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1

Resumen

Se  comparó  el   Concentrado  EnzimáCco  (CE)  de   A.  flavipes  obtenido  por  Fermentación 

Sumergida (FS),  empleando cáscara  de limón  como fuente de  carbono,  con 3  preparaciones 

enzimáCcas comerciales usadas industrialmente para la despecCnización de jugo de naranja.  

Una  vez  obtenido  el  CE,  se  cuanCficó  la   acCvidad  enzimáCca  de   todos   los  concentrados, 

encontrando  acCvidad  endopecCnolíCca,  exopecCnolíCca  y  xilanolíCca  principalmente,  pero 

también están presentes las acCvidades de pecCn y pectatoliasas y la de carboximeClcelulasas. 

Se  prepararon  geles   SDS‐PAGE  para   conocer  los   perfiles   electroforéCcos   de  proteína,  y 

zimogramas  de  acCvidad pecCnolíCca  y xilanolíCca  donde  se idenCficó la  presencia  de bandas 

de acCvidad caracterísCcas en cada uno de los concentrados analizados. 

Posteriormente  se caracterizaron  lotes de 1 L de jugo provenientes del  prensado de  naranjas 

maduras  y  frescas   tratadas enzimáCcamente  durante 90 min con  la  adición de  1.0 mL de  los 

concentrados   enzimáCcos   estandarizados   a   267.8  U  endopecCnolíCcas/mL.  Se   hicieron 

pruebas de filtración a  los  lotes  de jugo  tratado  y se  uClizaron  controles  para  verificar que  los 

resultados estuvieran  dados  únicamente  por  el  tratamiento  enzimáCco.  También  se hizo el 

análisis  de la  canCdad de azúcares  reductores,  azúcares  totales,  sólidos  totales en solución, 

claridad  y  azúcares   insolubles   en  alcohol,  entre  otros,  y  se  encontró   que  la   canCdad  de 

azúcares  reductores  aumenta con  el  tratamiento  enzimáCco  lo que  es  congruente por    la 

liberación  de  monosacáridos   debida   la   acCvidad  enzimáCca.    De   la   misma   forma   se 

incrementaron  los  azúcares  totales  y los  sólidos  totales en solución, la  claridad aumentó y  los 

azúcares insolubles en alcohol disminuyeron. 

Las  pruebas  de  filtración muestran que el  CE mejoró la filtración en un 46.61%, mientras  que 

las  preparaciones  enzimáCcas  A, B y C mejoraron la  filtración en un 54.24%, 37.29%, y 38.98 % 

respecCvamente,  lo que  coloca al  CE en  el  segundo lugar de  mejoramiento  en el  rendimiento 

de  extracción de  jugo de  naranja  con respecto a  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales  y 

sin embargo todos  los  concentrados  enzimáCcos  cumplieron  con  su función  de  aumentar  el 

rendimiento de obtención de jugo de naranja. 

Por los  resultados  obtenidos, el  concentrado enzimáCco de  A. flavipes FP‐500 Cene potencial 

para ser uClizado en el procesamiento industrial del jugo de naranja.
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CAPÍTULO 1. Introducción

Las   sustancias  pécCcas   se  producen   a   parCr  de  una   sustancia   insoluble  en  agua   llamada 

protopecCna    (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006) y su presencia  en el zumo de frutas origina 

problemas   importantes   durante   el   procesamiento  industrial,  debido  a  que   por  su   escasa 

solubilidad,    reCenen el  jugo y  disminuyen el  rendimiento de su extracción.  (Yegres,  et  al. 

2001). 

Actualmente,  la  industria  de alimentos  uCliza  preparaciones  enzimáCcas  de pecCnasas,  un 

grupo  heterogéneo de enzimas  que degradan a la  pecCna, (Dhillon, et al. 2004) extensamente 

usadas  por  las  ventajas  que  aportan  al  procesamiento,  porque  además  de  incrementar  la  

extracción  de  jugo a  parCr de  la materia  prima, mejoran la  eficiencia  del  proceso (Höhn, et al. 

2005)  facilitando  el   prensado   y  ayudando  a   la   separación  del   precipitado  floculado   por 

sedimentación,  filtración  o   centrifugación  para   la  extracción  de   jugo  clarificado  (Pandey  y 

Ramachandram, 2006), considerado un producto final más atracCvo (Höhn, et al. 2005).

Industrialmente,  se  usan hongos  del género  Aspergillus para producir  pecCnasas  tanto por 

fermentación  en  fase   sólida   como  por  fermentación  sumergida   y  frecuentemente,  las 

preparaciones  comerciales conCenen más  de  una  enzima debido a  que  la  degradación  de los 

polisacáridos  de origen vegetal, entre  ellos  la  pecCna, involucra  una gran variedad  de  enzimas 

(Venkatesh  y Umesh‐Kumar, 2006).   Las  especies  más  usadas  para  la  obtención de  pecCnasas 

son: A. niger, A. carbonarius y A. foe:dus (Pandey y Ramachandram, 2006).

Para el  género Aspergillus, la  producción de  pecCnasas  extracelulares  por FS está  inducida  por 

la  presencia  de  material  pécCco en la  composición del  medio de culCvo  (Venkatesh  y Umesh‐

Kumar, 2006), e influye  sobre la  diversidad  y  canCdad de  enzimas  pécCcas, sabiendo además 

que la  producción  de pecCnasas  es  inducible  y  no  consCtuCva  (Arroyo,  2002).  Por  ello,  los 

inductores  que  se  añaden a  los  medios  de  culCvo  incluyen  fuentes  ricas  en  pecCna como 

cáscara de cítricos, pulpa de remolacha y de manzana  (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006).

Siendo México  un  país  rico  en productos  agrícolas, es  importante aprovechar los subproductos 

remanentes  de  la  industria, desarrollando  bioprocesos  orientados  al  aprovechamiento integral 

de  dichos  recursos,  disminuyendo  el   impacto  en  el   ambiente  por  el   desecho  de  residuos 

provenientes  de  estas fuentes  mediante  su uso para  la  obtención  de  subproductos  o como 

sustrato para la obtención de enzimas  con aplicaciones industriales. 
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El  presente  trabajo  realiza  una  evaluación  del  Cpo de  enzimas  presentes  en  un  CE  de   A. 

flavipes y tres  preparaciones  enzimáCcas  comerciales  para determinar si  existe la  presencia  de 

la  acCvidad de  enzimas  pecCnolíCcas  y otras    enzimas  involucradas  en    la  degradación de la 

pared celular y por tanto, en el aumento del rendimiento de la filtración del jugo de naranja. 

Se determinaron las condiciones  de  mayor producción de enzimas  pecCnolíCcas  a  parCr de A. 

flavipes  usando cáscara  de  limón  deshidratada  como fuente  de  carbono compleja,  rica  en 

pecCna. 

Posteriormente,  se   caracterizaron  tanto  el  CE  de   A.  flavipes  como  las   3  preparaciones 

enzimáCcas   comerciales   en   cuanto  a   los   niveles   de   producción  de   exopecCnasas, 

endopecCnasas, xilanasas, celulasas, y las pecCn y pectatoliasas. 

Una vez idenCficadas  las  acCvidades enzimáCcas de  mayor  importancia  de los  concentrados 

enzimáCcos, se  corrieron  geles  SDS‐PAGE y zimogramas  de acCvidad pecCnolíCca  y xilanolíCca, 

para  permiCr  la  visualización  idónea de  las  bandas de  proteínas  consCtuCvas  del  CE de  A. 

flavipes y de  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales, logrando la  idenCficación de  acCvidad 

pecCnolíCca  y  xilanolíCca por  la  presencia  de  bandas  caracterísCcas  en  los  zimogramas  de 

acCvidad. 

Por  úlCmo, se  hicieron pruebas de filtración  de  jugo de naranja  para  observar  el  efecto del 

tratamiento enzimáCco con cada  uno  de  los  concentrados y  se analizaron algunos  parámetros 

del     jugo para evaluar  la  acCvidad  de  las  enzimas presentes  y  explicar  cómo  influyen dichas 

enzimas en el aumento del rendimiento de extracción del jugo de naranja. 
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CAPÍTULO 2. Generalidades 

2.1 Los cítricos 

Se le da el nombre de cítricos a todas las especies de los géneros Citrus, Fortunnela y Poncirus. De 

estos  tres  géneros  el  que  ha  alcanzado  mayor  importancia  comercial   es  el  Citrus  (Baraona  y 

Sancho, 2000). Son árboles  o arbustos de hoja perenne, excepto las del género Poncirus (August, 

2003), y su crecimiento aunque intermitente, presenta alternancia de un periodo de crecimiento 

con uno de reposo. 

