
ó en tambor. Debe tenerse encuenta la sensibilidad térmica del producto. 
Normalmente se aplica a las soluciones obtenidas por extracción con solventes y 
en donde de deben tener precauciones en la recuperación del mismo. Los 
fundamentos y principales equipos empleados en ambos procesos mencionados, 
son tratados en la Tabla 9. El evaporador de flujo continuo permite la 
concentración de productos lábiles en un rápido chorro directo. En los 
evaporadores de película descendente, la transferencia de calor que permite una 
mínima de temperatura entre el medio caliente y la solución. Los tiempos de 
residencia son del orden de un minuto. Los evaporadores de película fina, la capa 
fina se crea mecánicamente y es muy turbulenta, la transferencia del calor es muy 
efectiva y estos evaporadores pueden ser utilizados para la concentración de 
líquidos viscosos e incluso para la concentración hasta productos secos. Los 
evaporadores de capa fina en centrifuga, en los que la evaporación tiene lugar 
sobre las paredes cónicas calentadas dentro de un rotor necesitan tiempos de 
residencia más cortos.(Schmidt y col, 1987). 
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Tabla 9. Procesos de destilación y evaporación. 

Proceso Naturaleza del equipo Fundamentos de la operación 

Evaporación Evaporador tipo 	tubo 	largo 

vertical y evaporadores. de 

película 	descendente. 

El liquido se evapora al pasar a 

través de tubos verticales en 

contacto con el vapor de agua. 

Destilación Plantas de destilación 

continuas y discontinuas. 

Evaporación del solvente por 

calentamiento de la solución, 

separación de los componentes 

vaporizados en función de su 

volatilidad, recuperación del 

producto volátil por condensación. 

2.1.4.6.- Procesos de Secado. 

El secado de los bioproductos es normalmente el paso final por el que los 

productos son llevados a una forma estable adecuada para su manejo y 

almacenamiento. En esta etapa es muy importante considerar que la mayoría de 
los productos biológicos presentan sensibilidad a una mínima elevación de la 
temperatura, esto significa que es de suma importancia la elección de determinada 

técnica de secado; la cual conduzca a una eliminación de agua con la mínima 
alteración de la temperatura. En algunos casos, la termo estabilidad do los 
productos, como enzimas ó preparaciones farmacéuticas, es mejorada por la 

adición de azúcares, gomas u otros estabilizadores inertes. Para eliminar agua en 
forma de vapor de una mezcla se debe transferir calor a ésta. Existen diversos 
mecanismos de transferencia de calor, entre los más usados se tiene por 
conducción, convección ó radiación, ó por una combinación de ellas. Las 

condiciones y fundamentos de los distintos métodos mencionados para el secado 
de bioproductos son ejemplificados en la Tabla 10. 

En el secado por conducción la transferencia de calor ocurre principalmente 

por contacto oon superficies calentadas y debe tomarse en cuenta loe cambios en 
las características de la fase líquida a medida que se hace más concentrada. Se 
emplean equipos en forma continua como tambores rotatorios de desecación a 
vacío ó en forma discontinua utilizando cámaras secadoras; en ambos casos se 

puede utilizar vacío. En el método de convección, en este la transferencia de calor, 
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el movimiento del producto y la eliminación del vapor son todas efectuadas por una 

corriente de gas (vapor). Es un proceso continuo que puede manejar grandes 
volúmenes. La solución que va a ser secada se aplica como una solución ó una 
lechada y es bombeada al atomizador para ser atomizada mediante un inyector ó 

un disco rotatorio. La corriente de gas caliente (150-250 °C) causa una 
evaporación casi instantánea, permitiendo que la temperatura de las partículas 
permanezca baja. Es utilizado para la desecación de enzimas ó antibióticos y 

cuando la presencia de otros materiales no causa ningún problema, se puede 
llevar acabo la desecación del caldo de fermentación previamente separado de 

materiales que puedan tapar el sistema de atomización, por ejemplo para las 

enzimas con grado detergente ó los antibióticos para uso animal y muy usado en la 
industria alimentaria. 

Tabla 10. Algunos procesos de secado 

Proceso Naturaleza del equipo  Fundamentos de la operación 

Secado 

Secado por atomización 

Secado en tambor 

Uofililacior 

El líquido ó la pasta son atomizados en 

forma de gotitas dentro del sacador y su paso 

a través de una corriente gaseosa caliente, 

da lugar ala evaporación rápida. 

La solución alimentada lentamente a la 

superficie de un tambor rotatorio caliente, 

se evapora. Los sólidos secos ee descargan 

Mediante el empleo de una hola rascador& 

El agua ae separa del material congelado por 

sublimación. 

2.1.4.6.1.- Concentración en frío. 

La Uofilización se utiliza para secar materiales sensibles al calor, incluyendo 
células microbianas vivas y proteínas lábiles. Se basa en la sublimación del agua 
a partir de una masa congelada. Para la sublimación del vapor de agua deben ser 

transferidas por conducción desde las placas calentadas aproximadamente 680 
kcal por kg de agua a la superficie de sublimación; esto se facilita bajando la 
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presión, y vapor se elimina por condensación a baja temperatura. La temperatura 
del sólido es regulada mediante control de la presión en la cámara de desecación 
utilizando un control muy sensible a la presencia de cualquier agua líquida 
presente en la masa. Se emplea para productos farmacéuticos por ejemplo virus, 
vacunas, hormonas, preparaciones de enzimas, ingredientes muy lábiles y caros 
para diagnosis; y en mayor escala también en la industria de alimentos. 

Recientemente se ha estudiado una nueva modalidad de concentrado en frío 
que consiste en enfriar a bajo de O °C la solución acuosa, para inducir la formación 
de cristales, e ir concentrando la solución. Estos cristales son separados del 
residuo líquido. Una de las dificultades de estas operaciones es que los cristales 
no pueden ser lavados, porque pueden tender a deshacerse, diluyendo la solución 
concentrada; además los equipos usados para controlar la formación de los 
cristales son caros y su mantenimiento debe de ser muy cuidadoso para obtener 
buenos resultados. 

2.1.4.6.2.- Cristalización. 

La cristalización se utiliza principalmente para la purificación de compuestos 
de bajo peso molecular, como los antibióticos. Este proceso sirve como criterio de 
pureza y es muy utilizada para moléculas proteicas. Se emplean compuestos 
orgánicos de acuerdo k las características físico-químicas del producto y 
contaminantes, normalmente se emplean alcoholes como etanol, metano( acetatos 
en solución alcohólica, éter, cloroformo, etc. A mayor escala, la cristalización se 
efectúa en la etapa final en la purificación de productos tales como el ácido cítrico, 
el glutamato sódico, etc. Su uso para recuperar enzimas es casi nulo debido a las 
condiciones drásticas y extremas de operación, principalmente de temperaturas 
muy altas y del uso de solventes (ya mencionadas sus desventajas). 

2.1.5.- Criterio de Pureza y Almacenaje de Enzimas. 

Los preparados comerciales deben tener características homogéneas entre 
un lote y otro y la actividad enzimática del producto del producto debe ser siempre 
la misma. En el laboratorio la homogeneidad total podría ser requerida y podría ser 
probada por técnicas de alta y ultra resolución tales como gel electroforésIs, 
uttracentrifugación y secuenciación de aminoácidos. 
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El criterio de una pureza adecuada toma coma base las siguientes 
especificaciones : 

1.- Nivel y tipo de contaminantes. 

(a) Las enzimas que se usan para ensayos clínicos deben ser removidos para 
que no interfieran. 
(b) Las enzimas que se utilizan en alimentos deben contener ausencia de 
patógenos y cuentas totales reducidas, mientras que las enzimas destinadas 
para detergentes deben de tener cantidades menores a 50,000 
microorganismos por gramo. En general, para reducir la cuenta microbiana se 
acostumbra filtrar los preparados a través de membranas con poros de 
diámetro promedio de 0.5 pm (Frost, 1986). 
(c) Las enzimas farmacéuticas tales como asparaginasa no debe contener 
pírogenos; 
(d) Las proteasas inyectadas, no deben contener materiales que causen 
efectos fisiológicos adversos. 

2.- La concentración enzimática debe ser exacta y adecuada para permitir su 
conveniente-balanceado contra el costo de la pureza necesaria. 

3.- Muchas enzimas industriales hechas como productos .sólidos, en acarreadores, 
tales como el aknidón, cidodextrinas, etc. Ellas pueden ser diluidas a una actividad 
estandar y poder representar una fracción de un porcentaje de el total del producto 
sólido. 

Otro aspecto importante es la vida de anaquel del producto, tanto en términos 
de estabilidad enzimática como de deterioro microbiológico. Para esto se 
adicionan algunos compuestos como el glicerol, polietilénglicol, sorbito) y sales, los 
cuales favorecen la estabilidad de la enzima y a la vez reducen la actividad de 
agua (adición de antiaglomerantes, encapsulantes) evitando la proliferación de 
microorganismos. Además, pueden adicionarse conservadores de grado 
alimentario como el benzoato ó el sorbato que evitan el desarrollo de hongos y 
levaduras (Frost, 1986; García-Garibay, 1992). 
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2.1.6.- Factores a considerar para definir la naturaleza del proceso de 

recuperación y purificación de una enzima específica. 

1.-Tipo de fermentación (en medio líquido ó sólido, etc.) y de su control de 

condiciones (para evitar la formación de subproductos indeseables difíciles de 

separar) y cepas seleccionadas son recomendables usar. 

2.-Propiedades físicas, químicas, y reológicas del medio que se parte para realizar 

la purificación. 

3.-Naturaleza de los contaminantes (toda sustancia ajena a la enzima). 

4.-Naturaleza de la enzima a aislar (propiedades físicas, químicas, cinéticas, etc.). 

En las Figuras 9, 10, 11, 12 y 13 se ejemplifican las etapas se separación, 

recuperación y purificación de algunas de las enzimas más utilizadas 

comercialmente. 

5.-Concentración de dicho producto. 

6.-Localización de la enzima de interés (intra ó extracelular; las Figura 14 y 15, 

describen de manera secuencial el procesamiento de obtención de tales enzimas 

respectivamente). 

7.-La escala de operación (laboratorio, planta piloto ó a ruvel industrial). 

8.-Pureza deseada, junto con otras especificaciones, como actividad específica, 

estabilidad, etc.). 

9.-Precio y eficiencia del proceso en general (tiempo, energía, disponibilidad de 

equipo, etc.). 
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2.1.7.- Estrategia para llevar a cabo la recuperación y purificación de 

una enzima específica. 

• No existe un patrón general de purificación para todas las enzimas (es 

específica para cada una de ellas). 

• Una vez elegida la fuente adecuada de material, desarrollar un ensayo de 

medida rápido y confiable de nuestro producto de interés. 

• Establecer los pasos de separación molecular que se van a seguir durante la 

purificación. 

• En términos generales se aconseja empezar con métodos y técnicas que se 

apliquen a grandes volúmenes como son : precipitación salina, temperatura, y 

solventes orgánicos, seguidos por una recolección de sólidos, por ejemplo, por 

decantación, filtración ó centrifugación, estas se pueden repetir y combinarse 

las veces que sean necesarias para eliminar la mayor cantidad de impurezas 

contaminantes ó para una mayor extracción de la enzima. Para la obtención de 

la enzima concentrada se puede llevar a cabo de manera eficiente por 

procesos de membrana (diálisis, ultrafiltración, ósmosis, etc.) y una 

concentración mayor por medio de un evaporador (rotatorio, a vació, etc.) ó de 
un secado a alta 6 .baja temperatura (podemos citar la atomización o 

liofilización), para obtener una solución 6 un polvo con determinada pureza y 
actividad. 

• Controlar, verificar e ir controlando cada etapa del proceso mediante 

determinaciones subsecuentes a cada punto de purificación, de parámetros 
indispensables como actividad específica, % de proteína, etc. 

• Finalmente debe de verificarse y determinar la pureza real de la enzima. Un 

criterio de pureza, rápido y sencillo de obtener, es la medida de la actividad 
especifica de la enzima. La electroforésis en geles de pollacritamida, en sus 
varias modalidades, es una de las técnicas más comúnmente usadas a nivel 
laboratorio, a lo igual que la secuencia directa ó secuenciación de aminoácidos 
de la cadena polipéptidica, es uno de los mejores criterios para verificar la 
pureza, no obstante, es un método laborioso y caro. 



2.1.8.- Parámetros requeridos para la selección del tipo de equipo a 
emplear en un proceso global de obtención de un producto. 

Estos aspectos incluyen el tipo de operación por lotes ó continuo, la 

velocidad de flujo, tipo, contenido y tamaño de sólidos, contaminante(s), tipos de 

producto y producto de interés y tipo de equipo adicional. 

El tamaño de equipo podrá ser determinado de especificaciones y de los 

siguientes parámetros : 

1.- Velocidad de flujo volumétrico. 

2.- Limitación residente del producto. 

3.- Tamaño de sólidos y eficiencia de separación. 

4.- Area de interfase para transferencia de masas. 

5.- Número de etapas de equilibrio. 

6.- Area de transferencia de calor. 

7.- Capacidad de sorción volumétrica. 

8.- Grado de pureza (resolución). 

Muchos productos biotecnoiógicos son solubles y se encuentra en el líquido 
de cultivo extracelular clarificado ó en la fracción soluble intracelular, y pueden 
procederse y purificarse posteriormente mediante técnicas de separación 
molecular que explotan propiedades como el tamaño (ya mencionada), la carga, 

la solubilidad, la volatilidad, la afinidad biológica, etc. 

Se pueden llevar a cabo etapas adicionales para purificar el producto, 
cuando este, está acompañado por cometabólitos esencialmente similares que 

normalmente lo acompañarán a través de las etapas iniciales de recuperación. De 
esta forma estos pasos determinan el grado de resolución de la mezcla producto-
metabólitos. Los dos métodos aplicados más comúnmente son la cristalización 

empleando compuestos orgánicos básicamente alcoholes (etanol, metanol, 
propano!, etc.) ó compuestos de baja temperatura de evaporación y varios tipos de 
procedimientos cromatográfian (en donde los principales variaciones entre estas 
radica en el tipo de importe, solvente y condiciones de elución de la muestra); 

obteniendo una mayor pureza del producto final. 

2.1.9.- Generalidades económicas de los procesos de recuperación y 
purificación. 

Para una viabilidad económica óptima del proceso, hay que minimizar el 
número de etapas de purificación necesarias para conseguir un producto con unas 
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características específicas, ya que una proporción significante de los costos totales 
de una planta de fermentación, la constituye la recuperación del producto. 

Algunos procesos de purificación requieren de apoyos analíticos complicados 
y largos. éstos deben evitarse siempre que sea posible puesto que los costos 
pueden hacer que la etapa de purificación sea antieconómica. Además, el tiempo 
consumido en el control aumenta el tiempo global del proceso. Normalmente los 
costos de recuperación de los antibióticos representan entre el 40 % y el 60 % de 
los costos de producción, el costo del procesado post-fermentación representa del 
80-90 % de los costos de los productos obtenidos con tecnologías de DNA 
recombinante. 

La concentración de producto en el material de partida representa un factor 
clave en los costos totales de producción. En la Figura 16. se muestra la relación 
entre la concentración del producto a purificar del medio de partida y su precio de 
venta. 

Figure 16. Relación entre la concentración del producto a purificar del medio y su 
precio de venta. 

58 	

FALLA DE ON1GEN 



2.2.- Características de las Sustancias Pécticas. 

Las sustancias pécticas son polisacáridos de peso molecular variable entre 

23,000 y 360,000 Daltons, constituidos principalmente por monómeros de ácido 
galacturónico unidos por enlaces glicosídicos a-(1-4). Los grupos carboxilo de 

estos monómeros pueden estar esterificados con grupos metilos, De acuerdo al 

grado de esterificación los polisacáridos pécticos se agrupan de la siguiente forma: 
a) Protopectine se le llama al precursor de la sustancia péctica que es insoluble 

en el agua y de la cual por hidrólisis se obtienen las sustancias pécticas; b) 

Ácidos pectinicos, se les llama a los ácidos poligalacturónicos coloidales que 
contienen una pequeña proporción de grupos metilo; c) Acido* pécticos, son 
ácidos poligalacturónicos coloidales libres de grupos metilos; d)Pectina, son 

ácidos poligalacturónicos solubles en agua cuyo contenido de grupos metoxilo 
puede ser variable (Comité de la Sociedad Americana de Química, Informe 1944). 

2.3.- Clasificación de las Pectinasas. 

Las pectinasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrólisis de las 

sustancias pécticas y dependiendo de la forma de atacar al sustrato; hasta a hora 
se han descrito 12, las cuales se agrupan principalmente en dos grupos (Kilara, 

1982; Rexová-Bencová y col, 1976): las esterases que catalizan la 
desesterificación de las unidades de ácido metilgalacturónico de la pectina 
produciendo metano' y ácido poligalacturónico (Figura 17); y las 
despollmerlzantes, responsable de la ruptura de los enlaces glicosidicos ix-(1-

4) de loe polímeros pécticos, y pueden ser de dos tipos: exo, y ende. Las exo 

atacan el extremo no reductor de las moléculas de pectina y ácidos 
poligalacturónicos, pruduciendo ácidos galacturónioos como grupos reductores; 
mientras que las enzimas de tipo ando atacan el sustrato (pectina y ácido 
poiigslacturónio2) de una forma aleatoria, ocasionando una disminución rápida de 
la viscosidad del medio con dichos polímeros (Figura 18). 

Dependiendo de el sustrato y la forma corno actúan en el, las Masas reciben 
su nombre, sal las nasas que atacan a las pectinas se denominan ando-

pollmettlealecturoneee Ilesa (endo-PMGL) 6 ando-pectin Hese, axo• 
pollmettlaelecturoneal Ilesa (exo-PLIGL) 6 exo-pectin Nasa y a las liases 
que actúan sobre ácidos poligalacturónicos toman el nombre de ando-

pollaelacturonaea liase (endo-PGL) ó endo-pectato Ilesa, exo- 
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Figura 17. Actividad de las enzimas pécticas-esterasas. 

Como se puede apreciar las enzimas degradan los enlaces metil-éster del 

carbono 6 de las unidades del ácido metilgalacturónico. 

Figura 18. Forma de ataque de las endo-pectinasas. 

Dentro de el grupo de despolimerasas se encuentran las Ilesas, las cuales 

catalizan una reacción de transeliminación, originando una doble ligadura entre el 

carbono 4 y 5 del sustrato (Figura 19). 

Figura 19. Forma de acción de las enzimas pectin-liasas 



poligalacturonasa Ilesa (exo-PGL) 6 exo-pecteto liase (Fogarty y Kelly, 
1983; Kilara, 1982; Pilnik, 1901; Whitaker, 1904). 

Las PMGL son producidas por hongos y no han sido encontradas en 

bacterias ni plantas superiores. Las ando y exo-PGL son típicas de las bacterias, 
pocos hongos las producen y no han sido encontradas en plantas superiores. La 

exo-PMG no ha sido encontrada en la naturaleza (Pilnik y Rombouts, 1981), las 
oligogalacturonasai se han encontrado en algunas bacterias de los géneros 

Bacillus y Envido (Fogarty y Kelly, 1983 ; Rombouts y Pilnik, 1980). En la Tabla 11 
se resume la clasificación de las actividades enzimáticas de las enzimas pécticas 

en base al sustrato en el cual actúan, sus principales productos y su nomenclatura, 
de acuerdo a la Comisión de Nomenclatura de Enzimas (Fogarty y Ward, 1974). 

2.4.- Producción de Pectinasas. 

Las enzimas pécticas son producidas por microorganismos (bacterias, 
hongos, levaduras) (Tabla 12), algunos insectos, nemátodos, protozoarios y 
plantas superiores (Tabla 13). Dependiendo del microorganismos y del tipo de 

enzima su localización es intracelular, extracelular ó periplásmatica y 

generalmente producen en forma simultánea más de un tipo de actividad 
pectinolítca, sin embargo, no se ha encontrado microorganismo capaz de producir 

todas las enzimas mencionadas en la Tabla 11. La fuente industrial más importante 

de pectinasas está representada por los sistemas microbianos. Muchos son los 
microorganismos capaces de sintetizar tales enzimas; sin embargo, las producidas 

por el género Aspergillus poseen gran interés industrial en la actualidad. Las 
enzimas pécticas son enzimas inducibles (principalmente por pectina) y 

producidas en forma extracelular; cuya síntesis y secreción se encuentra asociada 
a las condiciones de crecimiento de los microorganismos productores. Existen 
diversos reportes cientffioos sobre la producción de pectinasas fúngicas, los cuales 
demuestran, que el tipo, variedad y cantidad de las actividades pectinolíticas, en 

cada caso, esta en función de las características biológicas 6 tipo de 
microorganismo utilizado (bacteria, hongo ó levadura), de la composición del 
medio de cultivo (naturaleza y concentración del sustrato inductor), tipo de proceso 

que se utilice (lote, continuo ó alimentado) y condiciones ambientales. En la 

producción de actividades pectinoliticas por fermentación sumergida, se ha 
estudiado principalmente sobre la optimización de medios de cultivo y en donde 
destaca la concentración de sustratos y en el efecto de la fuente de nitrógeno 
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falta 12. Principales eicroxgriense rabiares é Pectineses 

Tipo de Pectina'. 	fuente sicrebiona 	bf. 

	

ip !adorante, idas 	las hect« in comorda 
la 

	

Poi iplacturoutel lees 	Clestridiue altifemmtane 

	

lidies atusa i Pr 	[minio canteara 
I iplecturcoese 
Po:tina Mensa 

feorty y ilard, 1911, 

Poi igalacturtmea 	Aspen211lue niger 
Poliretilgelacturcoase 	borlo roma 

	
fojartg y Vanl, 1911. 

Pectina esterara 	Scleretinie fractigra 
Collelotrido trifolii 

Paiine esteras. 
	

rosario míspero 
	

how y col, 1955. 
fuwius l'afemino 

hongos del género Uertici I I ito 
A.laibi 	 breeaki y col, 1%6, 
Amigo. 	 bit:bello I Will, 

1961.  

Peliplecturenesa 	Aspryi I lo ~e 
	

Jergn g cal, 1931, 
(Tipa 1: licuefesien) 	Azperpllla betibe 

	
Airea y cal, 1952. 
beág y al, 1955. 
Brida g cal, 15. 

lagergi 1 loe niger 	Jamen y col, 1945, 
ciar y  al, 196. 
Pollsam g col, 1916. 
Neta, 1911. 
Sdeber1, 1152. 
kidert, 1964. 
Sito, 1954, 

Bocina essmter IDA 
	

Ozade g col, 195. 
buocillasg: Fulva 
	

Osaran g col, 1949, 
bid, 1951. 
bid, 1951. 
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Tabla 12. (Cantinuociird Principales alcrocganloos prodictoree de Patinas«. 

Tipo de Pectinasa 
	

fuenta microbio» 	Ref ,  

Po I Ip lactar:nasa 
(Tipo 1: ilcuefactleM 

felsinuo 	IQ, 1%3, 
la,11, 1%4. 

Clostridlo alai 	 Bockaan, 1956. 
Futir hm aoll I Dona 	Sir* g 021, 1%6, 
bfflosora croma 	Iletigten, 1%3, 

Citado g 031, IV 
Ponicillbo opinas 	bao, 1%1. 

Takeivos g D31, 1955. 
izepo tritici 	 Ocas y col, 1%3. 

Tafitro y coi, 1955. 
Sacdororpes fragi I i: 	ti y col, 1951. 

II col, 1%4. 
Furuchl g cal, 1%4. 

50111111 lycopersicto 	11cCrudg g cal, 195, 
Ozara y cal, 1955, 
bih y col, 1%6, 

Yerticillito Wire 	Ian1 g col, 1%5. 

Pe 1 litt 	lactan:Dna 	Aspergillu: nigir 
(Tipo II: licuefarxil) 	Bartula arsibie 

El3trytla clarea 

Era in i a caroterora 
Pgthko de bryina 

hl iplactarmla 
(Tipo 	S/orificación) 

Aupergi I lus 	lb: 

Aaperylllu: algar 

Clostridia butyricul 

Clostridlue fel:ince: 
Cauce, carda 
Sclerot In la I ibert 

4ras I al, 1%2, 
111, 

Onx•ba I col, 195. 
Neto, 1911, 
Salta, 1954. 
Salto, 195. 
laji, 1%3. 
tal, 1%4. 
lafi y col, 19Z. 
Clara g co1,1955, 
!libé; y col, 1951. 
Tal:dona g col, 1%4, 
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Tabla 13. Algunas plantas superiores productoras de pectinasas. 

Planta Superior 	 Tipo de Pectinasa 

PE PG PGL PMG PMGL OG OGL 

Cítricos 

Tomate 

Manzana 

PE : Pectinesterasa; PG : Poligalacturonasa; PGL Poligalacturonato-liasa; PMG : 

Polimetilgalacturonasa; 

PMGL :Polimelitgalacturonato-liasa; OG : Ofignaiacturonasa; OGL : Oligogatacturonato-liasa. 

Adaptado de Fogarty y Kelly, 1983; Pilnik y Rombouts, 1981. 

(Tabla 14); debido al precio alto de la pectina, esta no puede ser empleada en la 
formulación del medio de producción a nivel comercial. 

Comercialmente se producen a partir de desechos agroindustriales, 
suplementado con nitrógeno inorgánico (sulfato de amonio) y algunos otros 
nutrientes; encontrando que hay una producción de dichas enzimas en cáscara de 
limón de casi el doble del producido, por cada uno de los medios restantes (Tabla 
15). Las bacterias comúnmente producen poligalacturonasa y solo algunas 
producen además pectinesterasa; las bacterias del género Envinia producen 
prácticamente la mayoría de las actividades (Fogarty y Kelly, 1983). Los hongos en 
cambio, producen una mayor variedad de actividades pectinolíticas y varios 
hongos del género Verticillum producen hasta 3 ó 4 actividades diferentes 
(Fogarty y Ward, 1974), dentro de las cuales, las más comunes son 
poligalacturonasa, polimetilgalacturonasa y pectinesterasa. Las poligalacturonasas 
actúan a pH de 4.0 a 6.5; mientras que las pectin-liasas requieren algunas de 
iones divalentes para su actividad; estas y otras características bioquímicas y 
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Tabla 14, 1111111XICII DE PEC111116A6. 

Factor y lnterilete en la Poixan de Pect iracas 
	

Ref, 

Cogneic11 del *No 

Efecto de la Fuente de Cartero. 

Efecto de Will ruedas de Cediere 
	

Salto, 11%. 
ac.gilachrinlo), ac. glIránlco, 	 naif, 1%/. 
ac.poliplacturtinio), plactom, 	 Tuttabel lo y N i 11,1%1. 
glicerol, ghanés  fructosa, 	 Vaiesaki y col, I. 
sacarosa, pectino 
	

Ny iri s  I%8. 
Zetalakkhreath y le - 
bang-ilalnar, 11/3;11/5. 
Dation y /ajic, 11/1. 
Srivastia y al, 1112, 
Aztapolch col, 1115, 
*gra y lhhta, 1%. 
Reclamen y ce1,1111. 
IhiJilar y col, 1W 
Aloa y col, 1111. 
Ayuna: y col, 1111, 

Meta de Carteiddratia y lairoicidoi 
	

Nehta, 1116. 

Roo de adanáctee geminduettiales 
rico en siterlalee !ático caso 
fuente de colme. 

°Pule§ de melada intim 

'Pulpa de nanall 

*Calcare de titileo 

'Pulpo de laraaeln 

Rulo lácieee 

Otros Sotreta coceo: 
rolan, aylcolae y de pescad) 

Szaher, 11/6;11/1. 
letalál-flonall, 11% 
tetalakilirath g 

Szajor, 11/6, 

reolartf 1 klird, 
hielera& y col, 111. 
Roto& y Pilen; 111. 
Semi, 19%. 
Gardriaribey I cal, 1W. 
hired y roda, 1112. 

Sena y keeyh, 1114, 

*!reUtItseill'es190:1ty'l l'elI`111111,111,`rnt1,'Well!'""" " 	"`"` 

6t) 
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Tabla 14.(Cantinación) FIOD0X1011 DE PECTIWISAS, 

Factor ea Interviene en la Micción de Pectina:as 	Ref,  , 

Fuente de Nitrógeno g Salve, 

Apee de exiliada de sak 
Salvad' á trigo 
Harina de rea y Oree 
Nitrato de Sodio 
Nitrato de amelo 

Fosfato de alonlo, potasio, 
Sulfato de nonio 
Salas grado analítico y grado irelatrial 
&afectada (1.xn 111) 

Efecto del libio, Edad y Neffolcgra del báculo, 

Efecto de la pa á Tragacanto como 
(néctar ir la feral de Patinaras, 

Codiciare ablentales : 

Oxigració y veleclid á agitación 

reprobare  

Oyere y Mita, 1905, 

1aweaki y 03i, 1906, 

%itrio' lo g 11111, 1961 

Mes, 1956, 

Saval, 1905. 

Alma y col, 1119, 
Hederá y COI, 1909. 
Friedriá g col, 1991. 
Fledurek y 031, 1992. 

Sayal, 1905. 

Vauseki y col, 1966, 
Vidor" g !Ociad, 1918, 
letelafri-Havath y Mary, 
1915. 
letelaki-florvá y tia, 1901. 
Sral, 1915. 

Ende, 1114;1961b.,1961c, 
hez& y col, 1966. 
liu, 1918. 
Zetelakie, 1981. 
lada, 1912. 
religa y t'orlan, 1984, 
Se al, 1915. 
Silleg, 1916. 
Ba leg, 1991. 
lotzeitiáru, 1991, 
Stutzeterger, 1991. 
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Tabla 14. (Untireacián) P0111.1CCKII DE PECTIIV96. 

Factor ea Interview en la Pochiccik de Pechina 	lief. 

PH 
	

Sillay, 1%. 
letzeitidnu, 1991. 

Tipo de Proceso de fernotacián. 

En Cultivo Cantina 	 Zete I eki-flyettt, 1983, 

En Calles de Alieeetacib por lotee 	 Apilar y col, 1%. 

Fervantaclin se Está Silicio 	 adietan le sao, 
Hours y col, 19% y 11111. 

gairffles Arad, 1911. 
Geno y Hours, 1992. 

En Cultiva Sonido 	 lieriersterfer y 031, 1914, 

Exalcalento 	 M1Iri, 1969. 
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Tabla 15. Producción de Pectinasas de Aspergillus sp. a partir de diferentes 
desechos agroindustriales. 

Desecho Concentración I  Concentración Actividad 	Pectinoliticaa 
Agroindustrial del desecho en de pectina en Exo 	Endo 

el medio el desecho (unidades de 
cambio en 

( % ) ( % ) (mg Az.redhrL) fluidez 
relativatmL) 

Pulpa de Henequén 2.0 7b 4.5 0.16 

Cáscate de limón 1.0 29c 0.4 	. 0.22 

Cáscara de piña 1.0 22c 3.8 0.12 

Cáscara do naranja 1.0 20c 5.2 0.18 

Pulpa de remolacha 0.45 30c 4.3 0.14 

El medio de cultivo contenfa: sales industriales, agua de la llave y el sustrato correspondiente. 

Las fermentaciones se llevaron a cabo en jarras de 14 litros a 37 °C, con agitación de 200 rpm y 

aeración 10 litros x mirri . 

a) La actividad se midió en el filtrado libre de cédulas a las 120 horas de fermentación. 

b) Fuente: Rivera, 1981. 

c) Fuente: Fogarty y Ward, 1974. 

funcionales de las enzimas pécticas son reportadas y tratadas por los referencias 
presentadas en la Tabla 16. 

FRLLN 	
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tabla 16, Gradar:ticas Cinéticos y Racionales de las Pectina*. 

Enda PéctIca 	 Ilefertacloo. 

Pad Incitaran 11:Calloch g col, 1941. 
Pitan'. y COI, 191. 
Coloonick y col, 1961. 
borde g col, 1152. 
Irga y col, 1954. 
kler 1 oil 15. 

  

Plictirrlioas 	 Milano* y cal, 1991, 

Po 1 lgo I actrsanesas Pallan y cal, 1946. 
10, 1953; 1954. 
Schart, 1954, 
Cele, 1951. 
Pah, 1951, 
Mdllan g cal, 1955. 
lapa' y cal, 1113, 
ínter y Visar, 1991. 
Alas g al, 1991. 
De Mallan g al, 1991. 
Reinarás y col, 1991. 
Para! 0:11, 1991. 
khaalein g Dietria, 1991, 
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2.4.1.- Perspectivas en la producción de pectinasas. 

La economía en la producción de enzimas puede ser incrementada mediante 
la obtención de cepas mutantes que presenten alteraciones de los mecanismos 
que regulan la síntesis de sus enzimas, como las insensibles, represión catabólica, 
las hiperproductoras ó aquellas que sintetizan mayor cantidad de enzimas sin la 
necesidad de un inductor. El mejoramiento genético de un microorganismo con el 
fin de sobreproducir las enzimas pécticas depende básicamente del manejo de 
todos aquellos principios generales involucrados en la síntesis y regulación de 
estas enzimas. La manipulación genética se emplea para originar cambios que 
eliminen propiedades no deseables, incrementen las adecuadas, 6 introduzcan 
otras nuevas para incrementar los rendimientos en los productos de fermentación, 
ya que en la industria las altas productividades son esenciales para reducir 6 
mantener los costos de producción (cepas hiperproductoras). Hay pocos trabajos 
reportados sobre mejoramiento genético para la producción de pectinasas; las 
cuales han utilizado esencialmente las técnicas de mutagénesis y de 
recombinación genética (Tabla 17). 



Tabla 17, Ilejorolento Genético en la Prodaccién do Pedimos. 

Tipo de Enzima 
Pictica Neter*: fa • 

Pedato 
	

ligauladatts y Baudarg, 1919. 
'ling y col, 1931. 
tino, 1991. 

*tia Merma R., y col, 19111. 
Alberti y col, 1991, 
toaderterger Ihgar, 1991. 
Srok y col, 1991. 

Laldagéerelr 1 Ibler• 1992. 

PSctin liase Opler y al, 1991. 
Hamo y col, 1991. 
lictacy y col, 1991. 
Illehlá y col, 1991, 
lutteraommeren y col, 1991. 
LechUglerev 9 1, 1991. 
taahteterger y liager, 1992. 

Pidin *ti Interna 	lisoodleadetts Ileabeg, 1989. 
l'arriada y col, 1991. 
Heikirleiao y o31, 1991. 
Ihra y col, 1991. 

Frairp31 ip lectura:si 	Scottolig y col, 1991. 

Pr bler, 1991. 
Ir!1111eri 1792 . 

tirsligalacturmato lisa 	Inda y col, 1991. 

Pe I igalacturomaa 	Saith y cal, 1991. 
Allan y al, 1991. 
hui,* y col, 1991. 
ituktudlerPr I Ser, 1991. 
1.8111151TPT 1 11191r, 1992. 
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2.5.- Importancia y aplicación de las pectinasas. 

En la Tabla 18 se hace referencia a las enzimas permitidas para uso en 
alimentos y las fuentes microbiológicas, reconocidas como GRAS (generalmente 
reconocidas como seguras) por la FDA (Food and Drug Administration, EUA). 