El género Citrus  se subdivide en dos subgéneros: Eucitrus y Papeda;  todas las especies culCvadas 

pertenecen  al  género  Eucitrus  ya  que  las especies  de Papeda  no  presentan  frutos comesCbles 

(Baraona y Sancho, 2000).

El fruto de los cítricos es un hesperidio (baya comesCble) con 1) una cáscara protectora (exocarpo) 

llamada flavedo de color verde‐amarillo‐anaranjado que presenta vesículas con aceites esenciales 

caracterísCcos,  2)  albedo  (mesocarpo)  o  parte  blanca  y  pomposa que  a veces  es  amarga  y  sus 

restos  se  uClizan  para  obtener  subproductos,  y  3)  la   pulpa  (endocarpo)  compuesta  de  varios 

segmentos o gajos divididos por una membrana (tpicamente  son diez  u once)  (Consejo Citrícola 

Mexicano, 2009),  las semillas se ubican en el ángulo interior y  cada segmento está lleno de pelos 

vesiculares, pedunculares,  fusiformes llenos  de jugo (Baraona y  Sancho,  2000)  que están unidos 

por un filamento vascular  a las paredes dorsales de los segmentos (August, 2003).

Los frutos cítricos de mayor interés  comercial son los siguientes: Citrus medica (cidra), Citrus limón 

(limón  agrio), Citrus  auran:folia  (lima), Citrus  auran:um  (naranja  agria),  Citrus  sinensis  (naranja 

dulce), Citrus re:culata (mandarina)  y Citrus  grandis  (toronja) (Baraona y Sancho, 2000). De entre 

los cítricos la naranja es el fruto más común y la más conocida en el ámbito mundial. 

2.1.1. Citrus sinensis L. Osbeck : Naranja dulce

La  naranja  es  un fruto cítrico comesCble proveniente  del  sureste asiáCco (Consejo Citrícola 

Mexicano,  2000)  perteneciente  a   la   familia  de  las  Rutáceas,  que abarca  a   las  especies  de 

cítricos de mayor interés comercial (August, 2003). 

Existen muchas  variedades de naranja  alrededor del  mundo,  pero las  mas  comunes  son las 

naranjas  redondas: “Valencia”, “Hamlin” ,“Pineapple”  y  “ShamouC”;  las  naranjas  de ombligo 

como las  “Moro” o  “Tarocco”; y  las  naranjas  de  baja  acidez como las  “Succari”. Dependiendo 

de  la  variedad culCvada,  la  forma  de la  naranja  será  redonda u oblonga  y el fruto  tendrá  o no 

semillas. El  color de  la  cáscara  del  fruto maduro  cambiará  de  verde a  naranja  pálido o naranja 
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intenso. Una  naranja  de  calidad debe  estar madura, su  cáscara  debe ser firme, turgente, tener 

una  textura  suave, y  su color  naranja  caracterísCco debe estar distribuido uniformemente  a 

través de toda la superficie del fruto. (Do Nascimento, 2008).

La  naranja  es  una  especie subtropical y no resiste  los  fríos  extremos.  El  factor  limitante  más 

importante para  su  producción es  la  temperatura  mínima,  ya  que no  tolera  temperaturas 

inferiores  a  ‐3°C. Necesita temperaturas cálidas  y humedad en el  suelo  durante el  verano para 

la correcta maduración de los frutos (Consejo Citrícola Mexicano, 2009). 

La  fruta  madura  experimenta un incremento gradual  de contenido de jugo,  un declive en  la 

acidez y sustancias  pécCcas, además  de un  incremento del  contenido  de  sólidos  solubles. (Do 

Nascimento,  2008)  De  hecho,  dependiendo de  la  variedad,  los  criterios  de madurez  de   la 

naranja  están definidos  por una  coloración tpica  y  por el  contenido de  jugo mínimo extraíble 

en  una  prensa manual  que  debe  representar del  30 ‐ 45% del  peso de  la  fruta  (FAO y OMS, 

2007). En cambio,  los  atributos  qsicos  y  sensoriales,  tales  como la  jugosidad, la  calidad de la 

cáscara,  el   dulzor,  y  la   textura   son   considerados   como  los   más  importantes   al   comprar 

naranjas.

El  desarrollo de  tecnología  de  producción citrícola  aunado  a las  propiedades  nutricionales  de la 

naranja  y  a  las   cualidades  de  su  sabor  y  aroma,  hacen  de  esta  una  fruta  muy  apreciada, 

posicionándola en la preferencia de los consumidores a escala mundial. 

2.1.1.1 Composición Fisicoquímica de la Naranja

La  composición de  las  frutas  puede estar muy influenciada  por   la  variedad y por su  madurez, 

por lo que los datos de las tablas que se muestran a conCnuación deben usarse como una guía. 

Tabla 1. Composición proximal de las naranjas de la variedad valencia.

Nutrimento Unidades Valor por 100 g
Agua g 86.34
Energía kcal 49
Proteínas g 1.04

Lípidos totales g 0.30
Cenizas g 0.42

Carbohidratos por diferencia g 11.89
Fibra, dietéCca total g 2.5
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  Adaptado de: (USDA, 2010).

Tabla 2. Composición química promedio de la porción comesCble de la naranja.

Medición Valor
Materia seca 14.3%
Azúcares totales 8.3%
Acidez Ctulableª 1.1
Fibra DietéCca 1.6%
PecCnab 0.59%
Cenizas 0.5%
pH 3.3

ªSuma de ácidos: cítrico + málico + tartárico    bLos resultados se expresan como pectato de calcio 

(Adaptado de: Berlitz, et al. 2009 y Sandhu y Minhas, 2006).

La  mayor parte  del agua  de  la  fruta  (75 ‐ 90%) se encuentra  en las  vacuolas, dando turgencia 

(rigidez de  textura)  al  tejido de  la  fruta  (Lozano,  2006).    Las  tablas  1  y  2  muestran  que el 

contenido de  materia  seca  de los  cítricos  está entre  el  10 y  20%. La mayor proporción de los 

componentes  está  dada por  los  azúcares,  polisacáridos  y  ácidos  orgánicos, mientras  que  los 

compuestos   nitrogenados   y  los   lípidos   están  presentes   en   canCdades   menores.  Los 

consCtuyentes  en  menor proporción incluyen  a  los  pigmentos, a  los  compuestos  que dan el 

aroma  que son muy importantes  para  la  calidad organolépCca, y a  las  vitaminas  y minerales  de 

gran importancia nutricional  (Berlitz, et al. 2009). 

Los  betacarotenos  y  algunos  carotenoides,  así  como los  precursores  de  la  vitamina A  están 

presentes  en  las  frutas  de  color  amarillo‐naranja  y  es  bien  conocido  que   los  cítricos  son 

excelentes  fuentes  de  vitamina  C  (Lozano,  2006).  Dependiendo de  la  variedad  culCvada,  las 

condiciones  de  culCvo  y las  condiciones  de manipulación de  postcosecha, las  naranjas  pueden 

tener  entre  31  ‐ 79 mg de  vitamina C y 71 microgramos  de betacaroteno por  cada 100 g de 

fruta fresca (Do Nascimento, 2008).
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Figura 1. Representación esquemáCca  simplificada de  los componentes principales de las frutas (Adaptado 

de: Lozano, 2006).

2.1.1.2 Producción de naranja en México

México  es   el  quinto  productor  de  cítricos   en   el  mundo.  Tiene  una  extensión  de  520  mil 

hectáreas  establecidas  en 23 estados  del  país, en los  que  se producen, aproximadamente, 6.7 

millones  de  toneladas  anuales con un  valor superior a  los  8,050 millones  de  pesos  (SAGARPA, 

2009).
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La   citricultura   mexicana   se  encuentra   concentrada  en  la   región   Golfo‐Norte   del   país, 

parCcularmente  en lo referente a  la  naranja  (Consejo Citrícola  Mexicano, 2009).  Es  el  tercer 

culCvo perenne  de mayor importancia  por su superficie  culCvada  después del  café  y de la  caña 

de  azúcar  y  se  obCene en  su mayor  parte  (cerca  del  70%)  en  Veracruz,  San Luis  Potosí  y 

Tamaulipas  (INEGI, 2007), y como se  puede  observar en la  Figura  2, es  el  cuarto producto  de 

mayor producción en México. 

Figura 2. Productos de mayor producción en México en el 2008 (Adaptado de: FAO, 2008)

La  naranja   “Valencia” es  una de las  variedades dulces  más  apreciada  comercialmente para  la 

extracción  de  jugo  porque  produce  un jugo  de  calidad  muy superior al  de otras  naranjas. En el 

año  2007 representó el  tercer culCvo de  mayor importancia  en el  estado de Veracruz (Consejo 

Citrícola Mexicano, 2009).

2.1.1.3 Consumo de naranja en México

En  México, el  consumo per cápita  de  la  naranja   por día  es  de 101.7 g, colocándose  entre  los  20 

países de mayor consumo en el mundo.

El  80% de la  producción de  naranja  obtenida  se  canaliza  al  mercado de  fruta fresca  debido  a 

que el  mercado mexicano consume la  naranja  principalmente  para  extraer el jugo en casa, lo 

que  causa  una   depresión   en  los   precios.  Aunado  a  esto,  la   sobreoferta   estacional   de 

producción  agravada  por  el  dominio de  la  variedad  “Valencia”  y  la  concentración  regional, 

permiten que  siempre existan excedentes  baratos  que  la  industria  suele  uClizar  y  como  la 

producción  de México es  casi  univarietal  por esta  variedad, se  asegura  que  el  jugo mexicano 
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sea de buena calidad (Consejo Citrícola Mexicano, 2009). 

El  jugo es  el  líquido extraído  de  las  células  de  frutas maduras  (Lozano, 2006). Y representa  una 

categoría  creciente  en el  mercado de  bebidas.  En  México,  el  consumo de jugo  de frutas  y 

bebidas  funcionales aumenta  de  6 a  7% cada  año, cerca  de 16 litros  per cápita  (Cano, 2006). El 

jugo de  naranja  es  el  jugo más  popular con el  60% del  jugo total  consumido (Boylston, 2007), 

ya  que está  posicionado en la  mayoría  de  los  consumidores  como un producto saludable y  lo 

incorporan a  la  dieta  diaria. Representó  el  60% del  volumen de ventas  en el  año 2008 dentro 

del   segmento  “100%  jugo”,  aunque  las  mezclas   comienzan  a   ganar  popularidad   (Consejo 

Citrícola Mexicano, 2009). 

2.1.2  El jugo de Naranja y su Proceso de Obtención 

El  jugo de  frutas  el  producto  líquido sin  fermentar,  pero  fermentable obtenido al  exprimir 

frutas  en buen estado, debidamente maduras  y frescas  o frutas  que se  han mantenido en buen 

estado   por  procedimientos   adecuados,  inclusive   por  tratamientos  de  superficie   aplicados 

después  de la  cosecha,  clarificado o no, y  someCdo al tratamiento adecuado  que asegura  su 

conservación en el  envase. No debe contener corteza y semillas, ni  materia  extraña  objetable.  

Dentro  de  las  caracterísCcas  sensoriales  se  debe cumplir con un  color caracterísCco semejante 

al  de  la  variedad empleada,    olor  caracterísCco  a  jugo de  naranja,  sabor  caracterísCco,  sin 

sabores  extraños   (Comité  ConsulCvo  Nacional   de  Normalización   de  Seguridad  al  Usuario, 

2009).

El  jugo está  compuesto  por agua, sólidos solubles  (azúcares  y  ácidos  orgánicos),  compuestos 

del  aroma y  del  flavor, vitaminas  y minerales,  sustancias  pécCcas, pigmentos  y  en un  grado 

menor de  proteínas  y grasas.    Los  azúcares  como la  fructosa, glucosa  y  sacarosa  combinados 

con ácidos  orgánicos  (siendo los  más  importantes  el  cítrico, el  málico y el  tartárico) le  dan a  la 

fruta su dulzor y acidez caracterísCcos  (Lozano, 2006). La  calidad y estabilidad de anaquel del 

jugo de naranja  para  la  industria  se  evalúa  como la razón entre  los sólidos  solubles  (grados 

Brix) entre el  nivel  de acidez (Consejo Citrícola  Mexicano, 2009), y entre  más  bajo  sea  el  valor 

obtenido, el jugo será de mejor calidad. 

El  proceso de  obtención  de jugo inicia con  la  preparación de la  fruta, que  involucra  el  lavado, el 

secado y la selección. Posteriormente se hace la extracción del jugo. 

Hay tres Cpos principales de extractores: (Lozano, 2006)
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(1) El  extractor de jugo de cítricos   de FMC Technologies, en  el  que  el  jugo  se extrae  de la  fruta 

entera  sin cortar  a  la  fruta en  mitades.  El  flujo de salida  transporta  el  jugo de la  cáscara,  la 

parte central y la emulsión de aceite.

(2) El  extractor de  Brown, en el  que  la  fruta  se corta  por la  mitad. Los  flujos  de salida  son el 

jugo de alto rendimiento y calidad, y el bagazo y la cáscara.

(3) La  prensa rotatoria, en la  que se corta  la  fruta  por  la  mitad y  el  jugo extraído  en cilindros 

rotatorios.

Más  del  75% de  procesadores  del mundo uClizan  la   tecnología  FMC,  que  funciona  de   la 

siguiente  forma:  cuando  las  copas  superiores  e  inferiores  comienzan a  acercarse  la  una  a  la 

otra, las  cuchillas  superior e  inferior cortan dos  agujeros en la  fruta  (Fig. 3a). Mientras  las  copas 

superiores  e  inferiores  siguen llegando juntas, se  separa  la  cáscara  del  fruto  (Fig. 3b). Las  frutas 

peladas se  mueven en el  tubo de filtro en  el  que se separan de  forma  instantánea  el  jugo de  las 

semillas y el resto de la fruta (Fig. 3c).

Figura 3. El extractor de jugo de cítricos FMC (Fuente: Lozano, 2006).

El  producto obtenido por prensado es  viscoso ‐debido a  la  pecCna  disuelta‐ y persistentemente 

turbio  ‐por los  fragmentos  de paredes  celulares en  suspensión‐. Cuando se añaden pecCnasas, 

la  viscosidad disminuye y  las  partculas  pueden eliminarse  fácilmente, dejándolas  sedimentar, 

centrifugando el  líquido  o filtrándolo. Por otra  parte, el  tratamiento aumenta  el  rendimiento 

en  jugo  de la fruta  prensada, pues  al  apretarla  se  forma una masa  semigelificada  que carece  de 

microcanales  por los  que pueda  fluir el zumo. Las  pecCnasas  destruyen el  gel  y dan lugar a  que 

el  líquido corra  libremente, mientras  los sólidos  remanentes, insolubles, forman una  pulpa  que 

es  fácil  de  prensar. Los  jugos  de  cítricos, deben  llegar turbios  al consumidor, por lo que se usan 
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las  mismas  enzimas   para   causar  un  efecto   contrario  al   aclaramiento.  Con  el   Cempo,  las 

pecCnas  de  alto  peso molecular Cenden a  precipitar    (Camperi,  et  al.  1996),  a  causa  de  la 

pecCnestarasa  endógena  que produce ácido  pécCco  que  se  agrega  y flocula  en presencia  de 

Ca2+ presente en el  jugo, pero si  se  trata  de  manera  controlada  con  poligalacturonasa  (Berlitz, 

et  al.  2009)  que  reduce  el  peso molecular  del  ácido  pécCco  se  evita  que  se  precipite  en 

presencia de iones divalentes, estabilizado la turbidez del jugo (Camperi, et al. 1996). 

Finalmente  se  preserva  el  jugo  por pasteurización, congelación, almacenamiento en atmósfera 

modificada o concentración y secado. 