La turbiedad presente en los jugos de frutas, se debe principalmente a la 
presencia de pectina la cual se libera durante la maceración de las frutas. Las 
enzimas pécticas intervienen biológicamente de manera importante, desde las 
etapas de germinación, desarrollo de las plantas (elongación celular), maduración 
de frutas, vegetales, etc; hasta la calda de las hojas (Kertesz, 1951; Devel, y Stutz, 
1958; Fogarty y Ward, 1974; Neubeck, 1975; Rexová-Benková y Markovic, 1976). 
La importancia de las pectinasas deriva justamente de su capacidad para 
hidrolizar la pectina, presente en productos derivados de frutas y vegetales en 
donde contribuye con las propiedades reológicas y en la estabilidad fisicoquímica 
de los mismos, de aquí que su principal interés sea en la industria alimentaria. 

Las pectinasas producidas por hongos son las que presentan mejores 
características para su aplicación industrial principalmente por que son 
extracelulares, tienen mayor capacidad de degradación de la pectina y se fácilita 
su recuperación del caldo de cultivo. De las actividades pectinolíticas, la más 
importante desde el punto de vista industrial son las ando, que como ya se 
mencionó rompen al azar las cadenas de la pectina presente en los jugos de 
frutas, ocasionando una disminución de la viscosidad de éstos facilitando así su 
procesamiento. Estas enzimas intervienen directamente en el procesamiento de 
residuos de origen vegetal, puesto que ayudan a evitar la acumulación de estos, 
ya que degradan los tejidos de las plantas (Fogarty y Ward, 1974; Neubeck, 1975; 
Rexová-Benková y Markovic, 1976; Pilnik y Rombouts, 1979; Rombouts y Pilnik, 
1980). En la Tabla 19 se presentan algunas de las aplicaciones de las pectinasas, 
en donde destaca, por su importancia la aplicación en la industrialización de frutas 
y vegetales. El uso de enzimas pécticas en el procesamiento de frutas fue 
introducido por Kertesz en los Estados Unidos alrededor de 1930; junto con 
enzimas celulolíticas (Kilara, 1982). 
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Tabla 19. Aplicaciones de las Pectinasas en la Industria. 

Aplicación en : Importancia Referencias 

Industria de frutas y 

vegetales 

favorece la maceración de tejidos 

vejetales y frutas durante la 

elaboración de purés. 

Fogarty y Ward, 1974 

Kulp, 1975. 

Neubeck, 1975. 

Rexová-13enková 	y 	Martiovic. 

1976. 

Taylor y Richardson. 1979. 

Rombouts y Pilnik, 1978. 

Baumann, 1981. 

disminuye la viscosidad de los 

néctares y concentrados de 

frutas, faciktando su filtración. • 

Grampp. 1981, 1982 

Kilara, 1982. 

solubiliza las alStandaS pécticas 

presentes en los jugos, 

favoreciendo su clarificación, 

abrilantamiento, estabilidad y 

color del mismo. 

Robbins, 1968. 

Fogarty y Ward, 1974 

Kilara, 1982. 

Whitaker, 1984. 

aumenta los rendimientos en la 

obtención de jugos. 

Velasco, 1968. 

en la producción de bases de 

néctares y Minera» de bebés. 

Platt, 1962. 

en jugos fermentados 

Intervienen en la licuefacción y 

fermentación. En el tratamiento 

de la pulpa de coco y las 

aceitunas pera incrementar los 

rendimientos en la recuperación 

del aceite. 

Omran y col, 1909. 

1 
en la limpieza de la cáscara de 

frutas para su uso en confitera. 

Phafl, 1974. 
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Industria de Encurtidos en encurtidos principalmente 

en pepinos la presencia de 

pectinasas ayudan a obtener 

la textura deseada. 

E3ell y col, 1950 

Bell, 1951 

Ball y col, 1951. 

Ball y col. 1956. 

Demain y col, 1957. 

Industria de Aceites extracción de acortes esenciales. 

Para mejorar la filtración del 

a cede de oliva.  

Hamdi y Bota, 1992. 

Industria Vinicola favorece la fermentación de 

jugos destinados a la 

elaboración de vinos y sidras. 

Urlaub, 1978. 	. 

Felix y Villettaz, 1983. 

faVorece la extracción del color 

durante la etapa de maceración 

de las uvas para la eieboración 

de vinos tintos y rosados. 

Velasco, 1968. 

eliminan la turbiedad y la 

viscosidad de la sidra ó de licor 

de mandarina 

Naganlshi, 1954. 

Industria Cervecera en la estabilidad de la cerveza. Henriksaon y Haikara, 1991. 

Industria Téxtil para el enriado de las fibras 

textiles, en donde las 

pectinasas hidrolizan los 

materiales pécticos presentes 

en las libras, disminuyendo e 

incluso eliminar su dureza y 

facilitando as( su dedribración 

(Uno, ~amo y yute). 

Deuel y Stutz, 1958. 

Ward y Fogarty, 1971 

Fojarty y Ward, 1974 

Avrova, 1975. 

Rombouts y Rana, 1980. 

Industria Cafetalera, 

Chocolatera y Tabaquera 

intervienen en la fermentación 

del café, cocea y del tabaco. 

Deuel y Stutz, 1958. 

Taylor y Richardson, 1980. 

Rombouts y Pilnik, 1980. 

Pilnik y Rombouts, 1979, 1981. 

Industria Maderera en el trata:Mark) de maderas de 

coníferas favoreciendo a la 

permeabilidad a los 

preservadores. 

Fogarty y Wird. 1974 

Rombouts y Pilnik, 1980. 
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Investigación Génetice. en le producción de Eb y coi. 1985. 

protoplestos. Lee y Tan. 1988 .  

Martinez y co1,1988 

Zhou y Wang. 1989. 

Las actividades más importantes de los preparados comerciales, son la ando-

poligalacturonasa (endo-PG) y la endo-polimetilgalacturonasa (endo-PMG), las 
cuales causan una disminución de la viscosidad de los jugos de frutas y facilitando 
su filtración y procesamiento en general. 

2.6.- Situación en México respecto a la producción e Importación de 

pectinasas. 

Las compañías productoras de enzimas son relativamente escasas 

(alrededor de 25 empresas), al menos las que participan en el mercado 

internacional, de éstas sólo seis dominan claramente el mercado y se trata de 
compañías extranjeras, europeas principalmente. Industrias Novo (Dinamarca), 

cubre el 50 % del mercado internacional, Gist Brocados (Holanda), 20 % adicional 
y Laboratorios Miles (E.U), participa con un 12 % aprox. Estas cifras deben ser 
analizadas con reserva, ya que una proporción de las enzimas producidas no está 

disponible en el mercado libre, si no que son empleadas dentro de las mismas 
compañías. 

La expansión de las compañías productoras de enzimas es frecuente. 
Industrias Novo recientemente triplicó su capacidad de producción en una de sus 
plantas en E.U. En 1982 dedicó más de 60 millones de dólares a la investigación, 

de éstos, el 10 % se dirigió a investigación básica, un 20 % al desarrollo de nuevo* 
productos, un 20 % al mejoramiento de productos existentes, un 5 % a disciplinas 
técnicas, un 15 % a servicios técnicos y un 30 % a servicios administrativos. 

Actualmente en México existe un productor local de importancia que es 
Pfizer S.A., que además junto con con Farmex, representa una de las pocas 

empresas que se han se han interesado en la industrialización de enzimas. Otra 
empresa Enmex S.A. distribuye preparados enzimáticos de Miles laboratorios. 

(Ininter, 1987). El mercado de enzimas tiene aún un enorme campo de expansión 

de aproximadamente 2000 enzimas descubiertas y caracterizadas pero no más de 
150 son industrializadas. Cerca del 62 % de las enzimas producidas encuentran su 



aplicación en alimentos, entre 33 % en detergentes y 5 % en textiles y curtiduría. 
(Leblond, 1990). 

La distribución de las pectinasas en el mercado total se encuentra en un 3% 
(Tabla 20) ; mientras que los principales países productores de estas son 
República Federal de Alemania, Suiza, Dinamarca, Estados Unidos y Japón 
(Redman, 1977; Rombouts y Pilnik, 1980) y los productos comerciales de estas 
enzimas y las compañías productoras se enlistan en la Tabla 21. 

Tabla 20. Distribución de enzimas de interés industrial. 

Grupo Enzima á area de 
aplicación 

Porcentaje del 
mercado 

Total 
% 

Probarlas Alcalinas (detergentes) 25 
Alcalinas 6 

Neutras 12 

Acidas 3 59 
Reninas 10 
Tripsína 3 

Carbol idrasas 13-amilesa 13 
o-amisse 5 

Callaba y 'Aclama 1 213 
~brasas 6 

Pectina*** 3 

. , 
Lames» Upan 3 3 

Otras Aros analítica 

Ares tarrnacautica 10 10 
Otras 

Fuente:Godfrey y Reichett. 1983 
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Tabla 21. Principales compañías productoras y comercializadoras de 
pectinasas en el mundo. 

Enzimas Industrias Novo Gist Brocadas Laboratorios Miles 

Pentinaea Pectinex 

Ultrazym 

Klerzyme 

Rapidase CX, CXP ' 
Clarea 

Spark-L 

Las preparaciones comerciales de pectinasas son una mezcla de diferentes 
actividades pectinolíticas, principalmente poligalacturonasa y pectinesterasa y 
otras actividades enzimáticas entre las que se encuentran celulasas, xilanasas, 
amilasas, glucosidasas y proteasas (Urlaub, 1978; Pilnik y Rombouts, 1979; 
Rombouts y Pilnik, 1980) producidas en fermentación sumergida ó semisólida por 
hongos entre los que se encuentran Aspergillus nig« (Nuebeek, 1975; Meyrath, 
1975; Barbesgaard, 1977; Pilnik y Rombouts, 1979; Rombouts y Pilnik, 1980), A. 
oryzae, A. wentii, A. flavus (Fogarty y Ward, 1974; Kilara,1982), Penicillium 
simplicium (Sears, 1979) y Coniothyrium diplodiealla (Endo, 1963). Actualmente 
la producción de pectinasas se lleva a cabo utilizando sistemas de fermentación 
sumergida ó semisólida. 

La Tabla 22 nos enlista algunos de los preparados pectinolíticos disponibles 
en el mercado y algunas de sus características importantes para su uso práctico en 
la clarificación de jugos. Algunos estudios indican que la temperatura óptima para 
Pectinol D es de 50 °C (Urtaub, 1978; Grampp, 1982) y también para la Pectinaea 
IEC (Enzimas y Productos Químicos, S.A., 1981). Para otras preparaciones 
comerciales solo se indica la temperatura que debe utilizarse (Kilara, 1982; Bi000n, 
Ltd. B/14-10/79) y solo aquellas denominadas HT (high Temperature) son 
activadas a temperaturas mayores a 50 °C. En otros estudios se cita que la 
temperatura <gama para las endo-PG de una preparación comercial producida por 
Conyothirium dliplodfelle fuá de 45 °C (Endo, 1964b; 1964c). 



Tabla 22. Rendimientos de la clarificación de jugo de manzana por la accion de 
algunas preparaciones de Pectinasas. 

Preparación 
enzimática 

Cantidad 	de 
proteína 

adicionada 

(u9) 

Volumen de 
jugo clarificado 

a las 2 l'i 
(mL) 

Rendimiento 
(b) 

% Del 
máximo 

Clarex 68.0 90 0.90 100 

Littrazym 100 	• 68.2 90 0.90 100 

ilopectinasa 67 6 60 0.60 66.7 

Pectinasa IEC 79.8 52 	' 0.52 57.8 

Klerzyme 74.8 30 0.30 33.3 

Rapidase 60.6 37 0.37 41.1 

Filtrado de Aspergillus sp. 74.4 85 0.85 94.5 

Control sin enzima 0 26 0.26 28.9 

(b) Rendimiento expresado como volumen de jugo clarificado / volumen inicial de jugo. 

Fuente: Sayal, 1985. 

En México se sabe que la demanda de las pectinasas existe ya que algunas 
empresas del sector alimentario las emplea y va en aumento. No se producen en 
México, por lo que su importación en forma de preparados proviene de Japón, 
Estados Unidos de Norteamérica y otros países. Aunque en México si se tienen 
dichos materiales pécticos, no es posible su aplicación en la producción de 
enzimas debido a que estos sustratos (Tabla 14), su producción es muy variable, 
estacional y ademas subutilizados; pero existen otras alternativas como paja de 
trigo, cascarilla de arroz, bagazo de la caña de azúcar, pulpa de henequén y otros 
que están disponibles todo el año, se producen en grandes cantidades y están 
siendo subutilizados (Sayal, 1985). 
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2.7.-JustifIcación. 

• Las pectinasas y en especial las endo-pectinasas son 

biocatalizadores que hoy en día presentan múltiples 

aplicaciones industriales y principalmente en la industria 

alimentaria (procesamiento de frutas y vegetales). Debido 

a que en México aún no se produce algun producto con 

esta actividad enzimática y a que se tiene una 

dependencia importante de concentrados pectinoliticos 

producidos en el extranjero, surge la necesidad de 

estudiar y optimizar la producción de pectinasas a partir 

de subproductos industriales (cáscara de limón) 

considerando además que el mercado de su uso muestra 

una tendencia creciente. 

Un proceso biotecnológico esta formado fundamentalmente 

por dos partes. La primera que concierne a la producción 

del ó los metabolitos de interés (antibióticos, enzimas, 

etc...) y una segunda parte cuya finalidad es la 

separación, extracción y purificación del producto 

deseado. Esta parte puede involucrar más del 50 % de la 

inversión global del proceso, dependiendo de la 

complejidad química á bioquímica del producto, del grado 

de pureza deseado y principalmente del uso que se le va a 

dar; todas estas consideraciones conducen a un 

incremento importante en el precio final del mismo, por lo 

que es fundamental estudiar y conocer las operaciones 

unitarias que se pueden emplear en esta etapa. 
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" Producción y Separación de Pectinasas ". 

2.8.-Objetivo General. 

• Determinar la influencia del pH inicial de 

fermentación sobre la producción de pectinasas. 

• Estudiar algunas operaciones unitarias para la 

separación y concentración de pectinasas. 

-Objetivos Específicos. 

• Evaluar el efecto del pH inicial de fermentación en 

la producción de pectinasas. 

• Analizar el efecto de las operaciones unitarias a 

emplear sobre la separación de sólidos y la 
actividad pectinolítica. 

• Estudiar el efecto del uso de diferentes medios 

filtrantes en la separación de sólidos y en la 
actividad pectinolítica. 

• Observar la influencia del uso de floculantes sobre 

la separación de sólidos y su repercusión sobre la 
actividad pectinolítica. 

• Obtención 	de 	un concentrado 	con 	actividad 

pectinolítica. 



ler. Parte 

Fermentación, 

( MUR II PICTIKTd, 

2da. Parte 

Procesamiento de recuperación 

y concentración de pectinasas. 

4-- 
Analic ~lente 
á forteclin 
( e  hrleclh del 

) 

[Mide 1 

IMMO 

1 

Mitad& 

1 Barrillo de un :letal a 
enetrifugiell - Filtración 

Cuntr(fuge de carta - 

lidie filtrante ) 

ler. Parte 

Separación 

sólido-liquido, 

Carecterizaan &I 
altivo ~a& 

(ársi&d, e:Motel& 
Pect,a 

bicos) 

1 

1 
leflaintaciin & Inane 

S'arel I ClIallitICI411 

& Pect lune 

Caramba& Mide am 

ktivided heti& lib. 

2da, Parte 

Concentración 

4 	 

&triaba 
Falte & cerbeee, 

Ewpareelin 

(hiPeTedy 
reteter le 
a eeels) 

PrWIE0  «Por« 

Cunde de sepa 

1 
Ettalie é 
flearlada 
cnierclehe 

a) (bdietas 

b) Catileks: 

e) lb ilion 

Cardad:el & ewiFe:s 

a) taitrIfie & tab. 
Cimbel a espere* 
& d'idee.) 

b) OrdrIfir & mete. 

Tveluselfn & Media 
f I 'hube : 

el Melle eintitices. 

bl Tele: utilices, 

fax lue lene 

&al leis de resaltada 

2,9,- Diagrama de Flujo del Trabajo Experimental, 

Proceso Biotecnológico, 

X3 



MATERIALES Y METODOS. 

El plan de trabajo se desarrollo en dos fases experimentales La primera 
enfocada a evaluar la influencia del pH inicial de fermentación en la producción de 
enzimas pécticas mediante fermentación en cultivo sumergido empleando un 
fermentador de 14 L. Se cuantificó la actividad pectinolítica (endo y exo), biomasa y 
proteína producida a lo largo de la fermentación. 

La segunda etapa se enfocó a estudiar algunas operaciones unitarias de 
separación y concentración de pectinasas; para lo cual, se realizaron las 
siguientes actividades: 

a) Se determinó la eficiencia de separación de sólidos insolubles del medio 
fermentado de una centrífuga de canasta, manejando diferentes volúmenes de 
alimentación y caracterizando el líquido centrifugado. 

b) Se evaluó la capacidad de separación de sólidos insolubles de diversos medios 
filtrantes (mallas sintéticas de diversos materiales y telas metálicas de acero 
inoxidable de diferentes aberturas), con la finalidad de seleccionar los medios 
filtrantes más eficaces para este propósito considerando además de su capacidad 
de filtración, su costo, maleabilidad, mantenimiento y disponibilidad en el mercado. 
También se probó su funcionalidad en una centrífuga de canasta, 

c) Se estudió la capacidad de separar sólidos por medio de la floculación de éstos, 
utilizando diferentes tipos de floculantes comerciales (aniónicos, catiónicos y no 
jónicos) y además se observó su repercusión sobre la actividad pectinolítica. La 
selección del mejor floculante en esta etapa fue tomando como base la 
concentración necesaria para lograr la mayor precipitación de sólidos (eficiencia 
de separación de sólidos), su influencia sobre la actividad pectinolítica del cultivo, 
su disponibilidad y precio. Finalmente el mejor floculante seleccionado se utilizó en 
combinación con otras operaciones unitarias de separación y concentración, 
durante el proceso de recuperación de pectinasas. 

d) Se realizaron varias secuencias de recuperación y concentración de pectinasas, 
empleando diferentes equipos : centrífuga de canasta, centrífuga de discos, 
evaporador rotatorio y secador; se midió la eficiencia de separación de sólidos y su 
influencia en la actividad pectinolítica de cada etapa. 



3.1.- ReactIvos : 

3.1.1.- Analíticos. 

Acido 3,5 dinitrosalicilico, agar papa dextrosa se obtuvieron de Merck de 
México. Pectina cítrica (grado de esterificación 49 %), albúmina sérica bovina, 
Tween 80 y reactivo de Fenol Folin-Ciocalteu se consiguieron de Sigma Chemical 
Co (U.S.A y México S.A). Acido sulfúrico, ácido clorhídrico, cloruro de sodio, 
carbonato de sodio, fenol, hidróxido de sodio, glucosa, metabisulfito de sodio, 
tártrato doble de sodio y potasio, de J.T. Baker de México, S.A. 

3.1.2.- Industriales. 

Fosfato monobásico de potasio, fosfato dibásico de potasio y sulfato de 
amonio se adquirieron en la Droguería Cosmopolita, México S.A. La cáscara de 
limón se obtuvo como subproducto de la industrialización del limón, de una Planta 
situada en Tecomán, Colima y el cual se seco a la intemperie y fue triturado antes 
de emplearse. 

3.2.- Medios Filtrantes. 

Las telas metálicas de acero inoxidable de calibre 10 x 10 (abertura = 1.91 
mm), 16 x 16 (1.13 mm), 20 x 20 (0.864 mm) y los tamices de No. 30 (0.59 mm), No. 
40 (0.42 mm), No. 80 (0.177 mm) y No. 150 ( 0.105 mm), fueron obtenidos de la 
compañia Telas Metálicas de Inoxidables y Nylon (Av. año de Juarez # 198, 
Granjas de San Antonio, México D.F.). 

Las mallas sintéticas de Nylon (615 p), Poliéster (150 p) y Poiiproppileno (300 
µ y 800 1.1), se adquirieron de Telas Metálicas Industriales (Area de sintéticos, 
Naucalpan, Edo. de México). 

3.3.- Floculantes. 

Se obtuvieron los floculantes de dos empresas : De Mazer de México : Los 
floculantes, MAFLOC-781, MAFLOC-837, MAFLOC-861, MAZTREAT-SDC, 
MAZTREAT-SDC-C. Estos floculantes son de naturaleza catiónica. De Proveedores 
Técnicos Calgon CAT FLOC (catiónico), CAT FLOC K-5 (catiónico), COAG-235 
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(catiónico), H 1DRAID-777 (catiónico), HYDRAID-5515 (catiónico), L690-EZ 
(aniónico), POLEZ-652 (no jónico), WT-2640 (catiónico). 

3.4.- Fermentación. 

3.4.1.- Microorganismo 

Se utilizó una cepa de Aspergillus sp. 	 aislada y seleccionada de 
muestras de suelo de una zona henequenera del Estado de Yucatán, por su 
capacidad de producir enzimas pécticas extracelulares a 37 °C ( Aguilar y Huitron, 
1986, 1987, 1990; Sayal, 1985). 

3.4.2.- Composición del Medio de Cultivo. 

Medio de Producción de Pectinasas. 
A nivel Matraz Fernback (3 L) y Fermentador de 14 L, el medio usado para 
la producción de enzimas pectinollticas fué compuesto por las siguientes 
especies químicas : 

Reactivo Concentración ( % ) 

Cáscara de limón 3 

Fosfato de Potasio fAonobásioo 
(K2HPO4) 

0.05 

Fosfato de Poto* Dibitsico 
(KH2PO4) 

0.05 

l'Hato de Amonio 
(N114)2304 

0.4 

El pH se ajusto al deseado con ácido sulfúrico y posteriormente los matraces 
y fermentadores se esterilizaron a 121 °C durante 30 min. 
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3.4.3.- Preparación del Inóculo. 

La cepa fue crecida en matraces Erlenmeyer con medio de agar papa 
dextrosa (PDA), incubándose a 37 °C durante 72 h. Posteriormente se realizó la 
cosecha de esporas; para lo cual, se utilizó agua destilada estéril y con una asa de 
siembra se raspo suavemente, hasta tener una densidad óptica de 5.0 a X = 540 

nm. 

3.4.4.- Producción de Pectinasas en Matraz Fernback (3 L). 

Matraces Fernback (3 L) con 1L del medio de producción de pectinasas (ya 
mencionado), fueron inoculados con 20 mL de la suspensión de esporas y fueron 
incubados a 37 °C en un agitador rotatorio (New Brunswick Scientific Co.) a 200 
r.p.m. Durante el transcurso de la fermentación se tomaron muestras de aprox. 20 
mL, las cuales se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. Al sobrenadante 
se le determinó actividad pectinolítica (endo y exo) y proteína extracelular. 

3.4.5.- influencia del pH Inicial sobre la Producción de Pectinasas en 
Fermentador (14 L). 

Se utilizaron tres fermentadores de vidrio de 14 L (Labroferm, New 
Brunswick Scierittfic Co.). Se trabajó con un volumen total en cada fermentador de 
10 L del medio de producción de pectinasas. Para lo cual, se colocaron las sales 
inorgánicas y la fuente de nitrógeno (referidas a 10 L) en 2 L de agua de la llave. 
Por otra parte la cáscara de limón (referida a 10 L) se colocó en 9 L de agua de la 
llave. Con el fin de saber el efecto del pH inicial sobre la producción de las 
enzimas mencionadas; posteriormente se ajustó el pH con ácido sulfúrico de tal 
manera que después de llevar a cabo la esterilización a 121 °C por 30 min, se 
obtuviera el pH inicial a probar (2.0, 2.5, 2.8, 3.0, 3.2 y 3.5). Una vez mezcladas 
ambas partes en el fermentada', se inoculó cada fermentador, con 1L de inoculo 
de 24 h. Este último se preparó de la misma forma que la producción de pectinasas 
en matraz Fernback (3 L), únicamente con 24 h de fermentación. Las 
fermentaciones se llevaron a cabo a 37 °C, con agitación de 200 rpm y suministro 
de aire de 10 L/min a una presión de 1.05 kg/cm2. Durante la fermentación se 
tomaron muestras de aprox. 100 mL en forma aséptica, de las cuales se tomó 20 
mL y se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. En el sobrenadante se 



determinó la proteína extracelular y actividad pectinolítica (endo y exo). Al volúmen 
sobrante de cada muestra se le determinó su densidad aparente y su contenido de 
sólidos totales. 

3.5.- Determinación de la actividad pectinolltica. 

Las determinaciones fueron realizadas a los filtrados libres de células, 
obtenidos de centrifugar las muestras a 3500 rpm por 15 min. 

3.5.1.- Actividad pectinolitica por grupos reductores(Exo-Pectinolltica). 

Consiste en cuantificar el incremento de grupos reductores solubles 
fotométricamente producidos por la acción de las pectinasas sobre la pectina, por 
el método del ácido 3,5 dinitrosalisilico (DNS) (Miller, 1956). El sistema de reacción 
contiene : 1.mL de solución de pectina al 0.9 %, 0.7 mL de buffer de acetatos 0.17 
M, pH 5.0. Los tubos de ensayo con la solución fueron preincubados, en baño 
María, a 45 °C por 5 min. Después se adicionaron 0.3 mL del filtrado 
correspondiente, exceptuando los blancos y se incubaron a 45 °C durante una 
hora. La reacción se detuvo por adición de 3.0 mL de reactivo de DNS, se mantuvo 
a ebullición durante 5 min, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se adicionó 
agua destilada hasta completar 20 mL. Antes de leer densidad óptica (0.0) a X= 

550 nm, las muestras fueron centrifugadas a 3500 r.p.m. por 15 min. Se leyó la 0.0 
en un espectrofotómetro Baush & Lomb. La concentración de grupos reductores se 
calculó a partir de una curva estandar de ácido galacturónico. La actividad se 
expresó como mg de azúcares reductores por mL de filtrado. 

3.5.2.- Actividad pectinolltica por viscosimetria (Endo-Pectinoittica). 

La actividad se determinó cuantificando la reducción de la viscosidad de una 
solución de pectina, ocacionado por la acción de las pectinasas sobre los enlaces 
glicosfdicos a- (1 - 4) del polímero. En este método se empleo un viscosímetro tipo 
Cannon-Fenske tamaño 200, sumergido en un baño de agua con circulación 
continua y a una temperatura constante de 30 °C. El sistema de reacción esta 
formado por 10 mL de pectina al 1.0 % en amortiguador de acetatos 0.016 N, con 
NaCI al 0.34 % ajustado a pH = 4.2; esta mezcla de reacción se incubó 10 min a 30 
°C. Al tiempo cero se adicionaron 0.5 mL del filtrado libre de células, se agitó 



rápidamente e inmediatamente se adicionó por el tubo ancho al viscosímetro y se 
aplicó succión por el tubo angosto hasta que la solución quedó por encima de la 
linea superior marcada en el viscosímetro. Se midió el tiempo de eflujo de la 
solución al bajar por las lineas superior e inferior. Esta operación se repitió 4 veces 
durante 10 min de tiempo total de reacción. El blanco del sustrato y del agua se 
prepararon adicionando a un tubo 10 mL de la solución de pectina más 0.5 mL de 
agua destilada respectivamente y se realizó la operación anteriormente descrita 
obteniendo el tiempo de eflujo promedio. Para calcular el cambio en fluidez relativa 
de cada muestra, se calcularon en principio los valores de fluidez relativa y de 

• tiempo de reacción a partir de las siguientes ecuaciones : 

F r  = (T s 	Tw) (T t — w) 

Tn  = (Tt / 120) + T r  

Donde : 

F r  = Fluidez relativa para cada tiempo de reacción. 

T s  = Tiempo de eflujo promedio del blanco de sustrato, en segundos. 

Tw  = Tiempo de elijo promedio del blanco de agua, en segundos. 

T t = Tiempo de eflujo de la mezcla de reacción, en segundos. 

T r  = Tiempo de reacción desde la adición de la enzima al sustrato hasta cada 

inicio de la medición del tiempo de eflujo , en minutos. 

Tn  = Tiempo de reacción más la mitad del tiempo de eflujo, en minutos. 

Para calcular el valor de la actividad pectinolítica, se grafican los valores de 
la fluidez relativa en las ordenadas y de los tiempos de reacción en las abcisas, la 
pendiente de la linea recta obtenida corresponde al cambio de la fluidez relativa 
por minuto. 
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3.6.- Determinación de proteína extracelular. 

Esta determinación se realizó en el filtrado libre de células, una vez 

dializado en membranas de celulosa con un corte de 12,000 daltons contra agua a 
4 °C, durante 48 h y con agitación. Se determinó la proteína en alicuotas de 0.5 mL 

y llevando a volumen de 1 mL con agua destilada, por una modificación del 
método de Lowry (Lowry. 1956). 

3.7.- Procesos de recuperación y concentración de pectinasas. 

3.7.1.- Separación de sólidos insolubles del medio fermentado 

utilizando una centrífuga de laboratorio Wifug. 

Este trabajo se realizó con el fin de tener un control de separación de sólidos 

insolubles del medio fermentado y además nos permitiera evaluar que tan eficiente 

para este propósito era cada una de las operaciones unitarias utilizadas en la 
recuperación de pectinasas. Para esta prueba se empleo una centrífuga de 
laboratorio de la marca Wifug con las siguientes condiciones de operación : 5000 

r.p.m. durante 15 minutos. Se colocaron 10 mL del medio fermentado en un tubo 
para este tipo de centrífuga (puesto previamente a peso constante en una estufa 
felisa a una temperatura de 80 °C). Se colocaron seis tubos con el medio en la 

centrífuga, de tal manera que el sistema estuviera equilibrado en peso y 'se 
centrifugaron bel) las condiciones descritas. Una vez transcurrido el tiempo de 
operación se separó el sobrenadante del tubo, por decantación. El tubo con los 

sólidos sedimentados se pesaron y por diferencia de peso (peso del tubo a peso 
constante — peso del tubo más sólidos sedimentados) se calcularon los sólidos 

separados ó sedimentados en base húmeda. Se tomó una muestra de éstos 
sólidos y se determinaron los sólidos separados en base seca. Se obtuvo un 

promedio de las seis determinaciones realizadas tanto en base húmeda como en 
base seca. Estos resultados se relacionaron con el total de sólidos presentes en el 
medio fermentado (determinadas por densitometría y en base seca) para 
cuantificar la eficiencia de separación de esta técnica. Este valor determinado de 
eficiencia fue considerado como nuestro 100 % de eficiencia de separación de 
sólidos al tomarse como control, para las etapas de recuperación de pectinasas 

que se probaron. Finalmente se empleó una muestra del sobrenadante separado 
para medir los sólidos residuales y la actividad pectinoliítica (endo y exo). 



3.7.2.- Separación de sólidos insolubles del medio fermentado 
utilizando una centrifuga de canasta. 

Para este estudió se utilizó una centrífuga provista de una canasta de lona 
como medio filtrante (con diámetro de poro variable). Se manejaron diferentes 
volúmenes de alimentación (3, 5, 10, 15, 20 y 30 litros) del medio fermentado a la 
centrífuga de canasta, con la finalidad de determinar la capacidad de eliminación 
de sólidos insolubles de esta operación y su influencia sobre la actividad 
pectinontica; para lo cual se caracterizó, tanto el caldo clarificado (medición de 
sólidos residuales y actividad pectinolítica) como los sólidos separados en la 
canasta (cuantificación de sólidos separados en base húmeda y base seca). 

Centrífuga de canasta. 

Marca y modelo : Centrífuga extractora 305 SKI, Mexicana de maquinaría S.A de 
C.V. 

Condiciones de operación.  

Medio filtrante de la canasta : Lona 
Velocidad de operación : 2100 r.p.m.. 
Volumen de alimentación : especificado en cada proceso. 
Flujo de alimentación : especificado en cada proceso. 
Temperatura de trabajo : Temperatura ambiente (. 28 °C) 

3.7.3.- Evaluación de la capacidad de separación de sólidos 
insolubles de diversos medios filtrantes. 

Los medios filtrantes utilizados fueron : mallas sintéticas (nylon 615 µ, 
poliéster 150 polipropileno 300 ji y 800 µ) y telas metálicas (No : 30, 40, 80 y 

150). Estas se probaron para determinar el comportamiento en la filtración de un 
medio fermentado con actividad pectinolítica y así poder seleccionar aquellos 
materiales más eficientes en la separación de sólidos insolubles. Posteriormente 
éstos materiales seleccionados se probaron en la centrífuga de canasta para tratar 
de aumentar el rendimiento de separación de sólidos del cultivo fermentado. Para 
éste propósito se implementó un sistema de filtración que consistió de un matraz 
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kitasato (6 L) conectado al vacío (Presión de vacío . 100 mm Hg) y al cual se le 
colocó un filtro Buchner provisto del medio filtrante de interés (circulo del medio 

filtrante con diámetro de 11.3 cm y area de 1m2). Al iniciar la filtración se abrió el 
sistema de vacío, se homogeneizó perfectamente el volumen de alimentación del 

extracto crudo y se fue adicionando lentamente através del embudo. Los sólidos 

eliminados se separaron del medio filtrante y se cuantificarón en base húmeda y 
seca. Posteriormente el liquido clarificado (filtrado) se caracterizó, determinando 

sólidos residuales, actividad pectinolítica (endo y exo) y proteína total. Cada corrida 

se repitió por triplicado para tomar un promedio de las mismas. Para la selección 

del medio filtrante se tomó en cuenta la capacidad de filtración, la calidad del 

clarificado, el costo del medio, mantenimiento, maleabilidad y su disponibilidad en 

el mercado. 

3.7.4- Estudio de la funcionalidad de algunos medios filtrantes en 

unacentrifuga de canasta. 

La centrífuga de canasta una vez caracterizada, se determinó principalmente 
el volumen de alimentación óptimo (20 L) para lograr una eficiente separación de 

sólidos en un tiempo de proceso razonable. Se estudiaron varios materiales 
filtrantes de los cuales, se seleccionaron balo los criterios ya mencionados : 
poliéster 150 ji y 300 ja y mallas metálicas del No 16 y 20. Considerando éstos 

resultados obtenidos experimentalmente, se procedió a implementar un sistema de 
centrifugación-filtración que nos permitiera aumentar la eficiencia de separación de 

sólidos insolubles del cultivo crudo en las primeras etapas de recuperación de 
pectinasas. Este tipo de centrífuga esta provista de una " bolsa " ó canasta 

normalmente de un tejido de lona (diámetro de poro variable). Para esta etapa 
experimental se elaboraron canastas de los dos materiales seleccionados)/ se 
analizó su comportamiento en la centrífuga de canasta. Se estudiaron de manera 
individual, alimentando un volumen constante de 20 L del cultivo fermentado. Se 
determinaron los sólidos separados en base húmeda y base seca y se 

relacionaron con los resultados correspondientes obtenidos del control (centrífuga 
de laboratorio Wifug, 5000 r.p.m., t = 15 min.) para calcular la eficiencia de 

separación de sólidos. Al filtrado se le determinó sólidos residuales y actividad 

pectinolítica (endo y exo). Por último se seleccionó el sistema centrifugación•medio 

filtrante más eficiente en la separación de sólidos para utilizarse posteriormente 

junto con otras operaciones unitarias para el procesamiento y recuperación de 
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pectinasas, con el objeto de obtener un concentrado final con dicha actividad. 