Los  concentrados  de jugos  de fruta  son química  y microbiológicamente  más  estables  que los 

jugos,  y  los  costos  de almacenamiento  y  transporte  son menores.  Se pueden  obtener  por 

evaporación, congelamiento o por filtración a  altas  presiones. Sin  embargo  para  poder hacer la 

concentración  del  jugo hasta  un 36‐48% de  materia  seca se debe  degradar  a  la  pecCna para 

evitar altas viscosidades y estancamiento del gel (Berlitz, et al. 2009).

Por  lo  tanto,    de  forma  general,  la   fruta  puede ser  converCda  en  jugo  de acuerdo con el 

siguiente   esquema:  preparación    lavado    extracción     tratamiento  enzimáCco   

filtración  pasteurización/concentración  llenado/transporte. 

2.2 Polisacáridos en la pared celular de las plantas

Las  paredes  celulares  forman  una matriz extracelular única  y conCnua  a  través  del  cuerpo de la 

planta, y las  paredes  de  muchas  células  forman el  esqueleto de  los  tejidos  vegetales  (Schols  y 

Voragen,  1996).  La  matriz  celular  está  compuesta  de varios  Cpos  de  polisacáridos:  celulosa, 

hemicelulosa   y  sustancias   pécCcas   (Lozano,  2006),    así  como  de  proteínas   y  lignina   en 

canCdades  variables, organizados  de  tal  manera que la  pared celular  es  químicamente  más 

estable  y  qsicamente   robusta,  pudiéndose  describir  como  un  gel   reforzado,  de  varios 

componentes.  Las   paredes   celulares  controlan  el   crecimiento  celular  y  actúan   como   una 

barrera estructural a la invasión de microorganismos (Schols y Voragen, 1996).
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Figura 4.  Estructura de la pared celular (Fuente: Soriano, 2004)

Los  atributos  de calidad  de frutas  y hortalizas  frescas  (ej. madurez, textura) y sus  caracterísCcas 

de  proceso en la  fabricación  de  alimentos  (jugos, néctares, purés, conservas) se  determinan en 

gran medida por las  paredes  celulares  de las   materias  primas  vegetales, porque influencian las 

caracterísCcas   de  extracción  de   los   componentes   importantes  como  la   pecCna,  azúcares, 

aceites,  proteínas,  etc.  El   conocimiento  detallado  de  los   principales   componentes  que 

conforman las  paredes  celulares  y de  la  ultra‐estructura  de  la  pared celular es  importante para 

controlar y mejorar el  procesamiento y la  uClización de productos  vegetales  (Schols  y Voragen, 

1996).

2.2.1 Celulosa

La  celulosa  es  el biopolímero más abundante  sobre  la  Cerra. Se  produce principalmente  por las 

plantas  superiores. y forma  parte  de la  pared celular primaria  y secundaria. De hecho, la  pared 

celular  de las  plantas  es  referida  como pared celulósica  aunque  sólo representa  el 20% de la 

pared  primaria,  pero  su  función  es  muy  importante   ya   que  todas   las   paredes   celulares 

dependen de  las  microfibrillas  de  celulosa  para mantener la  fuerza  de tensión (Albersheim, et 

al. 1996).

Químicamente  es   un   homopolímero  que   consiste   hasta   de   1000  unidades  de 

anhidroglucopiranósido unidos  por enlaces  β‐(1,4).  Sin embargo,  su  estado qsico  lo hace  un 

sustrato muy diqcil  para  las  enzimas. Los polímeros  de  glucosa  están  empaquetados  uno  sobre 

el  otro  formando un material  fibrilar  altamente cristalino en el  que  las  cadenas  de  celulosa 

individuales   se manCenen  juntas  por  puentes  de  hidrogeno.  Las  microfibrillas  de  celulosa 
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también conCenen  regiones  amorfas y  su canCdad depende de  la  fuente  (Tenkanen,  et  al. 

2003).

2.2.2 Hemicelulosa

La   hemicelulosa  esta   formada   por  una   serie   de   matrices   con   entrecruzamientos   de 

heteropolisacáridos. que incluyen una  variedad de  glucanos, mananos, arabinanos, galactanos, 

xilanos  y lignina, un polifenol complejo  (Biely, 2003). El  xiloglucano y el  arabinoxilano son dos 

hemicelulosas  que  forman parte  de los  componentes  de  la  pared celular primaria, aunque su 

proporción  varía   de   planta  a   planta.  La   tercer  hemicelulosa  es   el   glucomanano  o 

galacturomanano (Albersheim, et al. 1996).

Las  microfibrillas  de  la  pared  celular  no  pueden agregarse debido  a  que su  superficie  está 

cubierta  por hemicelulosas  que se  unen estrechamente  a  la  superficie de las  microfibrillas  de 

celulosa por medio de  múlCples  puentes  de hidrógeno,  creando una red, que  le da  muchas 

propiedades qsicas y biológicas a la pared celular. (Albersheim, et al. 1996).

Después  de  la  celulosa, el xilano es el  polisacárido más  abundante en  la  naturaleza. Forma 

parte de componentes de la pared celular de las plantas y es un polímero natural.

Muchas  especies  de hongos  son capaces  de  degradar xilano  ya  que producen y  secretan las 

enzimas xilanasas que degradan la hemicelulosa de la pared celular (Biely, 2003).

2.2.3 PecOnas y sustancias pécOcas

Las  pecCnas  o  sustancias  pécCcas  son nombres  colecCvos para  un  grupo de  polisacáridos 

estrechamente  asociados  y de  carácter aniónico (Schols  y Voragen, 2003) que Cenen  en común 

una   alta  proporción   de   residuos   de   ácido  galacturónico  (Schols   y  Voragen,  1996).  Están 

formadas   por  150‐1500  unidades  de   ácido   galacturónico  (Barret,  2005)  unidas  mediante 

enlaces  glucosídicos  α(14)  y  los   grupos  carboxilo   están  parcialmente  esterificados   por 

grupos metoxilo o neutralizados por iones sodio, potasio o amonio.  (Kashyap, et al. 2001).

Forman  la   segunda  red  de  polisacáridos   presente  en  la   pared  celular  de   las   plantas 

coexisCendo con la  red de  celulosa‐hemicelulosa  y sus  proporciones  varían  de  lugar a  lugar, 

incluso dentro de una misma célula (Albersheim, et al. 1996).
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Son los  componentes principales  de  la  lámina  media, una  capa delgada  de material  adhesivo 

extracelular  que se  encuentra entre la  pared celular primaria de  células  jóvenes  adyacentes, 

manteniéndolas unidas (Alkorta, et al. 1998).

Las  sustancias  pécCcas  comprenden del  0.5  ‐  4.0% del  peso seco de la  planta  (Singh, et al. 

2005).

2.2.3.1 Estructura de la pecOna (Modelos)

Después  de muchos  años  de  invesCgación, la  estructura  de la  pecCna  aún está  en bajo debate. 

Sin embargo  existen dos  modelos  principales, los  más  aceptados,  que describen su  estructura: 

el   modelo  de  las   regiones   lisas   y  ramificadas,  y  el   modelo  de   la   columna   de 

ramnogalacturonano. (Gruben y Vries, 2009).

En  el primer modelo, la  pecCna  está conformada por regiones  ramificadas  muy complejas que 

están  compuestas  de ramnogalacturonano‐I,  formado por  ácido  galacturónico  parcialmente 

meCl‐esterificado  (Wainwright,  1995),  con cadenas laterales  de  azúcares  neutros  (Gruben y 

Vries  2009) como ramnosa, arabinano,  galactonano, xilosa  y  fucosa  (Kashyap, et  al. 2001) y 

ácidos  urónicos  (Wainwright,  1995),  intercaladas  con regiones  lisas  de  homogalacturonano‐I 

meCl‐esterificado (Gruben y Vries, 2009).