3.7.5.- Determinación de la capacidad de separar sólidos por medio 
de la floculación de *atoe, utilizando diferentes tipos de floculantea 
comerciales (aniónicos, canónicos y no fónicos). 

Para efectuar las pruebas se uso un vaso de precipitado de 200 mL, en el 
cual se tomó una muestra del medio fermentado (100 mL). Se fijó un sistema de 

agitación magnética a baja velocidad que permitiera solo una homogeneidad en el 
ensayo. Después se adicionó lentamente a los vasos 0, 5, 10, 15, 20 y 100 ppm del 

floculante a probar, se dejo actuar éste por 10 minutos; una vez transcurrido éste 

tiempo, se apaga el agitador, se deja tres minutos más en reposo la solución y se 
mide el volumen sedimentado, el cual corresponde a los flóculos insolubles 

formados por el agente. En seguida se mide el volumen de compactación, para lo 
cual, se manejan 10 mL en un tubo de centrifuga de la suspensión a la cual se le 
determinó el volumen sedimentado y se centrífuga a 5000 r.p.m. por 5 min. El 

volumen de compactación corresponde a los sólidos insolubles precipitados en el 
tubo y se reportan una vez medidos por diferencia de peso y restado el valor de 

sólidos precipitados por la operación de centrifugación sola (muestra sin 
floculante) como sólidos separados en base húmeda. Posteriormente se emplea 
una muestra de éstos sólidos para cuantificar los sólidos separados en base seca, 

simplemente secando dicha muestra en un estufa felisa a una temperatura de 80 
°C. Una alicuota del sobrenadante separado fue ocupada para determinación de 

sólidos residuales bajos las mismas condiciones de secado que en el caso 
anterior. Con lo que respecta a la influencia de éstos agentes sobre la actividad 
pectinolítica se determinó dicha actividad antes y después de aplicar el floculante y 
observando y midiendo las variaciones presentes. Por último se seleccionó el 
mejor floculante en base a su eficiencia de separación ó floculación de sólidos, su 

repercusión sobre la actividad de interés, precio y disponibilidad del mismo; con el 
objetivo de aplicarse en una secuencia de etapas de recuperación de pectinasas 
de un cultivo fermentado. 
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3.7.6.- implementación de una metodología de recuperación y 
concentración de pectinasas de un extracto crudo. 

Se realizaron varios procesos de separación y concentración de los 
biocatalizadores de interés, en donde se utilizaron diferentes operaciones unitarias 
que involucraron equipos disponibles en la planta con la finalidad de obtener un 
producto concentrado con actividad pectinolítica. El diseño de los procesos de los 
procesos de obtención de tales enzimas fue realizado considerando los resultados 
de las técnicas de recuperación caracterizadas previamente. Se llevó acabo un 
seguimiento de eliminación de sólidos, sólidos residuales, actividad pectinolítica 
(endo y exo) y proteína total entre etapa y etapa de recuperación con el objeto de ir 
evaluando la eficiencia de recuperación y concentración de pectinasas en cada 
una de las etapas y al final del proceso poder obtener un rendimiento del producto 
de interés; lo cual nos permitió evaluar de manera importante la funcionalidad y 
calidad de cada uno de los procesos realizados. 

Las condiciones manejadas en cada uno de los equipos empleados se 
mantuvieron constantes en todos los procesos probados y estas fueron las 
siguientes : 

Centrífuga de canasta. 

Marca y modelo : Centrífuga extractora 305 SPQ, Mexicana de maquinaría S.A de 
C.V. 

Condiciones de operación.  

Medio filtrante de la canasta : Poliéster 150 N. 
Velocidad de operación : 2100 r.p.m. 
Volumen de alimentación : especificado en cada proceso. 
Rujo de alimentación : especificado en cada proceso. 
Temperatura de trabajo : Temperatura ambiente 28 °C) 
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Centrífuga de discos. 

Marca y modelo : Westfalia separator SAOH 205 , AG. Oelde / Alemania. 

Condiciones de operación.  

Velocidad de operación : 4200 r.p.m. 
Volumen de alimentación : especificado en cada proceso. 
Flujo de alimentación : especificado en cada proceso. 
Temperatura de trabajo : Temperatura ambiente (- 28 °C) 

Evaporador rotatorio al vacío. 

Marca y modelo CENTRI-THERM CT-113-2, Alfa laval, Sweden. 

Condiciones de operación.  

Temperatura de entrada del vapor al evaporador : 120 °C 
Temperatura de salida del vapor del evaporador : 30 °C 

Temperatura de evaporación del extracto crudo clarificado 
dentro del evaporada : 30 °C 
Temperatura en la salida del evaporador : 34 °C 

(Temperatura de salida del extracto crudo clarificado del evaporador) 
Presión de evaporación : 60 cm Hg. 

Secador. 

Modelo y marca : PRODUCTION MINOR de NIRO ATOMIZER 

Congiciones de operación.  

Temperatura de alimentación al secador : 130 °C 
Temperatura de salida del secador : 85 °C 

Gasto de aire de secado : 380 Kg/h 
Velocidad del disco atomizador : 15 000 r.p m. 



Se estudiaron y analizaron cinco procesos de recuperación de pectinasas 
empleando las siguientes secuencias de operaciones unitarias : 

1er. Proceso : 
a) Centrifugación : Centrífuga de canasta. 
b) Secado : Atomizador. 

2do. Proceso : 
a) Centrifugación : Centrífuga de canasta. 
b) Evaporación : Evaporador rotatorio a vacío. 
c) Secado : Atomizador. 

3er. Proceso : 
a) Centrifugación : Centrífuga de canasta. 
b) Centrifugación : Centrífuga de discos. 
c) Secado : Atomizador. 

4to. Proceso : 
a) Centrifugación : Centrífuga de canasta. 
b) Centrifugación : Centrífuga de discos. 
c) Evaporación : Evaporador rotatorio a vacío. 
d) Secado : Atomizador. 

Sto. Proceso. 
a) Centrifugación : Centrífuga de canasta. 
b) Floculación : Floculante catiónico Mafioc-861. 
c) Centrifugación : Centrífuga de discos. 
d) Secado : Atomizador. 

3.7.7.- Evaluación de la eficiencia de separación y concentración de 
sólidos de las operaciones unitarias empleadas (centrifugación, 
filtración y floculación) 

3.7.7.1.- Caracterización del medio fermentado, del cultivo clarificado 
y de los sólidos separados de cada etapa. 

3.7.7.1.1.- Determinación de la densidad aparente del extracto crudo. 

Esta medición se realizó por un método volumétrico-gravimétrico al medio 
de cultivo, una vez terminado el tiempo de fermentación (120 h). Para lo cual se 



tomó por triplicado una muestra de 20 mL de líquido filtrado en una probeta 

graduada, esta probeta se peso seca sin muestra y después con muestra la 

diferencia de pesos fue dividida entre el volumen de la muestra para encontrar su 

relación masallolumen y considerando la temperatura del ensayo (T ambiente) 

3.7.7.1.2.- Cuantificación de sólidos totales del extracto crudo. 

Se obtuvo de la siguiente manera : se tomaron tres muestras de 10 mL de 

volumen del medio fermentado, estos se colocaron en cajas petri de vidrio 

(previamente puestas a peso constante), se pesaron y posteriormente se secaron 

en una estufa Felisa a 80 °C, hasta registro de peso constante en balanza analítica. 

Para los cálculos se consideró la diferencia de pesos en un inicio y al final del 

secado y el volumen empleado de la muestra. 

3.7.7.1.3.- Medición de sólidos separados en base húmeda del medio 

fermentado. 

Se midieron, separando los sólidos retenidos en el medio filtrante después 

de llevar a cabo la centrifugación ó filtración según el caso y se pesaron en una 

balanza granataría. 

3.7.7.1.4.- Cuantificación de sólidos separados en base seca del 

medio fermentado. 

Una vez cuantificados los sólidos separados en base húmeda; se tomaron 

tres muestras de 10 g de estos sólidos y se llevaron a sequedad en una estufa 

Felisa a 80 °C, hasta obtener el peso constante de las muestras. Se cálculo el 
promedio de sólidos en base seca, considerando los valores obtenidos de las tres 
muestras por diferencia de peso. 

3.7.7.1.5.- Determinación de sólidos residuales. 

Se tomaron tres muestras de 10 mL de volumen de filtrado ó centrifugado, 

estos se colocaron en cajas petri de vidrio (previamente puestas a peso constante). 
se pesaron y posteriormente se secaron en una estufa Felisa a 80 °C, hasta 

registro de peso constante en balanza analítica. Para los cálculos se consideró la 
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diferencia de pesos en un inicio y al final del secado y el volumen empleado de 
filtrado ó centrifugado según el caso. 

3.7.7.1.6.- Medición de la acción de tioculantes sobre la separación 
de sólidos del medio.  fermentado. 

Para efectuar las pruebas se usaron vasos de precipitado (200 mL), en los 
cuales se tomaron muestras del medio fermentado (100 mL). Se fijó un sistema de 
agitación magnética a baja velocidad que permitiera una homogeneidad en el 
ensayo. Después se adicionó lentamente a los vasos 0, 5, 10, 15, 20 y 100 ppm del 
floculante y se deja actuar este por 10 min. Una vez transcurrido este tiempo de 
acción del floculante se apaga el agitador y se mide el volumen sedimentado, el 
cual corresponde a los flóculos insolubles formados por el agente. Finalmente se 
mide el volumen de compactación, para lo cual, se toman 10 mL en un tubo de 
centrífuga, de la suspensión a la cual se le midió el volumen sedimentado y se 
centrifuga a 5000 r.p.m. por 5 min. El volumen de compactación corresponde a los 
sólidos insolubles precipitados en el tubo. 

3.7.7.1.7- Determinación de humedad al concentrado sólido con 
actividad pectinolitica obtenido. 

Se peso 2 g de los sólidos con actividad pectinolítica obtenidos del secado 
por atomización, en una caja petri de vidrio previamente puesta a peso constante. 
Se seco la muestra en una estufa Felisa a 80 °C, hasta el registro de peso 
constante. Finalmente se calculo el contenido de húmeda por diferencia en el peso 
de la muestra y se reporto en %. Este ensayo se realizó por triplicado para cada 
muestra encontrando un valor promedio de la humedad determinada. 

A - B x100 

A = Peso de la caja petri más la muestra. 
B = Peso de la caja petri más la muestra después de secar a la estufa. 



IV.- RESULTADOS Y DISCUSION. 

Los resultados obtenidos se presentan en tres etapas. La primera enfocada 
a la producción de pectinasas; en donde se evaluó la influencia del pH inicial de 
fermentación sobre la producción de pectinasas, proteína y crecimiento (biomasa) 
por fermentación sumergida. Estos ensayos se realizaron con el fin de encontrar el 
pH inicial, que nos permitiera obtener, la mayor cantidad de enzimas pécticas 
indispensables para realizar los estudios posteriores de recuperación y 
concentración. 

El proceso de caracterización del extracto crudo se describe en la segunda 
etapa e involucra la determinación de sólidos totales, actividad pectinolítica (endo y 
exo) y proteína total. Esta etapa también incluye el estudio y evaluación de la 
capacidad de separación de sólidos insolubles de una centrífuga de canasta, de 
diversos medios filtrantes y floculantes comerciales; observando además su 
influencia en la actividad pectinolítica presente en el caldo fermentado. Esta fase 
es de suma importancia pues nos permitió seleccionar flujos de alimentación 
adecuados (en el caso de la centrífuga de canasta), los medios filtrantes y 
floculantes más eficientes para el propósito estudiado. Por último, la tercera parte 
concernió a la aplicación del medio filtrante y del floculante de mayor eficiencia de 
separación de sólidos, a un proceso global de recuperación enzimática, utilizando 
además otras operaciones unitarias, tales como : centrifugación, evaporación y 
secado. Se implementaron diversas metodoiogías de recuperación y 
concentración de pectinasas, hasta la obtención de un concentrado sólido con la 
actividad pectinolítica. Se analizó el efecto de cada una de las etapas, en la 
separación de sólidos, recuperación de actividad pectinolítica y en la 
concentración de proteína total. Finalmente se seleccionó la metodología más 
eficiente para la obtención enzimas pécticas, considerando los parámetros 
mencionados. 

4.1.- Influencia dei pH Inicial de fermentación sobre la producción de 
pectina.** por AspergIllus sp. 

Con el fin de estudiar el efecto del pH sobre la producción de dichas 
enzimas por Aspergillus sp. se llevaron a cabo una serie de fermentaciones, 
ajustadas a diferentes pH 's iniciales (2.0 a 3.5), en fermentadores de 14 litros. Los 
resultados de los parámetros determinados : actividad pectinolítica, biomasa y 

99 



proteína total, se muestran en las figuras 4.1 y 4.2. En la gráfica de influencia del 
pH inicial sobre la producción de pectinasas (Figura 4.1), se observa que con un 
pH inicial de 2.8. la actividad determinada por viscosimetría durante las primeras 
72 horas fue muy cercana a la que se obtuvo a pH 's iniciales de 2.5, 3.0 y 3.2, 
mientras que a valores de pH muy lejanos de 2.8 (2.0 y 3.5), se obtuvo una baja 
producción de actividad endopectinolítica. Después de este tiempo se observó que 
la actividad, en la fermentación con pH inicial de 2.8, se siguió produciendo 
rápidamente y de manera importante hasta alcanzar su valor máximo (80 U / mg 
Pr- /minó 72 U / mL) a las 120 horas, lo cual corresponde aun 19 % y 66 % más, 
de la actividad obtenida con pH's iniciales de 2.5 y 3.5 respectivamente. Al final de 
la fermentación (144 horas) se registró en todos los casos, una ligera disminución 
en la producción de actividad, debido probablemente a degradación proteolítica de 
endo-pectinasas. Se logro incrementar en 12 veces más la actividad endo-
pectinolítica producida por Aspergillus sp en fermentación sumergida (6 U / mL) 
utilizando como fuente de carbono pulpa de henequén (Sayal, 1985). Esta mejoría 
importante en la producción de pectinasas además de deberse a las condiciones 
óptimas encontradas de pH; el efecto inductor de la naturaleza quimica de la 
pectina y su disponibilidad presente en el sustrato (cáscara de limón) es reportado 
que puede influir de manera significativa en tal suceso (Solis, 1988). 

En la curva de crecimiento y producción de pectinasas por Aspergillus sp 
utilizando un pH inicial = 2.8 (Figura 4.2), no se observó un fase de adaptación 
(latencia), lo que indica que el microorganismo se adaptó rápidamente a las 
condiciones del medio. El microorganismo creció rápidamente alcanzado la 
máxima producción de biomasa (25 g/L) a las 120 horas, para posteriormente 
declinar (23 g/L) al final de la fermentación (144 horas). 

La producción de actividad endo-pectinolítica y proteína extracelutar, fue 
asociada al crecimiento y presentado un comportamiento cinético similar a este. La 
producción de pectinasas podría pensarse que debería estar asociada al 
crecimiento asumiendo de que necesita estas enzimas para hidrolizar el sustrato 
(cáscara de limón) y obtener su fuente de carbono. En las primeras 48 horas de 
fermentación prácticamente no se observa una producción de pectinasas, pero sin 
embargo, se detectó un crecimiento significativo, esto podría deberse a la 
presencia de oligosacáridos de bajo peso molecular, presentes en el medio 
(provenientes del sustrato y también por hidrólisis del mismo durante el proceso de 
esterilización) suficientes para satisfacer sus necesidades de crecimiento durante 
este período: pero cuando la concentración de éstos se ve limitada, el 
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microorganismo se ve obligado a producir enzimas pécticas capaces de hidrolizar 
el sustrato. Es por eso que se observó una aparición importante de actividad 
pectinolítica a las 72 horas de fermentación y esta se incremento notablemente en 
el transcurso de la fermentación. La mayor actividad específica (80 U / mg Pr- / min) 
se presenta a las 120 horas de fermentación y posteriormente se ve un decremento 
en las curvas de actividad, biomasa y proteína, probablemente debido a una 
actividad proteolítica generalizada. 

Los resultados obtenidos muestran un efecto importante del pH sobre la 
producción de endo-pactinasas por Aspergillus sp y se encontro que los mejores 
rendimientos se obtienen a un pH=2.8. Estos datos concuerdan con las 
observaciones realizadas por algunos autores (Sayal, 1985; Tuttobello, 1961) 
quienes encontraron una mayor producción de estas enzimas a valores bajos de 
pH. 

Para los estudios posteriores de recuperación y concentración enzimática, 
se detuvo la fermentación a las 120 horas, tiempo en donde se encontró la mayor 
producción de actividad endo-pectinolítica. 
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Influencia del pH inicial sobre la producción de 
pectinasas por Aspergillus sp. 

Fig. 4.1. Efecto del pH inicial sobre la producción de pectinasas por 

Aspergillus sp. en fermentadores de 14 litros . 

Medio : cáscara de limón 3 %, sulfato de amonio 0.4 %, fosfato de potasio 

monobásico y dibásico al 0.05 % y agua de la llave. 

Condiciones : 

El pH inicial se ajusto con ácido sulfúrico a 2.0, 2.5, 2.8, 3.0, 3.2 y 3.5. 

Temperatura : 37 °C. Agitación : 200 r.p.m. 
Aeración : 10 litros de aire x min-1. 

La actividad específica reportada se define como el cambio de fluidez 

originado por mg de proteína por minuto. 
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Fig. 4.2. Producción de pectinasas por Aspergillus sp. en fermentadores 

de 14 litros . 