Existe  otro modelo que coloca  al  homogalacturonano, formado  por unidades  lineales  de  ácido 

galacturónico, como una  cadena  lateral  del  ramnogalacturonano, al  igual  que las  cadenas  de 

azúcares   neutros.  La   localización  de   xilogalacturonano  con  respecto  de   la   del 

ramnogalacturonano‐I   es   indisCnta,  pero  puede  considerarse   como  intercambiable   con  el 

homogalacturonano.  La   principal   diferencia   entre   estos  modelos   es   la   relación  del 

homogalacturonano con respecto al ramnogalacturonano‐I (Gruben y Vries, 2009).
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Figura 5. Representación esquemáCca de  la pecCna. A) En el modelo de las “regiones lisas y ramificadas” la 

estructura  de  sostén  alterna  el  homogalacturonano  y/o  xilogalacturonano  (gris  claro)  con  el 

ramnogalacturonano  (gris  oscuro).  Las  cadenas  laterales  de  azúcares  neutros  (que  no  están 

representadas en  la figura) consCtuyen  la parte  ramificada de la molécula. B) En el modelo de  la 

estructura  de  soporte  del  ramnogalacturonano‐I,  el  ramnogalacturonano‐I   (gris  oscuro)  está 

decorado  no  sólo  con  cadenas  laterales  de  azúcares  neutros  (que  no  están  representadas en  la 

figura),  sino  también  de  homogalacturonano  y/o  xilogalacturonano  (gris  claro).  (Fuente: Ralet  y 

Thibault, 2009).

La  relación de ramnosa‐ácido galacturónico de la  pecCna  proveniente  de la  cáscara  de  cítricos  

es  de  1:31,  por  lo que  es  muy  evidente  que  existe  un exceso de  ácido galacturónico,  y  en 

consecuencia,  debe   haber  más   unidades   de   homogalacturonano  por  unidad  de 

ramnogalacturonano‐I. (Gruben y Vries, 2009).

La  pecCna  actúa  como inductor en  la  producción de  enzimas  pecCnolíCcas  y, debido a que  la 

cascara  de  cítricos  conCene un  una  canCdad apreciable  de pecCna  puede  ser  usada como 

sustrato para la  producción de  enzimas pecCnolíCcas  por los  microorganismos  (Dhillon, et al. 

2004).
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2.2.3.2 Propiedades y aplicaciones de las pecOnas

Tradicionalmente,  las   sustancias   pécCcas   han  encontrado  aplicaciones  en   la   industria 

alimentaria  al  ser los  componentes  gelificantes  más usados  (Alkorta, et al. 1998) debido a  su 

capacidad de  formar  geles  en determinadas  circunstancias,    aumentan  la  viscosidad de  las 

bebidas  y  también  se aplican extensamente  como estabilizadores  en  los  productos  lácteos 

ácidos. Los  especialistas  en alimentos  están interesados  en las  pecCnas porque  se  les  considera 

como fibra  dietéCca  y se  ha  demostrado que  pueden reducir los  niveles  de colesterol  en sangre 

(Schols y Voragen, 1996). 

En  las  células,  aparte  de su  función  como  lubricante,  o  de agente “adhesivo”  de  la  pared 

celular  de   plantas   superiores,  las   sustancias   pécCcas   también   están   involucradas  en  las 

interacciones  de los  hospederos  de  las plantas, en sus  patógenos, y  en la  textura  de frutas y 

vegetales durante su crecimiento, maduración y almacenamiento (Alkorta, et al. 1998).

Las  pecCnas se extraen a  escala  industrial  de residuos  convenientes  de  las  plantas  como de   la 

pulpa y la cáscara de los cítricos (Schols y Voragen, 1996).

2.3 Los hongos y la biotecnología

Los  hongos  son los  organismos   más  úCles en  la  biotecnología, por su importancia  económica. 

Los  hongos  filamentosos  son quimioheterótrofos  estrictos,  incapaces  de fotosinteCzar  y  por 

consiguiente, necesitan sustratos ricos en  energía  para  alcanzar sus  requerimientos  de energía 

y biomasa. Producen una  amplia  variedad de  enzimas  extracelulares  y pueden uClizar la  mayor 

parte  de  los   sustratos   orgánicos   que   existen  naturalmente.  Los  carbohidratos   son  las 

principales  fuentes  de  carbono,  siendo metabolizados para  proporcionar  energía  y  también 

actúan como precursores para síntesis de material celular (Wainwright, 1995).

En  general,  el   uso  comercial  de  los  hongos  en  diversos   sistemas  alimentarios   involucra   la 

cosecha  de   las  conidioesporas  asexuales  para   ser  usadas  como  inóculo  lo  que  permite   la 

adición  de  una  canCdad  precisa  de esporas  por unidad  de  volumen. Por razones qsicas obvias, 

es  más  diqcil  uClizar el  micelio como inóculo porque  se  complica  la determinación directa  de la 

canCdad de células (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006).
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2.3.1 El género Aspergillus

Desde  Cempos   ancestrales   las   especies   del   género  Aspergillus  se   han  uClizado   para   la 

preparación de alimentos  fermentados  por  su  habilidad  de  producir ácidos  orgánicos,  por  lo 

que no  es  de sorprenderse que  juegue un papel  tan  importante  en la  biotecnología. Fueron de 

los  primeros  organismos  fúngicos  culCvados  en medios arCficiales, y que  se  estudiaron por sus 

propiedades  bioquímicas,  además  de  ser  la   especie   de  hongos  más  común  en  el  medio 

ambiente del hombre (Samson, 1994).

Los  miembros  del  género Aspergillus se producen en diversos  hábitats. Los  más  comunes son 

saprofitos  del  suelo, pero también se  encuentran en los  en los  productos  alimenCcios, en los 

alimentos  almacenados   y en la  vegetación en descomposición, siendo  el  género dominante  de 

contaminación,    junto con Penicillium, por  su  capacidad de desarrollarse en condiciones  de 

baja acCvidad de agua y altas temperaturas (Smith, 1994). 

Frecuentemente   secretan  enzimas  extracelulares  que   rompen  las  moléculas   complejas   en 

formas  más  simples  que  puedan ser  absorbidas  por  la  hifa  (Hogg,  2005).  Gracias  al  elevado 

número de enzimas  que producen,  son  capaces  de uClizar  una  gran variedad de  sustancias 

para  alimentarse.  Desde  luego,  es  diqcil  encontrar  alguna  sustancia  que  contenga  materia 

orgánica y una baja humedad donde no puedan crecer (Díaz, 2001).

Al  ser hongos filamentosos, los  factores  extrínsecos  como el  agua, la  temperatura,  el  pH y  la 

composición de  gases  del  medio,  Cenen  una  gran   influencia  sobre  su  crecimiento  y  en   la 

biosíntesis  de  micotoxinas, que  está  limitada  a  algunas  especies. El  estudio del  efecto de los 

parámetros  fisiobioquímicos  puede  proveer  la  metodología  para  prevenir su  crecimiento y  la 

producción de micotoxinas en los alimentos (Smith, 1994). 

Las  especies  de  Aspergillus spp. que producen micotoxinas    de mayor preocupación   para la 

salud   y repercusión económica  son: A. flavus, A. parasi:cus, A. ochraceus, y A. fumigatus. Las 

micotoxinas   producidas   por  estas   y  otras   especies   pueden  ser  tóxicas,  mutagénicas,  o 

carcinogénicas (Calvo, 2005).

Aspergillus es  el  genero de hongos  más  estudiado  con respecto a  las  enzimas  pecCnolíCcas  y a 

sus  genes. Produce un amplio rango de  acCvidades  pecCnolíCcas  y Cene múlCples  genes  que 

codifican para dichas acCvidades (Gruben y Vries, 2009).
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Aunque  las  pecCnasas  son producidas  tanto  por bacterias, como por  hongos  filamentosos  y  

levaduras,  las  enzimas   producidas   por  el   género  Aspergillus  son   las   más   importantes 

(Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006).

2.3.1.1 Morfología e IdenOficación

Típicamente  las   especies   de  Aspergillus  producen   el   aspergillum,  un  conidióforo  de  hifa 

aseptada  que  termina  en  una  vesícula, sobre  la  que nacen las  células  del  conidióforo (fiálides  y 

métulas).  Las  fiálides  producen  conidios  en  seco,  formando diversas  ornamentaciones  con 

cadenas  largas  de pigmentaciones  variadas. Adicionalmente,  existen  otras  estructuras  tpicas 

como los  esclerocios, los  cuerpos  fructferos  y las  células  de  Hülle que  pueden ser producidas 

por  algunas   especies   del   género  Aspergillus  (Samson,  1994).  Se  puede   observar  estas 

estructuras haciendo una preparación en fresco  y observándolas   por medio de  un microscopio 

ópCco. 

Figura 6. Estructuras morfológicas del género Aspergillus. A‐B: conidióforos; C‐D: cabezas conidiales 

(Adaptado de: Abarca 2000).

Frecuentemente  se uCliza  el  color  y  el  diámetro  de  la  colonia  para  la  delimitación  de  las 

especies,  así  como  las   caracterísCcas   del  micelio   vegetaCvo,  el   exudado  (goCtas   sobre   la 

superficie  de  la  colonia),  y  el  pigmento soluble o  reverso de la  colonia  (coloración del agar 

circundante  a  la  colonia) (Samson, 1994). Aunque, además  de las  caracterísCcas  de  las  colonias 
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y  de  la  morfología  convencionales,  se  ha  uClizado  el  estudio  de  perfiles  enzimáCcos  para 

algunas  especies  aisladas, y  los  perfiles  de  los  metabolitos  secundarios  que han sido muy úCles 

para la sistemáCca de Aspergillus.

Sin  embargo,  para  determinar  la   relación   entre   diversas   especies   del   género  Aspergillus, 

resolver  ciertas  disputas  taxonómicas  y  para  diferenciar   algunas  especies  de caracterísCcas 

morfológicas   muy  similares,  se   realizan   estudios   por  métodos   moleculares  y  se  aplican 

sistemas de inmunoensayos enzimáCcos muy sensibles (Samson, 1994).

2.3.1.2 CaracterísOcas fisiológicas 

Los   ascomicetos   (tanto  hongos   como  levaduras)  incluyen  a   los   hongos   que  producen 

ascosporas. Los  hongos  de  esta  clase  Cenen paredes  cruzadas  completas   en sus  hifas  y por ello 

no  presentan   flujo   protoplásmico.  Todos   los   ascomicetos   producen  conidioesporas 

caracterísCcas, que se producen en cadenas  o racimos. La  coloración caracterísCca  (amarilla, 

café,  verde)  de  las   especies   del   género  Aspergillus  se   debe  a   la   coloración  de   las 

conidioesporas (Levin, 2006). 

El  criterio  principal para  la organización del  género y especies  de  esta  clase  es, la  coloración de 

la  colonia, la  observación del  crecimiento en masa, junto con  la  apariencia microscópica y  la 

vista   tridimensional   de   las   hifas   y  de   las   conidioesporas.  La  mayoría   de   los   ascomicetos 

produce  ascas  con  ascosporas   internas,  dentro  de   la   estructura   fructfera   conocida  como 

cleistotecio o como un peritecio (Levin, 2006).

2.3.1.3 Aspergillus flavipes

El  grupo  de  los  Aspergillus flavipes está conformado de una  sola  especie, sin  variedades. No 

representa  una de  las  especies  más  estudiadas,  pero entre  de  las  enzimas  degradadoras de 

polisacáridos  que producen las  cepas  de  esta  especie, se  han reportado las  α‐galactosidasas  y 

pecCnasas, destacando las  poligalacturonasas  del  Cpo endo y exo, y las pecCnliasas  (Martnez, 

2009).

La  cepa A. flavipes FP‐500 fue aislada por el Grupo de fisiología de hongos  filamentosos  de  la 

FQ  de  la  UNAM,  a  parCr  de  tomates  en descomposición.  Es  un hongo  que forma colonias 

blancas  (sin  pigmento) de  2 ‐ 3 cm de  diámetro, con aspecto aterciopelado y se adhiere  al  agar 

formando estriaciones y relieves en el medio de culCvo. 
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Figura 7. Imagen de una colonia de A. flavipes FP‐500 sembrada en medio PDA e incubada a 37ºC por 5 días.

Diversos  proyectos  de invesCgación han demostrado que  esta cepa  produce xilanasas,  α‐ y β‐

galactosidasas, así como diversos  Cpos de  pecCnasas, con producCvidades  y caracterísCcas  que 

las  hacen  compeCCvas  con respecto a  las  obtenidas  de  otras  especies  del  género Aspergillus 

(Martnez, 2009). 

Fig. 8.     Fig.9 

Figuras 8 y 9. 8) Morfología de una cabeza conidial de A. flavipes. 9) Micrograqa de una cabeza conidial de A. 

flavipes
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2.4 Enzimas usadas para la degradación de la pared celular

2.4.1 PecOnasas

Las  sustancias  pécCcas  son  degradadas de  forma  natural  por  las  enzimas  pecCnolíCcas.  La 

clasificación de  las  enzimas  pecCnolíCcas  está  basada  en  su  “ataque” sobre  la  estructura  base 

de galacturonano de la molécula de pecCna (Alkorta, et al. 1998). 

2.4.1.1 Clasificación  

En  general,  las  enzimas  que actúan sobre  las  sustancias pécCcas  se  pueden dividir  en  dos 

categorías: las  enzimas  despolimerizantes  y las  desesterificantes. (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 

2006).

Las  enzimas  despolimerizantes  rompen los  enlaces  α‐(1,4)‐glicosídicos  entre  los  monómeros 

de  ácido galacturónico en las  sustancias  pécCcas  por hidrólisis  (hidrolasas) o por β‐eliminación 

(liasas) (Alkorta, et al. 1998), despolimerizando la  cadena a  fracciones más  cortas  hasta  llegar 

al monómero de ácido poligalacturónico (Vasquez, et al. 2007).

Las  hidrolasas  han sido divididas  en  4 grupos: Las  endo‐ y exo‐ poligalacturonasas  que   actúan 

principalmente  sobre  los   pectatos  y  las  endo‐  y  exo‐  polimeClgalacturonasas  que  actúan 

principalmente sobre  la  pecCna  (Alkorta,  et  al. 1998)  Los  prefijos  endo‐ y  exo‐  denotan un 

patrón de  acción aleatorio o terminal, respecCvamente.

Las  enzimas  desesterificantes,    pecCnesterasas  son responsables  de  la  hidrólisis  de grupos 

éster‐metlicos   que  inducen  la   formación  de  metanol   y  por  ende,  también  se  producen 

pecCnas de menor metoxilo (Vasquez, et al. 2007). 

Las   pecCnas   saponificantes  comúnmente   referidas   como  pecCnmeClesterasas,  catalizan  la 

desesterificación  de los  grupos  metoxilo  de  la  molécula  de  pecCna  haciéndolas  suscepCbles a 

la acción de enzimas hidrolíCcas (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006). 

Las  pecCnaceClesterasas  remueven los  grupos  aceClo del  O‐2 y/o  O‐3 de  los  residuos  del  ácido 

galacturónico tanto en  el  homogalacturonano como en el  ramnogalacturonano (Benen, et al. 

2003)

Muchas   pecCnasas   como  las   ramnogalacturonasas,  arabinofurosidasas   e  hidrolasas  del 

xilogalacturano han encontrado aplicaciones  específicas  en la  industria  de procesamiento de 
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alimentos  debido  a  su  habilidad  de  actuar  sobre  ciertas  regiones  de  la  pecCna  (Venkatesh  y 

Umesh‐Kumar, 2006).

En  las  frutas  no maduras, la  pecCna  existe  en forma  de  protopecCna, dándole  a la  fruta  una 

estructura   firme/dura.  Durante   la   maduración,  las   protopecCnas   son  metabolizadas   en 

moléculas  más  pequeñas  (Nip,  2006)  por  las protopecCnasas,  enzimas  que  solubilizan  a   la 

protopecCna,  es  decir,  liberan  pecCna  polimerizada  altamente   soluble   de  la   protopecCna 

dándole a las  frutas  una textura  más suave  (Alkorta,  et  al.  1998).  Están  clasificadas  en dos 

Cpos, las  de  Cpo  A que  reaccionan con la  región de  ácido poligalacturónico  de la  protopecCna  y 

las  del  Cpo B que  reaccionan  con las  cadenas de polisacárido que  pueden estar  unidas a  la 

cadena de acido galacturónico y a los consCtuyentes de la pared celular. 

Figura 10. Estructura principal de la molécula de pecCna y siCos de acción de las enzimas pecCnolíCcas 

(Fuente: Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006).

2.4.1.2 Producción de PecOnasas por Fermentación Sumergida (FS)

La  FS es la  técnica  más  uClizada para  producir una  gran variedad de productos   parCr de una 

amplia gama de microorganismos disponibles. 