Medio : cáscara de limón 3 %, sulfato de amonio 0.4 %, fosfato de potasio 

monobásico y dibásico al 0.05 % y agua de la llave. 
Condiciones : 
El pH inicial se ajusto con ácido sulfúrico a 2.8. 
Temperatura : 37 °C. Agitación : 200 r.p.m. 
Aeración : 10 litros de aire x min-1  
La actividad especifica reportada se define como el cambio de fluidez 
originado por mg de proteína por minuto. 
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4.2.- Procesos de recuperación y concentración de pectinasas. 

El obietivo principal en la primera etapa de recuperación de enzimas 
extracelulares es la eliminación de las partículas sólidas en suspensión, células 
microbianas y micelio, mediante alguna técnica de separación sólido-líquido como 

centrifugación, filtración ó floculación. Estas operaciones unitarias se analizaron 
de manera individual , alternada y secuencial con la finalidad de encontrar un 
proceso convencional de separación de pectinasas que nos permitiera obtener un 
concentrado con la actividad enzimática de interés. 

4.2.1.- Caracterización del extracto crudo. 

A la suspensión obtenida al final de la fermentación (120 h) ó extracto 
crudo se le determinó su densidad aparente y su contenido de sólidos totales. Los 
promedios de los resultados, son los siguientes : 

Densidad aparente (extracto crudo) 25°c = 1.2513 — 1,0160 g/mL. 

Sólidos Totales (base seca) : 0.1247 — 0.1013 g/mL 

Se cuantificó además, la actividad endo y exo-pectinolítica (con especial 
interés en la act endo-pectinolítica por su importancia comercial) y la proteína total 
del medio fermentado (especificadas en cada caso), con la finalidad de tener estos 
parámetros iniciales de referencia e ir evaluando la eficiencia de separación de 
sólidos y concentración de pectinasas de cada una de las operaciones unitarias 
probadas, 

4.2.2.- Separación de sólidos Insolubles del medio fermentado 
(extracto crudo) utilizando una centrifuga de laboratorio Wlfug. 

Una vez caracterizado el extracto crudo, se procedió a determinar la 
capacidad de remoción de sólidos de la centrífuga mencionada (5000 r.p.m., 15 
min.). Con el fin de ser nuestro control y marco de referencia en la separación de 
sólidos insolubles de las técnicas de remoción de sólidos estudiadas. 



Los resultados son presentados en la Tabla 4.1, y podemos observar que 
este equipo puede eliminar un 37 % del total de sólidos insolubles (base seca) 
presentes en el medio fermentado, sin modificar la actividad pectinolítica presente. 
Estos datos mostrados fueron tomados como parámetros de control, para evaluar 
la eficiencia de separación de sólidos insolubles de cada una de las técnicas de 
recuperación estudiadas. 

Tabla 4.1. Remoción de sólidos insolubles de una Centrífuga de laboratorio 
Wifug. 

Sólidos Separados Sólidos Separados Sólidos Residuales Eficiencia 
base 	base 	base 	base 	base 	seca 	Separación 

	

húmeda seca 	húmeda seca 	 Sólidos 
base seca 

gil) 	1g/L] 	1%1 	1 % 1 	I0LI 	1 % 1 	I % I 

337.3 	13.25 	26.96 	37.69 	31.21 	62.30 	100 

4.2.3.- Separación de sólidos insolubles del extracto crudo utilizando 
una Centrífuga de Canasta. 

Se manejaron diferentes volúmenes de alimentación del extracto crudo al 
equipo mencionado y se operó bajo las condiciones descritas previamente. Los 
resultados son presentados en la Figura 4.3. Se encontró que las bajas eficiencias 
de separación de sólidos (E.S.S) se presentaron cuando se utilizaron bajos 
volúmenes de alimentación, así la menor correspondió a 3L de extracto crudo (29 
%) mientras que la mayor E.S.S se observó a 30L (82 °A)). Este comportamiento se 
puede deber a que conforme se va aumentando el volumen del extracto crudo se 
van acumulando de manera importante en el medio filtrante los sólidos separados, 
formando capas, las mismas que actúan como una especie de " ayuda filtro -, 
reteniendo y ayudando a tener una mayor separación de sólidos (aún de menor 
tamaño a los que originalmente podrían atravesar el medio filtrante) y un valor 
menor de sólidos residuales en el líquido clarificado. Esta formación de capas 
filtrantes involucran además de una mayor eliminación de sólidos insolubles un 
tiempo de operación mayor (tiempo de operación : 95 min., para Valimentación=  30 
L), factor que en la mayoría de los procesos es limitante en términos económicos y 
sobre todo no es recomendado en el manejo de productos biológicos (enzimas) 
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por su susceptibilidad a factores ambientales como temperatura, pH, 02, 

inhibidores enzimáticos y al ataque proteolftico. 
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Fig. 4.3. Eficiencia de remoción de sólidos insolubles de una centrífuga de 

canasta. 

También se pudo apreciar un efecto de concentración de las pectinasas, lo 

cual se detecta de manera importante cuando se manejan altos volúmenes de 

alimentación (20 y 30 L) pues se elimina una mayor cantidad de sólidos y se 

registra un incremento de actividad superior a 5 U/mL (Act. Endo-Pfinal — Act. 

Endo-Pinical), después del proceso de centrifugación. Finalmente se seleccionó 

como volumen de alimentación para esta etapa 20 litros de extracto crudo, 

considerando que a este volumen se tiene una buena remoción de sólidos (E.S.S 

= 68 %) y un tiempo de operación razonable ( t = 50 min.). Esta selección se realizó 

por que esta técnica se utilizó en conjunto con medios filtrantes para aumentar la 

eficiencia de separación de sólidos de esta etapa y emplearse finalmente junto con 

otras operaciones unitarias, en un proceso global de recuperación y concentración 

de pectinasas. 



4.2.4.- Capacidad de separación de sólidos insolubles de diversos 
medios filtrantes. 

4.2.4.1- EficCencia de separación de sólidos Insolubles de mallas 
sintéticas. 

Los resultados de la capacidad de separación de sólidos de los medios 
filtrantes estudiados (Figura 4.4), muestran una tendencia de remoción de sólidos 
muy parecida, en el sentido, de que al ir aumentando el volumen de alimentación 
en la filtración se va aumentando la eficiencia de separación de sólidos en el 
extracto y la disminución marcada en el porciento de sólidos residuales en el 
clarificado, esto se presenta por la posible formación de capas (por acumulación 
de los sólidos del cultivo separados) sobre el material filtrante. Este fenómeno se 
observa marcadamente cuando se manejaron volúmenes de extracto de 0.5 a 2 L; 
mientras que entre 2 y 3L no se observa una notable diferencia en la separación 
de sólidos, posiblemente por que llega un momento en la filtración , que las capas 
generadas (por la acumulación de sólidos separados) no son lo suficientemente 
importantes para eliminar una mayor cantidad de sólidos. De las cuatro mallas 
analizadas (Fig. 4.4) se observó que el polipropileno 800 II, fue el medio filtrante 
que removió el menor porcentaje de sólidos del medio fermentado (E.S.S = 60 %, 
V afimentaGen  = 3L) en tanto que el poliéster 150 ji eliminó la mayor cantidad de 
estos (E.S.S = 93 %, Vaiimentación = 3L). En forma global separó un 16 %, 27 % y 32 
% más que los medios filtrantes : polipropileno 300 ji, nylon 615 ki y polipropileno 
800 pi respectivamente, sin tener alguna influencia sobre la actividad endo-
pectinolítica. Se seleccionó el poliéster 150 ji como el material filtrante adecuado 
para nuestros propósitos, por que presentó la mayor eficiencia de separación de 
sólidos, por sus buenas características de maleabilidad (es muy maleable en 
comparación al propileno, el cual presenta una rigidez importante , lo que dificulta 
su fácil moldeado y manejo), es de buena disponibilidad en el mercado y además 
su precio (N$25.00 / m2  ) resulta ser menor que el propileno 800 ji (N$29.00 / m2  ). 
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del proceso de filtración. 

Fig. 4.4. Eficiencia de eliminación de sólidos insolubles de mallas filtrantes 

sintéticas. 

4.2.4.2- Remoción de sólidos insolubles de telas metálicas. 

La tela metálica No 20 resultó ser la mejor en el proceso de filtración (Fig. 
4.5), por su alta capacidad de separación de sólidos (E.S.S = 60.30 %, V 

alimentación = 3L); en tanto que la tela metálica No 10 presentó los valores más 

bajos de eficiencia de separación de sólidos (E.S.S = 21.66 %, V allmentaczn = 3L). 
En la Figura 4.5, se observa prácticamente el mismo comportamiento de la E.S.S 
que en el caso de filtración a través de mallas sintéticas, pues esta variable se 
incrementa conforme se va aumentando el volumen de alimentación en la 
operación; observándose marcadamente ó de manera proporcional la eliminación 
de sólidos a los volúmenes de alimentación de 0.5 a 2 L, mientras que cuando se 

manejó 3 L de extracto crudo, en todos los casos, la separación de sólidos fue 

mayor que la obtenida a 2 L, pero no variando en la misma proporcionalidad que 
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para los volúmenes inferiores (0.5 a 2L). 
En términos generales la tela metálica No 20 separó un 18 % y 39 % más 

que las telas metálicas No 16 y No 10 respectivamente. Otras ventajas adicionales 
de estos medios filtrantes es su alta inocuidad hacia los productos biológicos, 
resistentes a las condiciones de pH y temperatura de los medios de fermentación, 
su fácil limpieza y manejo. Pero quizás la gran desventaja es su precio elevado (15 
veces más, que el precio de una malla sintética del mismo calibre ó diámetro) y la 
falta del desarrollo de tecnologías que permitan utilizarlas en procesos continuos, 
pues normalmente se saturan de sólidos, lo cual obliga a parar la etapa, para 
descargar los sólidos y limpiar los filtros. 

Capacidad de separación de sólidos insolubles 
insolubles de telas metálicas. 

Tela Metálica No 10 

. • • • 

•1 	I 	. 	► 	. 	 . 	►  
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Nota : La actividad endo•pectinolftica Inicial (medio fermentado) no se vtó alterada después del 

proceso de filtración. 

Fig. 4.5. Eficiencia de separación de sólidos insolubles de telas metálicas. 
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4.2.5.- Funcionalidad de algunos medios filtrantes en una centrífuga 

de canasta. 

Una vez seleccionados los medios filtrantes (poliéster 150 fi, polipropileno 

300 II. malla metálica No 20 y No 16) más eficientes para le remoción de sólidos 

insolubles del extracto crudo; estos se probaron en una centrífuga de canasta, 

encontrando los resultados mostrados en la Figura 4.6. En esta se hace destacar 

que se logró aumentar la eficiencia de separación de sólidos de la centrífuga de 
canasta (para un volumen de 20 L y una canasta de lona; E.S.S = 68.60 (1/0) desde 

un 16.5 % hasta un 74.7 % utilizando el mismo volumen de alimentación de 
extracto crudo y canastas de malla metálica No 16 y poliéster 150 

respectivamente. 

Otro punto importante que se encontró fue que el sistema de 
centrifugación-filtración que empleo polipropileno 300 p y poliéster 150 0, 

manifestaron una más alta eliminación de sólidos insolubles, que el obtenido por 

nuestro control : centrífuga de laboratorio Wifug (E.S.S = 100 %), siendo para cada 

caso la E.S.S de 112.6 % y 143.3 % respectivamente. 
De los medios filtrantes estudiados, el poliéster 150 p logró separar la 

mayor cantidad de sólidos (E.S.S = 143.3 %), representando este valor el 30.7 %, 

57.7 % y 58.2 % más de sólidos eliminados del extracto crudo que los materiales 
filtrantes polipropileno 300 	malla metálica No 20 y No 16 respectivamente. 

También se logró incrementar la actividad endo-pectinolítica inicial del cultivo 

fermentado (70 UhnL) en 7 y 16 U/rnL después del proceso de filtración utilizando 
la malla metálica No 16 (72 U/mL) y el poliéster 150 µ (86 U/mL). Además de su 

alta E.S.S, el poliéster 150 p., seleccionó como el mejor medio filtrante para 

nuestros propósitos por su menor precio (425.860 / m2) respecto a los demás 
evaluados (polipropileno 300 p N$28.700 / m2), mientras que el precio de las 

mallas metálicas es 15 veces más que el de las mallas sintéticas), es de fácil 

disponibilidad, resistente a las condiciones (p1-1, T, etc.) presentes en el extracto 

crudo, atta maleabilidad, moldeado (formación de la canasta), manejo y limpieza. 
Este sistema centrífuga de canasta - poliéster 150 se escogió también con el 

objetivo de emplearse junto con otras operaciones unitarias en un proceso global 

de separación y concentración de pectinasas para obtener un producto final con 

actividad pectinolítica. 
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Separación de sólidos insolubles de medios filtrantes 
utilizados en una centrífuga de canasta. 

Medios Filtrantes 

Nota : Volumen de alimentación = 20 L extracto crudo. 

Fig. 4.6. Eficiencia de separación de sólidos insolubles de algunos medios 
filtrantes utilizados en una centrífuga de canasta. 

4.2.6.- Capacidad de separación de sólidos de floculantes 
comerciales. 

Los resultados de la funcionalidad de estos agentes químicos, en la 
eliminación de sólidos, son presentados en la Tabla 4.2 y Figura 4.7. En esta figura 
se hace resaltar que los floculantes catiónicos permitieron separar la mayor 
cantidad de sólidos y de acuerdo a su peso molecular, su capacidad de 
precipitación de sólidos se distinguió de manera importante, así los floculantes de 
alto peso molecular presentaron los valores más altos de separación de sólidos, en 
seguida los de peso molecular medio y por último aquellos de peso molecular 
bajo. Dentro de los floculantes catiónicos, Mafloc-861 (alto peso molecular), separó 
la mayor cantidad de sólidos (E.S.S = 57 %, utilizando 100 ppm) en tanto que 
Mafloc-837 (bajo peso molecular), fue el que eliminó la menor cantidad de sólidos 
(E.S.S = 19.48 %, utilizando 100 ppm). También se analizó el efecto de un agente 
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precipitante aniónico (L690-E2) y uno no tónico (POL EZ 652) en la floculación de 
sólidos del extracto crudo, encontrando que el primero precipitó sólidos 
únicamente cuando se utilizó a concentraciones superiores a 15 ppm, alcanzando 
su máxima eficiencia de remoción de sólidos a 100 ppm (E.S.S = 10.99 %), valor 
que corresponde aproximadamente a la mitad de lo separado por el floculante 
catiónico de menor eficiencia (Mafloc-637, de bajo peso molecular). El precipitante 
no tónico (POL EZ 652) no separó sólidos por precipitación a ninguna 
concentración utilizada de este (Tabla 4.2), lo cual pudo deberse a que al no 
presentar cargas parciales definidas (+ ó -) no puede interaccionar de manera 
efectiva con los sólidos presentes, restos celulares (que presentan una carga neta), 
etc., para formar agregados ó flóculos capaces de precipitar cuando estos llegan a 
ser inestables en solución por su tamaño ó carga neta principalmente. En la 
mayoría de los casos (con excepeción del floculante no iónico) se vió 
incrementada la separación de sólidos a medida que se aumento la concentración 
del floculante en el extracto crudo, esto es debido a que se tiene un mayor número 
de " centros de formación " de flóculos . También se pudo observar que la actividad 
pectinolítica no fue afectada de manera importante por los precipitantes catiónicos 
ni por el no tónico, pues en todos ellos, cuando se emplearon en una 
concentración de 20 ppm, la recuperación de actividad pectinolítica fue superior al 
95 %. Cuando se utilizaron estos, en una concentración de 100 ppm se observa en 
general una disminución significativa de la actividad pectinolítica 
(aproximadamente de 12 U/mL), lo cual se pudo deber a un efecto de dilución, con 
la solución del floculante adicionada (20 mL) al extracto crudo (100 mL). Para el 
caso del polímero aniónico L690-E2, se pudo apreciar una influencia marcada 
sobre la actividad pectinolftica, aún a bajas concentraciones (5 a 15 ppm) y 
aumentando drásticamente al utilizar 20 y 100 ppm, encontrando una disminución 
aproximada en actividad pectinolítica de 50 y 60 % respectivamente; lo cual puede 
explicarse por una inactivación ó precipitación de las enzimas pécticas con este 
agente. 

Una vez determinada la eficiencia de separación de sólidos de los 
floculantes analizados, se seleccionó el floculante catiónico de alto peso molecular 
Mafloc-861, para utilizarse en un proceso global de recuperación de pectinasas 
junto con otras operaciones unitarias de separación y concentración, por su alta 
capacidad de separación de sólidos, su inocuidad sobre la actividad pectinolítica, 
buena disponibilidad y su precio intermedio (N$ 15,00 / Kg. de floculante) respecto 
al resto de los floculantes (N$ 8.00-48.00 / Kg. de floculante). 

il2 



Nota : 'Recuperación de Act. Endo-Pect. (96) 
Act. Endo-Pect. inicial 	Act. Endo-Pect. final 

x 100 
Act. Endo-Pect. inicial 

Tabla 4.2. Capacidad de separación de sólidos insolubles de algunos floculantes 
comerciales. 