La  acCvidad de  agua del  medio es  alta,  haciéndola  vulnerable  a  la  contaminación  si  no se 

manCene  un ambiente asépCco  adecuado.   Si se  uClizan altas  concentraciones  de  sustrato se 

pueden   presentar  problemas  reológicos.  La   transferencia   de  gases   a   la   fase  líquida   es 

Pectinmetilesterasa Pectatoliasa

Poligalacturonasa
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usualmente  un factor limitante, pero  debido a  una  buena  homogeneización, la  limitación de  la 

difusión de nutrientes no se considera en la FS (Levin, 2006).

El  medio usado para  la  FS  conCene una canCdad de  ingredientes relaCvamente grande,  se 

uClizan medios de  culCvo sintéCcos  o medios  basados  en sustratos  naturales  complejos  con 

una  alta  concentración de pecCna  como la  pulpa  de  remolacha,  cáscara  de limón, pulpa de 

henequén, desechos de manzana, etc. (Díaz, 2001).

Los  residuos  agroindustriales  tales  como la  pulpa  de  manzana, residuos  de cítricos  (cáscara de 

limón  y de  naranja), fibra  de  soya, bagazo  de  caña  de  azúcar, salvado de trigo, pulpa de café, 

entre  otros, son usados  como  sustratos  para  la  producción  de  enzimas  pecCnolíCcas (Pandey y 

Ramachandram, 2006).  

2.4.1.3 PecOnasas Comerciales

Las  enzimas pécCcas  comerciales  (pecCnasas) y  otras  enzimas  son ahora  parte  integral  de la 

tecnología  de  jugos  de  frutas. Las  preparaciones  de  pecCnasas  comerciales  disponibles  usadas 

en  el  procesamiento de  frutas, a  menudo conCenen una  mezcla  de enzimas:  pecCnesterasas, 

poligalacturonasas,  y  pecCnliasas  (Lozano, 2006).  Aunque  por razones  económicas  obvias, es 

muy  diqcil   encontrar  información  confiable  acerca  de   la   producción  de   enzimas  pécCcas  

(Alkorta,  et  al. 1998). Sin  embargo,  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales  pueden tener 

acCvidades  pécCcas  de  PG,  PL,  PE  y  otras   como  las  hemicelulasas,  celulosas,  proteasas  y 

amilasas (Mutlu, et al. 1999).

2.4.1.4 Aplicaciones de las pecOnasas

Las  pecCnasas  están  involucradas  en  la  degradación  de la  pared  celular.  Por  lo que     estas 

enzimas  proveen una  buena  alternaCva al  procesamiento químico.  Sus  mayores aplicaciones 

involucran a  la  industria  de  las  bebidas  debido a  su  habilidad  de  mejorar el  prensado  de  las 

frutas y la clarificación de los jugos de frutas (Venkatesh y Umesh‐Kumar, 2006).

 En  el  tratamiento enzimáCco de  clarificación de jugos, se  lleva  a  cabo la  despecCnización para 

poder concentrar el  jugo sin  interferencia  de agentes  gelificantes  y  sin desarrollo de  turbidez 

(Lozano, 2006). La  pecCna  forma  un  recubrimiento sobre  las  proteínas  en  suspensión. En un 

ambiente  ácido, las  moléculas  Cenen una  carga  negaCva  lo que causa  que  se  repelan unas  a 

otras. Las  enzimas  pecCnolíCcas degradan a  la  pecCna  y  exponen parte de  las  proteínas  que 
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posiblemente  están   cargadas  posiCvamente.  Mientras   la   repulsión  electrostáCca   de   las 

partculas   que  causan  la   turbidez  disminuye,  se   van  agrupando  y,  eventualmente  se 

sedimentan (Lozano, 2006) y así es más fácil producir concentrados de alta densidad.

El  tratamiento enzimáCco  de la  pulpa  de frutas  blandas  permite  una mejor liberación del  jugo y  

también se  uCliza  para incrementar el  rendimiento  de obtención de  aceite, en el  olivo  y en el 

coco.

En  la  maceración de frutas  y vegetales  se  uClizan  para  obtener las  bases de  néctar y alimentos 

para bebé (Lozano, 2006).  

En  la  licuefacción de frutas  y vegetales  se  usa  para  obtener productos  con un  alto contenido de 

sólidos   solubles.  Se  aplasta  el  material  para  obtener  una  pulpa  que  es   tratada  con  una 

combinación de pecCnasas y celulasas, después  de  cierto Cempo de  incubación, el  material  se 

convierte en un liquido  y  el  jugo se  recupera  por  decantación.  Después de obCene un jugo 

claro por ultrafiltración (Beldman, et al. 1996).

Otras  aplicaciones  en  las  frutas cítricas son  la preparación  de  los  agentes  de  enturbiamiento a 

parCr de la  cáscara de los  cítricos, la  limpieza de  cáscaras  antes  de  su uso en la  producción de 

dulces   y  mermeladas,  la   recuperación  del   aceite   de   la   cáscara  de   los   cítricos,  y  la 

despecCnización durante el lavado de la pulpa de cítricos. (Lozano, 2006).  

También   se  uClizan  para   la   producción  de  pecCna  de   bajo  metoxilo  para   alimentos  de 

diabéCcos y para la eliminación de la “turbidez” de los vinos. 

2.4.2 Hemicelulasas

La  degradación de  la  hemicelulosa  se  lleva  a  cabo por hidrolasas  tanto por vía  endo como por 

vía  exo. La especificidad del  sustrato  dependerá  del  Cpo de  monosacáridos  que consCtuyan las 

uniones   y  el   Cpo   de   enlace.  Estas   enzimas  están   presentes  en  las   plantas   y  en  los 

microorganismos, y actúan  frecuentemente junto con celulasas  (Berlitz, et al. 2009). Como el 

xilano es  el  consCtuyente más  importante  de  las  hemicelulosas, nos referiremos  a  las  enzimas 

hemicelulasas como a las enzimas xilanolíCcas.  

Fisiológicamente  las  enzimas xilanolíCcas  están presentes  en las  plantas  parCcipando    en el 

proceso  de  extensión  de  la   pared  celular,  división  celular  y  germinación  principalmente. 

Además  son componentes  importantes de  los  sistemas  enzimáCcos  para  la  licuefacción de 
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frutas  y vegetales, y para  la  clarificación de jugos, aunque  también Cenen aplicaciones  en otras 

industrias como en la del papel (Biely, 2003).

El   sistema  de   degradación  xilanolíCco  requiere  de   la   acción  de  muchas   enzimas   que   en 

conjunto  se  llaman sistema  xilanolíCco, y  entre  más compleja  sea  la  estructura  del  xilano  se 

requerirá   de  una  mayor  canCdad  de  enzimas  para   degradarlo.  La  enzima  crucial   para   la 

despolimerización  del   xilano  es   la  endo‐β‐1,4‐xilanasa  que  ataca   la   cadena  principal   más 

rápidamente  en regiones  no  susCtuidas  generando oligosacáridos  ramificados  y esterificados. 

Los  susCtuyentes de la  cadena  principal  son liberados por glicosidasas  o esterasas  como las  a‐

L‐arabinofurosidasas, α‐  glucuronidasas. La  β‐xilosidasa  ataca  los  oligosacáridos  de  xilosa de 

los   extremos  no  reductores   liberando  xilosa.  Asimismo,  las   hidrolasas   que  remueven  las 

cadenas laterales de xilano se denominan enzimas xilanolíCcas accesorias (Biely, 2003).

Figura  11.  Estructura  hipotéCca  del  xilano  y  las  enzimas  requeridas  para  su  completa  hidrólisis  (Fuente: 

DeBoy, et al. 2003).

2.4.3 Celulasas

Los  animales  no poseen enzimas  digesCvas  capaces  de  degradar  la  celulosa.  Sin  embargo, 

muchos  microorganismos,  incluyendo a  los  hongos  filamentosos  son capaces  de hidrolizar  la 

celulosa  a   oligosacáridos   y  eventualmente   a   glucosa,  que  pueden   usar  como  fuente  de 

carbono.  Para   lograr  la   degradación  de  la   celulosa  cristalina   insoluble   en  agua,  los 

microorganismos producen una mezcla muy compleja de enzimas que actúan sinérgicamente.