Concentración *Recup. Sólidos 	Sólidos Eficiencia 
de 	Separados Residuales Separación 

FLOCULANTE 
	

Actividad (base seca) (base seca) 	Sólidos 
Endo-P. 	 (base seca) 

I PPm 1 	I % I 	I ckl 	I % I 	I % 

MAFLOC-861 
(Canónico) 

5 	98.74 	18.40 	81.59 	48.83 

I 0 	98.26 	18.71 	81.28 	49.65 

15 	97,41 	19.31 	80.68 	50.24 

20 	96,67 	19.43 	80,26 	51.51 

100 	88.64 	21.73 	78.26 	57.66 

L690-E2 	 5 	96.00 	0 	100,00 	0 
(Aniónico) 

10 	89.64 	0 	100.00 	0 

15 	74.00 	0.56 	99.43 	1.49 

20 	57.17 	2.36 	97.63 	6.27 

100 	41.88 	4.14 	95.85 	10.99 

POL 12 652 	 5 	99.81 	0 	100.00 	0 
(No jónico) 

10 	99.15 	0 	100.00 	0 

15 	98.98 	0 	100.00 	0 

20 	97.87 	0 	100.00 	0 

100 	89.65 	0 	100.00 	0 
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Fig. 4.7. Eficiencia de separación de sólidos de diversos floculantes comerciales. 

4.2.7.- Procesamiento de pectinasaa : separación y concentración a 
partir de un extracto crudo. 

Una vez caracterizadas las técnicas de separación descritas, se probaron de 
manera alternada y secuencia) junto con otros equipos disponibles (centrífuga de 

discos, evaporado( rotatorio y un atomizador), en cinco procesos de recuperación y 
concentración de enzimas pécticas (Figura 4.8); obteniendo en todos ellos un 
concentrado sólido con diferente actividad pectinolitica, concentración de proteína 

y contenido de sólidos totales (impurezas, etc.). En todos los procesos como primer 
etapa de separación de sólidos insolubles se utilizó la centrifugación-filtración 
(centrífuga de canasta + poliéster 1500), logrando separar en promedio un 51 % de 

los sólidos totales (base seca) presentes en el extracto crudo, concentrando el 

contenido de proteína en el medio clarificado en un 123.5 % y la actividad endo y 
exo•pectinolítica en un 119 % y 120 % respectivamente. En los procesos 3 y 4 

como segunda operación secuencia' u eliminación de sólidos se evaluó la 

centrifugación, empleando una centrífugi! de discos; obteniendo que este equipo 
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P8XESAA181111 DE PECT111196. 

( ter. Proceso 

n fn  

         

         

    

    

         

M1111 DE 
FROITACKII 

  

318111101£1111 
155 

  

SECADO 
PONI ZA10« 

	

Vi: 	31,1811 

	

: 	18 Id 1 , 

Vi: 	18,3811 

Yr: 	14,311 
Entrada 

A.EndelP. 	111/1111 : 61.93 A.EndelP. 	: 78.41 
V=: 11,251 

A.Excrf. Isg9/11 : 6.82 A.Eorf. 10.41.1 8.23 A.Eoskrf. 	1 1U/n11 : 	78.41 
Pr-Total E.lag/s1) : 819.99 Prietal Easiati : 995.33 A.Eorf. i tagattall: 	8.29 
A.E.Endo-faindIrl: 12.01 A.E.EnderfAlstrl: /11.77 Pr-Total E.(egistl : 	995.38 
561.1otalti 10.1 	: 31.91 561. bold. 1g/11 	: 19.40 A.E.Eade-P.Ettled'rl:/13.11 

Sél. ASsid. Ig/11 	: 	19.40 
5611111 Totales de 
Entrado : 276.45 g 
Salida 

Mota 1 Stlidds Residuales son 

resonados in Base l'esa 

1 
Estas detareinasiones se mil:vol 

ajustando las muestras a un valonen 

equivalente do V: 14,251 

°A,Eode4. F 

A.Eme-P.F  logliVall: 
PrTatal E.F11011: 
A.E.EdiriP.011egPrI: 
Z Recuperación de 

Act. Ende - P. 
Z lectiperacléo de 

Act.Esp.lodeP. 
Z Reclyeraclin de 

Act. Ego - P. : 
N = 241.9/ g (Esp.) 

7. Sólido : 94.92 

60.81 
1.18 

1010.12 
61.14 

11.54 

87,21 

01./3 

Sólidos Totales de 
Salida : 229.68 g 

llectprecién d Sólidos : 83.09 
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11111~1~ 

-De 
FulOTACK11 

V: 31'1111 

: 19,531 

11,Fedrf. fWNil : /2.E 
A.Extrf. Isgeh11 : 1.19 
Priotal 	811.43 
11.E.61,1,111/4r1: 13.12 
561.Totales 	: 35.91 

1.111M1~ 

CENTRIFUOACION 
EEPPYrifirster ISIp  

Vi: 18,4/11. 

Vi,: 15,151 L 

A.Endrf. 	12.* 
A.Exo-f, INC./W.1 : 9,2/ 
Pr-Total E.IN/11 : 113/.31 
A.E.EndirP,I11/4r1: 19.43 
*I. bold, IWL1 : 17.23 

ipmq ~Nur 

SWILC 
MIZA.» 

Entrad, 

0:33111 ' 
A.Isdr.. 1 111/ell: 2/1.11 

41.5 
Pr-Total E.111Well: 543.13 
A.E.E1árf.111/01: 49.83 
561, luid. I1Il I : 	12.29 
Sólidos Totales de 
Entrada : 271.55 g 
Sallo 

&Cok., F  11/11: 231,44 
11.brIF 	42,41 
PrTetal 	5441,15 
11.E.helf.tWoftl: 42.11 

° X llogsfaelin de 
Id, Irá - P. -

X Motel de 
let,Eqp.Freirf. 

° Z hasawaciá de 
Ad, 	- P. : VII 

241.791 té;.) 

561lás : 93.37 

5611tIce Totales 
Salida : /24,12 g 

hasieraelá á Milis :12,11 

7934 

16.E 

RIOCE5I01310 oE PECT*1515. 

2do, Prtcao ) 

Nota l Sólidos Residualts son 

reportados en lasa Seca 

1111sarai, . 24tEvaprada, 

V I: 15,1111 

A.Creirli 	Wall : 
A.CarP.11411/11 : 
PrTotal EiraWeLl : 
A.E.Eárf,*(01: 
561, Aseld.11/11 	: 

82.* 
9.27 

1137,37 
/9,43 
11.23 

5,951 I. 

181.20 
24,93 

2613,45 
67,55 
44,97 

V1  : 6,111 I. 3,3611 

A.Erdr..F 	Mil : 181.3 271.11 
IIR.A.Fsairf.r I 7. 1: 92,45 81,19 
A , Ext. , f  Ii4P/eLl : 24,93 481 

.11,A.6m-f,F 	I Y. 1: %.12 92,16 
Pr-Tetal 4[0111: 303,45 542133 
A.E.hátf.111/411: 61,55 49,13 
Z know ib á 

Ast,ET.Endrf, 	: 46,11 62,73 
Sil. Pasld, (1/11 	: 44.91 82,19 

Estas determinaciones se realizaron 

ajustando las muestras a un volumen 

equivalente de V: 15,111 I. 
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PIDCW1110110 OE PECTI111516, 

Ser, Prtoso 

n n 

          

          

          

     

     

     

          

MI I DE 
USW 111 

4'1111 

U
y:191211 

C1111111111011 

f1' 1fiést« I. 
1,11: 	11,9/1 

U,: 	14,4111 

CONAIRIGACION 

wiTirdig.K  

I,11: 14,3511 

IJF: 13,8711 

SEM 
11011121101 

Entrado : 

13,11111 1  

A,EnárP. 	11.1/11 r, 	69.17 Alnárf. 	11/13 	94,13 A,Enárf. 	IU/a1.1 : 	91.12 A.Endo-P. 	ITU/s1.1 51.82 
alsrf. 1411/01.1 	6./6 A.Exaf. 	8.35 A.Exo-f. forp/oll :: 	8.98 A.Exyrf.i 8.% 
Pf-Total E,Ini/s11 	891.47 PrTotal [Wall 	1141 PrTatal Halen : 1491 Pr-Total E:111,01.1 1491 
A.E.Enárf.111/101: 7647 A.E.Enárf,111/001: 	13.11 1.E.Ends-P.111/4/r1: 	61.11 A.E.frárf,IWyrirl: 14.11 
561,Totales II/11 	31.61 Sil. Aesüd, IW11 	16.95 561. Raid, Ig/l1 	: 	13.56 561, losld, (g/l1 13,56 

5611án Totales de 
Entrada 	187.12 g 
Sal ido 	: 

A.Ensb-f. v  I11/dl 74,62 
A,Excrf,F fiql/aLl 7,41 
Pr-Total EF I4/111 1417 

46,26 
IloopracIón de 
Act. Irá - P. 
kaparaclIn de 

13.91 

Actlap,Enárf. 
licopsraeléo da 

5.99 

Act. 	(110 	P, 12.52 

Nota I Sólidos Aesiduales son 

reportados en !ase Seta 

o 
Estas determinaciones se 	reilitaron 

ajustando las muestras a un volumen 

equivalente de V: Dm ml, 

166,27 g (Exp,) 

Z Sólidos 95.21 

 

551 iáo Totales de 
Salida :193,39 

Recuseracke de Sólidos 94.65 
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A.Endo-P. 1U/oll 
A.Exo-P. (14111/11 
Pr-Total E.togioll 
A.E.Enb-P.R1/ighl: 
561. Regid. 

84.83 	A.Endo-P. 111/11 : 92.55 
8.91 	A.Exo-P. 1101W : 9,57 

1141 	Pr-Mi1 E.tigiatl : 1515 
/4.41 	A.E.Endrloall/o/r1: 61.49 
18.28 	561. Regid. (g/11 : 14.37 

n n 

Mil DE 
FEASTAC101 

: 30,011 

Yo: 17,601 

CDITNIFIXICIN 

SEMI 
011112111011 

P110150110110 01 PET1111545. 

4to. Primo 1 

A.Endo,P. : 71.65 
Abor0. : 7.52 
Pr-Total E.101.1 : 914.14 
A.E.EndoP.111/01: 78.14 
551.Totales Egal : 3/.25 

In pa, 
ALWO-P. F C11/11: 201.64 
A.EmorP. F  1411/11: 45.13 

33942 	Pr-Total E.Ftigfoll: 8911./ 
51

'4/  AJ.Ersh-P.Mboir1: 2/.45 
1166.1 

° homicidio de 
37.31 

Act. Enda - P. : /5.76 
61

'
23 	

7. Recuperación de 
Actiap.Eride-P. : 13.42 

91.42 g 7. Remeras* de 
Act. Eme - P. : 84.35 

N . 111.13 g (Emo.1 

I. Sólidos : 94.12 

1"Ewporada. ?d'Evaluada. 

V: 1 2 1 	,511 t 5,4511 

A.Endo-P.1 	Will : 12.55 223.44 
4.610,11.01/11.1 : 1.5/ 25.54 
Pr-Total Ei tigtol1 : 1545 41711.60 
A.E.EndwiRJUlagPrl: 61.49 54.68 
561. IlesId.:Ighl 	: 14.31 34.41 

V : 5 511 t 
F 	1 

2,111 l 

A.Endh-f.f 	Will : 223.114 311,02 
°N.A.Endorf. F  1 X 1 : 81.33 83.6/ 
Aloill,FtigIt/ill : 25.54 51.41 

011.11.EmalP.F 	1 N 1 : 1211 01.63 
Pr-Total EFIrefill : 41/1.61 1166.91 
A.E.h1s-iP.01/11PrI: 54.61 3/.11 
7. lecoperación di 

Act.E0p.indo-P. 	: 01.92 61.81 
561. Raid. 1/11 	: 31.41 6/.23 

Yi: 2,151 1. 

A.Endrf. t  
A.Eurf.i tog01/11: 
Pr-Total E. 
A . E .Endo-P IWqPr 1: 
551. Regid. 

5611U Totales di 
Entrada 	1 

Entrada : Salida : 

    

Mota 1 Sólidos Residual*: son 

reportados en loe Seca 

  

Estas detemelnaciones se realizaron 

ajustando las Rastras a un volumen 

equivalente de h 12,91 

Sólido Totales de 
Salida : 164.90 g 

Recuperación de Sólidos : 83.97 
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Cf341311/1/10,41 
	

C111111/111C101 
FEISTACI011 
	{:toriampliiittr lis 	 mur 

: 31'111 I. 	 U1: 11,141 
	

Vi: 13,211 1. 

y : 	11,151 
	

V : 13,241 I. 	 UF: 12,541 I. 

A.Endrf. 111/11 : 15,36 A.EndrP, (11111 : 88,81 
IN0I/a11 	/.26 A.Exo-f. IaBÜVal1 : 	8.63 

Priotal E.11/111.1 : 929.56 Pr-Total E.14/all : 1116.1 
A.E.bdo-P.111411: 81.11 A.E.Enárf.Illátrl: /6.15 
561.Totales 	: 35.19 561. Assid. (W1.3 : 1/.11 

A.Eftio-f. (U/11 : 121.41 
Almarf. [1111/a11 : 11,25 
Pr-Total Llie/1111 : 2112.4 
A.E.Endorf.111/egPrl: 59,41 
561. bid. 19/1.3 : 11.15 

Entrado 

Vi: 2,5E4 I. 

A.Endo-P. 	(11/11: 518,29 
A.Eif.1  h111/11: 61.43 
Pr-Total E.114/111: 12434.5 
A.E.Ench-P.allogPrl: 41.61 
561. leell. 103 : 53.13 
5611dea Tetaba le 
Entrada : 13/.26 g 

Salido 

F With 412.91 
A.EmelP.F  flepial1: 52,8/ 
Pr-Total EF Igfoil : 12399.1 
A.E.Endo-1111/4r1: 35.24 

° r Rackperación di 
Act. Ende - P. : 11.48 

7. Power/din di 
Act.Esp.Endo-10, : 84.54 
lecuperacil de 
Act, Exo - P. 	81.19 

SECIOI 
ATONITMOI 

PIOCEW/11111/0 DE PECTIISSAS, 

( STo. Proceso-Floculante 

 

r, n 

    

r---i  
-111 

pommumq 

    

          

       

       

          

          

          

             

•~1111ffilla 

          

             

ItrEvarcrada. 2dIvrforado 

V i: 12,4W I. 5,1111 

11,Enárf.1 	111/11 : 	121.4/ 364.18 
A.Earf.~1.1 : 	11.25 31.3/ 
Pr-Total .1  Wall : 2142.4 5611.81 
A.E.Eriárf.111101: 	59.41 53.19 
S61. Resid.119,13 	: 	11.15 11.19 

VY:51193 I. 2,611 1. 

A.Erdo-f.F 	(Wall : 	314.1111 518,19 
°R.A.Enárf.F  11. I : 	15.11 81.33 
A.FarP,F1411/011 : 	31.3/ 61.43 

11,11,Exo-f., 	I 1 1: 	W.24 5.19 
Pr-Total 41000 : 5611,111 12434.51 
A.E,Erárf.111/repr1: 	53.19 41.61 
7, IleareracIón de 

Act,Eap,Endrf. 	: 	11,15 11.18 
561, fleald, 11113 	: 	21.19 53.13 

119 g (E'.) 

Sólida :41.36 

Nota 

Salidos boiduales son 

reportados en loe loco 

Estas determinaciones se rearmaron 

ajustando las muestras a un volumen 

equivalentr de V: 12,411 oil. 

Sólidos Malee de 
Solido : 113.46 g 
2 Recupera/linde 561141, :12,66 
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es capaz de remover en promedio un 20.7 % de sólidos insolubles (base seca) 
presentes en el medio clarificado previamente en la centrífuga de canasta. Además 
concentró en un 131 % el contenido de proteína, en 108 % y 107 % la actividad 
endo y exo-pectinolítica respectivamente, del extracto clarificado. En el proceso 5 
se analizó también el efecto de la adición del floculante Mafloc-861 al clarificado 
obtenido de la centrífuga de canasta y alimentado posteriormente a la centrífuga de 
discos encontrando que las dos etapas en conjunto logran separar un 37 % de 
sólidos del medio, lo cual corresponde a remover un 17 % más de sólidos que el 
obtenido por la centrífuga de discos. También se logró concentrar la proteína y la 
actividad endo y exo-pectinolítica presente en un 57 %, 28 % y 23 % más que el 
alcanzado por la centrífuga de discos únicamente. Después de haber eliminado 
una parte importante de las impurezas presentes (sólidos insolubles) en el extracto 
crudo por centrifugación; se redujo el volumen del extracto clarificado en un 
evaporador rotatorio a vacío hasta un cuarto de este (procesos : 2, 4 y 5). En esta 
operación, el extracto clarificado se evaporo dos veces (1er. y 2da. evaporación). 
En la primera evaporada se logró concentrar hasta más de la mitad del volumen 
inicial, incrementándose la concentración de proteína total y la actividad endo y 
exo-pectinolítica a más del doble (2.7, 2.3 y 2.6 veces respectivamente). Se 
observó una mayor sensibilidad a la temperatura de evaporación en la actividad 
endo-pectinolítica pues el porciento de recuperación promedio de esta actividad 
enzímática fue menor (88 %) a la exo-pectinolítica (92 %). Esta pérdida promedio 
de actividad endo-pectinolítica fue más marcada en el caso de la segunda 
evaporación en donde únicamente se recupero el 83 %, mientras que un 89 % 
para la actividad exo-pectinolítica. El concentrado líquido obtenido después de las 
evaporaciones consecutivas presento un incremento de proteína y actividad endo 
y exo-pectinolítica de 5.7, 4 y 5.4 veces superior respectivamente a las registradas 
en el extracto clarificado antes de esta operación. Este líquido concentrado 
finalmente se alimentó a un secador (atomización) para obtener un producto más 
concentrado en forma sólida con actividad pectinolítica. Esta operación se incluyó 
en los cinco procesos, encontrando y confirmando (como en la etapa de 
evaporación) que las enzimas endo-pectinasas presentan una mayor sensibilidad 
a la temperatura de secado que las exo-pectinasas lo cual se comprobó al registrar 
un porciento promedio de recuperación de actividad menor para las primeras 
enzimas mencionadas (% de recuperación de actividad endo-pectinolítica : 75.62 y 
% de recuperación de actividad exo-pectinolítica : 84.47). Se observó que estos 
porcentages de recuperación de activid;-, ii pectinolítica fueron mayores en los 



procesos en los cuales se eliminó una menor cantidad de sólidos del medio (ler. y 
2do. proceso); esto puede deberse a que la "alta cantidad de sólidos" presentes en 
el medio protege de alguna manera contra la desnaturalización por temperatura a 
las enzimas pectinolíticas. 

La variación de la actividad endo pectinolítica durante el procesamiento de 
recuperación de pectinasas fue importante (Figura 4.9). En la primera parte del 
procesamiento se encontró que las etapas de separación sólido-líquido (CF-C+PL, 
CF-D y CF-D+F ) logran concentrar de manera notable la actividad de interés, 
incrementándose esta de manera significativa cuando se eliminó la mayor cantidad 
de sólidos del medio fermentado, tal es el caso de la operación CF-D+F empleada 
en el Sto. proceso (el incremento de Act. Endo-P fue de 32 U/mL, Act. Endo-P. 
después de la etapa = 121 U/mL), la cual aumento en promedio 2.6 y 4.5 veces 
más la actividad endo-pectinolítica que las etapas CF-C+PL y CF-D 
respectivamente. En la segunda parte (concentración) por el contrario a la primera 
se registro una pérdida de Act. Endo-P. en todas las etapas (EVP. 1, EVP. 2 y 
SECADO) aplicadas en los cinco procesos estudiados. La menor pérdida de 
actividad fue detectada en la EVP. 1 y la mayor en el SECADO. Se encontro que la 
magnitud de la disminución de Act. Endo-P. aumento de manera directa al eliminar 
una mayor cantidad de sólidos del cultivo fermentado por las etapas de separación 
sólido-líquido; de esta manera se observó que en el 5to. proceso (proceso en el 
cual se separo la mayor cantidad de sólidos) se registraron los decrementos más 
altos de actividad una vez aplicadas las operaciones unitarias de concentración; lo 
cual puede deberse a que al tener una menor concentración de sólidos en el 
medio estos no pueden " proteger " de alguna manera ó lo suficientemente a las 
enzimas de interés contra la desnaturalización por temperatura principalmente. La 
etapa EVP. 1 del 5to. proceso disminuyó 2.7 veces más la Act. Endo-P. (de 121 a 
104 UtrnL) que la correspondiente del 2do. proceso (esta redujo la Act. Endo-P. 6 
UtmL) en donde se eliminó una menor cantidad de sólidos. La EVP. 2 originó una 
mayor pérdida de actividad que la alcanzada por la EVP. 1, en todos los procesos; 
así la EVP. 2 del 2do. proceso causó una pérdida de Act. Endo-P. de 10.6 U/mL 
(1.7 veces más de pérdida que la EVP. 1 del mismo proceso) mientrás que más del 
doble de este valor fue logrado por la EVP. 2 del Sto. proceso (de 121 a 97 U/mL, 
decremento de 23.9 U/mL). La concentración final de las pectinasas se realizó 
durante el SECADO, etapa de la 2da. parte del procesamiento (concentración) en 
la cual se observó la pérdida más Va de Act. Endo-P., posiblemente por las 
condiciones de la operación (principaln ente por influencia de la alta temperatura 



de secado : 130 °C). El SECADO del ler. y 2do. proceso produjó una pérdida de 
Act. Endo-P. 17 U/mL (1.6 veces más de disminución de actividad que la EVP. 2 del 
mismo proceso) en tanto que el SECADO del 3er., Oto. y 5to, proceso, originaron 
un decremento de actividad de 1.38, 1.31 y 2.03 veces más respectivamente. La 
disminución marcada de actividad en el SECADO del 5to. proceso se aprecia 
perfectamente en la fig. 4.9 por ese cambio notable en la tendencia de la pendiente 
negativa (de una Act. Endo-P : 97 U/mL a 86 UtmL) no presentado por las curvas 
del resto de los procesos. 

En los cinco procesos, de acuerdo al número de etapas involucradas se 
logró una mayor separación de sólidos insolubles (impurezas, etc.) y una mayor 
concentración de las enzimas de interés. En el 5to. proceso se eliminó la mayor 
cantidad de sólidos del extracto crudo y después de ser secado, produjo el menor 
concentrado sólido de todos los procesos (sólidos totales de salida = 113 g), el 
cual correspondió aproximadamente a la mitad del generado por el ler. proceso 
(sólidos totales de salida = 229 g), pero el producto con las más altas actividades 
pectinoliticas (A.Endo-P.F = 412.9 U/mL y A.Exo-P.F = 52.8 mg GR/mL) en 
comparación al resto de los procesos. Este producto sólido presentó una actividad 
endo y exo-pectinolitica de 6.8 y 7,3 veces más respectivamente, al registrado en el 
polvo obtenido en el ler. proceso (A.Endo-P.F = 60.81 U/mL y A.Exo-P.F = 7.18 mg 
GR/mL). 
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Influencia de cada una de las operaciones unitarias de 
recuperación y concentración de pectinasas sobre 

la actividad endo-pectinolítica. 
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Nota 1 : + 13 representa un Incremento de Act. Endo-P. del3 tilmL 

- 10.7 representa una pérdida ó decremento de Act. Endo-P. de10.7 UhnL. 

Nota 2 : La Act. Endo-P. mostrada en la ler. parle del procesamiento (separación sólido-líquido) fue 

medida directamente del licor clarificado obtenido de las etapas mencionadas. 

• La Act. Endo-P. representada en la 2da parte del procesamiento (concentración) fue 

determinada a una muestra del concentrado (líquido o sólido) obtenido de la operación 

unitaria correspondiente previamente ajustado a un vi:limen determinado en cada caso para 

tratar de conocer la variación de dicha actividad a lo largo del proceso. 

Terminología usada en las etapas del proceso : 

FERIO.: Fermentación. 

CF-C + PL: Centrífuga de enasta + poliéster 150 p.. 

CF-D. : Centrífuga de discos. 

CF-D + F. : Centrífuga de discos + ficculante (Mafloc-861). 

EVP.1 : 1 er. Evaporación. 

EVP.2 : 2da. Evaporación. 

SECADO : Secado. 

Fig. 4.9. Variación de la actividad ende-lectinolítica durante el procesamiento de 

pectinasas. 
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V.- CONCLUSIONES. 

1) Influencia del pH Inicial de fermentación sobre la producción de 
pectinasas por Aaperglllus sp. 

• El pH inicial en el cual se encontro la mayor producción de endo-pectinasas por 

Aspergillus sp. fue a 2.8 (80 U / mg Pr- / min); logrando incrementar en 12 
veces más el rendimiento obtenido por Sayal y col. (1985). 

2) Procesos de recuperación y concentración de pectinasas. 

a) Centrifugación. 

• La centrífuga de laboratorio (marca Wifug : 5000 r.p.m., 15 min) logro eliminar el 
37 % del total de sólidos insolubles presentes en el extracto crudo sin disminuir 
la actividad pectinoiltica. 

• Se caracterizó la capacidad de separación de sólidos de la centrífuga de 

canasta, encontrando que la eficiencia de separación de sólidos (E.S.S) se 
incremento conforme se aumento el volumen de alimentación del extracto 
crudo. La máxima E.S.S alcanzada fue de 82.49 % cuando se manejaron 30 
litros del medio fermentado y logrando además concentrar la actividad 
pectinolítica en un 7% más. 

b) Filtración a través de diversos medios filtrantes. 

• De las mallas sintéticas estudiadas el poliéster 150 yt fue el medio filtrante más 
adecuado para nuestro propósito de recuperación de pectinasas por su alta 
E.S.S (93 % a un volúmen de alimentación de extracto crudo = 3L), por sus 
buenas características de maleabilidad, moldeado, limpieza, disponibilidad en 
el mercado y su precio menor al del polipropileno 800 ti. 

• La tela metálica No 20 resultó ser la mejor en el proceso de filtración, al 
presentar la mayor E.S.S (60.30 %) de las telas analizadas. Son resistentes a 
las condicones presentes en el extracto crudo (pH, T, etc.), son fáciles de limpiar 
y manejar. Pero quizás su gran desventaja la proporciona su costo elevado (15 
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veces más) en comparación a las mallas sintéticas estudiadas y a que no se 
han desarrollado tecnologías que permitan utilizarlas en procesos continuos. 

c) CentrifugacIón-filtración : funcionalidad de algunos medios 

filtrantes en una centrifuga de canasta. 

• Se logró aumentar la E.S.S de la centrífuga de canasta (para un Valimentamón 

20 L y una canasta de lona como medio filtrante; E.S.S = 68.60%) en un 16.5 % 
y 74.7 % como máximo, integrando a esta los materiales filtrantes : malla 
metálica No 16 y 20, polipropileno 300 ji y poliéster 150 p. 

• De los medios filtrantes caracterizados en la centrífuga de canasta, el poliéster 
150 p separo la mayor cantidad de sólidos del extracto crudo (E.S.S = 143.3 %) 

y un 30.7 %, 57.7 % y 58.2 % más que el poliproplano 300 malla metálica 

No 20 y No 16 respectivamente. Este sistema centrifuga de canasta-poliéster 
150 p se consideró el mejor respecto a las otras combinaciones analizadas, 

además de su atta E.S.S, por las ventajas mencionadas de este material, 

destancando dentro de estas su alta capacidad de ser moldeado (formación de 
canasta) y su menor precio. 

d) Capacidad de separación de sólidos de floculantes comerciales. 

• De los floculantes estudiados (aniónicos, canónicos y no fónicos) los catiónicos 

separaron la mayor cantidad de sólidos del medio fermentado por precipitación 
y de acuerdo a su peso molecular, su capacidad de precipitación de sólidos se 

distinguió de manera importante. Los floculantes de alto peso molecular 

presentaron los valores más anos de E.S.S, en seguida los de peso molecular 
medio y por ultimo los de babo peso molecular. La E.S.S de estos agentes se 

incremento conforme se aumento la concentración de ellos en el extracto crudo; 
encontrando la máxima E.S.S cuando se utilizo 100 p.p.m del floculante. 

• El fioculante canónico : Mafioc-861 (alto peso molecular), separo la mayor 

cantidad de sólidos (E.S.S = 57 % a 100 p.p.m) mientras que Mafloc-837 (bajo 

peso molecular) eliminó la menor cantidad de estos (E.S.S = 19 % a 100 p.p.m). 
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• El floculante aniónico (L690-EZ) solo precipitó sólidos cuando se empleo en 

concentraciones superiores a 15 p.p.m y siendo este valor aproximadamente la 

mitad de lo obtenido con el agente catiónico de menor eficiencia (Mafloc-837). 

• El precipitante no iónico (POL EZ 652) no separo sólidos por floculación a 

ninguna concentración utilizada de este, 

• La actividad pectinolitica no fué afectada ó disminuida de manera importante 

por los agentes catiónicos y no jónico (910 de recuperación de actividad 

pectinolitica superior al 95 %) mientras que con el floculante aniónico se 

observo una disminución drástica (hasta del 60 % cuando se utilizo 100 p.p.m 

del agente) de esta. 

• El agente preciplitante Mafloc-861 (catiónico, de alto peso molecular) se 

catalogó como el mejor floculante además de su alta E.S.S, por su inocuidad 

sobre la actividad pectinolitica, disponibilidad en el mercado y su precio 

intermedio respecto al resto de los floculantes. 

3) Procesamiento de pectinasas : separación y concentración a partir 

de un extracto crudo. 

a) ter. parte del procesamiento (separación sólido-líquido). 

• En todos los procesos como primer etapa de remoción de sólidos se utilizó la 

centrifugación-filtración (centrífuga de canasta + poliéster 150 µ). Este sistema 

separo en promedio un 51 % de los sólidos totales (base seca) presentes en el 

medio fermentado, concentrando en promedio el contenido de proteína y la 

actividad endo y exo-pectinolítica en un 123 %, 119 % y 120 % 

respectivamente. 

• La centrífuga de discos utilizada en la segunda operación secuencial de 

eliminación de sólidos (procesos 3 y 4) removió en promedio un 20.7 % de 

sólidos insolubles (base seca) presentes en el medio clarificado previamente 

en la centrífuga de canasta En promedio concentró en un 131 %, 108 % y 107 

% el contenido de proteína, la actividad endo y exo-pectinolítica 

respectivamente. 
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• En el 5to. proceso el floculante Mafloc-861 en combinación con la centrífuga de 

discos separaron un 17 % más de sólidos del medio y concentraron la proteína 

y la actividad endo y exo-pectinolítica en un 57 %, 28 % y 23 % más que el 

alcanzado por la centrífuga de discos únicamente; siendo el proceso que 

eliminó la mayor cantidad de sólidos insolubles. 

b) 2da. parte del procesamiento (concentración). 

• El evaporado( rotatorio a vacío se empleo como tercera etapa (procesos : 2, 4 y 

5) en ell procesamiento de pectinasas, logrando reducir el volumen del extracto 

clarificado hasta un cuarto del volumen original. Este equipo concentró en 

promedio el contenido de proteína y la actividad endo y exo-pectinolítica del 

extracto clarificado en 5.7, 4 y 5.4 veces más respectivamente después de la 

operación. La EVP. 2 produjo una pérdida mayor de Act. Endo-P. que la EVP. 1, 

aumentando esta al incrementar la separación de sólidos del medio 

fermentado. La EVP. 2 del 5to. proceso originó la mayor disminución de Act. 

Endo-P. (23.9 Uhtil) y la menor la del 2do. proceso (10.6 U/ML). La actividad 

endo-pectinolítica presentó una mayor sensibilidad a las condiciones de 

evaporación (T, P), pues se registro para esta un porciento de recuperación de 

actividad (83 %) menor al de la actividad exo-pectinolítica (89 %). 

• La ultima operación empleada en la separación y concentración de pectinasas 

fue el secado del líquido concentrado (obtenido del evaporador) en un secador-

atomizador. El SECADO del 5to. proceso causó el doble de pérdida de Act. 

Endo-P. (34.6 UImL) quel el del 1er. y 2do. proceso. Se observó una mayor 

sensibilidad de la actividad endo-pectinolítica a la temperatura de secado (% de 

recuperación de actividad = 75 %) que la actividad exo-pectinolítica (% de 

recuperación de actividad = 84 %). Los porcentajes de recuperación de 

actividad pectinolítica fueron mayores en los procesos en los que se eliminó 

una menor cantidad de sólidos del medio (ter. y 2do. proceso). 

• En el 5to. proceso se eliminó la mayor cantidad de sólidos insolubles del 

extracto crudo, produciendo el menor concentrado sólido (sólidos totales de 
salida = 113 g) y aproximadamente la mitad de lo generado por el ter. proceso 
(sólidos totales de salida = 229 g). El concentrado sólido obtenido presentó los 
valores más altos de actividad pectinolítica; registrando una actividad endo y 



exo-pectinolítica de 6.8 y 7.3 veces más respectivamente, a los cuantificados en 
el polvo obtenido en el ter. proceso. 

CONCLUSIONES GENERALES. 

• El pH inicial de fermentación de 2.8 fue el que nos permitio obtener la mayor 
producción de endo-pectinasas (80 U / mg Pr / min) y además se incremento 
12 veces más el rendimiento obtenido por Sayal y col. (1985). 

• El 5to. proceso que involucro como primer etapa la centrífugación-filtración 
(centrífuga de canasta + poliéster 150 µ), como segunda etapa el sistema 
floculacíón (mafloc-861)-centrífuga de discos, después la evaporación 
(evaporador rotatorio a vacío) como tercera fase y finalmente la operación de 
secado (atomizador). Esta implementación y combinación de operaciones 
unitarias de separación sólido-líquido y concentración resulto ser la alternativa 
metodológica más importante y recomendada para la separación y 
concentración de pectinasas; pués eliminó la mayor cantidad de sólidos 
insolubles del extracto crudo y produjo el concentrado sólido con la mayor 
actividad endo-pectinolítica final (87 U/mL). 
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Vi- SUGERENCIAS. 

• Estudiar otras operaciones unitarias de separación sólido-líquido como filtro 
rotatorio a vacio, filtro prensa para comparar sus eficiencias de separación de 
sólidos con las obtenidas en los equipos estudiados para seleccionar la técnica 
de separación más eficiente para tal propósito. 

• Además de los floculantes usados se podría aplicar ya sea de manera 
individual, alternada ó en conjunto " filtro ayuda " disponibles comercialmente 
(tierra de diatómeas, celite, etc.) para tratar de aumentar la separación de 
sólidos del medio fermentado. Esta alternativa podría también combinarse con 
otras técnicas de separación oomo la centrifugación, filtración en filtro rotatorio ó 
filtro prensa pata mejorar la eliminación de sólidos. 

• En la parte de concentración de pectinasas es conveniente optimizar las 
condiciones de operación, en el evaporador rotatorio a vacio principalmente la 
temperatura y presión de evaporación y en el secado (atomizador) las 
temperaturas de entrada y salida, con el fin de reducir la pérdida de actividad 
pectinolitica en esta etapa. 

• El empleo de agentes protectores contra la termodesnaturalización 
(ciclodextrinas, gomas, poilalcoholes, etc.) podrían ser una buena alternativa 
para disminuir las pérdidas de actividad ende-pectinolíticei registradas en las 
etapas de concentración (evaporación y secado). 

• Para un mejor manejo, aplicación y conservación del concentrado sólido con 
actividad pectinolítica se podría evaluar la funcionalidad de antiaglomerantes. 
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