   Glucuronidasas

Feruloil 
esterasas

Endo‐xilanasas

    
Acetil xilano 
estesasas

Arabinofuranosidasas
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Todas  las  celulasas  actúan  en el  mismo enlace  β‐1,4 entre dos  unidades  de  glucosa  anhidra, 

pero difieren  en el  siCo de ataque a  la  cadena  de celulosa.  Las endoglucanasas actúan  en 

medio  de la  cadena  de celulosa, mientras  que  las  exoglucanasas  actúan en  cualquiera  de los 

extremos   de  la   cadena   de   celulosa.  De   cualquier  forma   esta   clasificación  no  es   muy 

saCsfactoria  porque  algunas  exoglucanasas  poseen acCvidad endoglucanasa  (Tenkanen, et al. 

2003).

La  adición de  celulasas  se  uCliza  para  licuar  por  completo el  tejido de las  plantas  haciendo 

posible el filtrado del jugo sin necesidad de aplicar presión sobre la pulpa (Lozano, 2006).

Figura 12. Representación hipotéCca de la degradación de la celulosa (Fuente: Tenkanen, et al. 2003)

2.4.4 Importancia de las enzimas en la industria

Las   enzimas   de  origen  microbiano   presentan  aplicación  industrial   debido  a   su   elevada 

eficiencia   catalíCca,  a   que   su  uso  no  daña   el   medio   ambiente   y  a   su  alta   rentabilidad 

económica. Por este  moCvo existe  un renovado  interés  en susCtuir  los  procesos  producCvos 

convencionales por procesos  biotecnológicos  en los  que  están involucrados  microorganismos y 

enzimas  microbianas  tales  como pecCnasas, xilanasas, celulasas, mananasas, amilasas, lacasas 

y ligninasas; los  cuales no sólo proporcionan alternaCvas  económicas  viables, sino  que  además 

permiten el desarrollo de tecnologías respetuosas con el medio ambiente (Soriano, 2004).

             Región              Región
           cristalina           amorfa
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Aspergillus muestra  algunas  ventajas  para  la  producción industrial  de  enzimas: Cene  un alto 

nivel   de   producción,  presenta   buenas   propiedades  para   el   culCvo,  lo  que   posibilita  la 

producción   a   gran  escala,  sus   productos   son  generalmente   considerados   como  GRAS 

(Generally  Regarded   As   Safe),  lo  que   permite   su   aplicación  en   la   industria   de  alimentos 

(Contreras,  2003).  Aspergillus  sp.  también  produce  enzimas   como   lipasas,  pentosanasas, 

proteasas, β‐glucanasas, glucoamilasas y glucosa oxidasa (Wainwright, 1995).

2.4.5 Importancia de las enzimas en el mercado mundial

Se sabe  que  la  venta  de las  enzimas  industriales  representó un billón de  dólares  en el  mercado 

mundial en 1995, de  los cuales, 75 millones  fueron generados  por pecCnasas, y para  2005 se 

esCmó que  el  mercado mundial  de enzimas  industriales  alcanzaría   los 1.7  –  2  billones  de 

dólares  (Kasyap, et al. 2000) dejando muy clara  la  creciente  aplicación  e importancia la  de la 

producción enzimas para el sector industrial.

Este  desarrollo  ha  disparado   la  creación  de  leyes     y  regulaciones  para   asegurar  tanto  la 

seguridad del consumidor como el comercio justo. (Praaning, 2003).
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CAPÍTULO 3. JusOficación 

Debido   a   la   importancia  del   procesamiento  de   frutas   para   su  preservación  y  posterior 

consumo, y  a  la  necesidad de  la  industria  por hacer más  eficientes  los  procesos,  se  uClizan 

enzimas   que   permiten  obtener  mayores   rendimientos   durante   la   extracción  de  jugos   y 

néctares, y para mejorar sus caracterísCcas qsicas, químicas y organolépCcas. 

Las   pecCnasas   son  ampliamente   usadas   para   hidrolizar  a   la   pecCna,  así  como  flocular  y 

sedimentar  las  sustancias  que causan la  turbidez, mejorando la  filtración  y  estabilidad de los 

zumos  y  de  sus  concentrados.  Su  aplicación es  de  tal   importancia,  que  conCnuamente  se 

estudian  y  mejoran  los   microorganismos   responsables   de   su  producción,  obteniendo 

acCvidades  enzimáCcas  cada  vez más  altas  y mezclas  más  específicas, lo  que  aumenta  el  valor 

comercial de las preparaciones enzimáCcas disponibles en  el mercado.  

A. flavipes  ha  demostrado tener una  gran capacidad de producción de enzimas  pecCnolíCcas,  

convirCéndose  en un productor potencial, que con estudios  y mejoras futuras  podría  adquirir 

importancia  en la  industria de producción  de  enzimas de gran valor económico en la  industria 

de procesamiento de jugos y frutas. 
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CAPÍTULO 4. ObjeOvos

4.1 ObjeOvo General

Evaluar  efecto de las  pecCnasas  producidas  por A. flavipes FP‐500 en el  tratamiento de  jugo de 

naranja y comparación con tres preparaciones enzimáCcas comerciales.

4.2 ObjeOvos ParOculares

•Evaluar el efecto del pH sobre la producción de pecCnasas producidas por A. flavipes.

•Evaluar  los   niveles  de  producción  de  exo‐  y  endo‐pecCnasas,  xilanasas,  pecCnliasas,  y 

carboximeClcelulasas producidos por A. flavipes.

•Comparación  de   los   perfiles   electroforéCcos   del   CE  de   A.  flavipes  con  el  de   las 

preparaciones enzimáCcas comerciales.

•Comparar  el   efecto   producido  por  el   tratamiento   de  jugo  de  naranja  con   pecCnasas 

producidas   por  A.  flavipes  y  con  preparaciones  enzimáCcas  comerciales   usadas   en  la 

industria de procesamiento de cítricos.
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CAPÍTULO 5.  Materiales y métodos

5.1 Microorganismo

Se usó   la  cepa  de Aspergillus  flavipes  FP‐500  y  se   incubó  en  agar  dextrosa  y  papa  (PDA) 

adicionado con agar bacteriológico  al  0.5% (p/v) a  37°C por 96 horas, resembrando cada  tres 

semanas por picadura  y extensión masiva  para  su conservación  y posteriormente se  mantuvo 

en refrigeración a 4°C.

5.1.1 Preparación del inóculo: suspensión de esporas 

Para la preparación de la  suspensión de  esporas  se  uClizaron  cajas  de medio  PDA resembradas 

con el  microorganismo A. flavipes FP‐500, incubadas  a  37°C por 96 horas. Se  usó una solución 

isotónica  al  0.9% de  NaCl (p/v) con Tween  80 al 0.05% (v/v) para  liberar mecánicamente  las 

esporas  mediante   un   raspado  superficial   de  las   colonias   con  un  asa  Drigalsky  estéril.  La 

suspensión obtenida  se  centrifugó a  500 rpm, descartando el  sobrenadante   y posteriormente 

se adicionó un volumen de solución salina‐Tween 80 equivalente a  desechado y se  agitó para 

resuspender  el   botón  de   esporas.  Se   hicieron  dos  lavados   más,  centrifugando  y 

resuspendiendo en  nueva solución  salina‐tween 80,   todo en condiciones  asépCcas. Una  vez 

resuspendido el  botón tras  del  tercer lavado, se  tomó una  alícuota, se hizo una dilución 1/100 

y  se  determinó  la  concentración  de esporas  de  la  suspensión,  contando  al  microscopio  el 

número de esporas en una cámara de Neubawer. 

5.2 Composición del medio y condiciones de culOvo

Se usó un medio de  culCvo liquido compuesto por medio basal  (ver anexo A) con cáscara  de 

limón  al  2% (p/v) como fuente de  carbono compleja, ajustando el  pH a  3.0 antes  de esterilizar 

a 121°C,  15 psi por 20 min.

Se hizo  una  fermentación en lote  de  10 matraces de 500 mL  con 100 mL medio de  culCvo 

líquido (medio basal  con cáscara  de limón al  2% (p/v)), inoculando para  una  concentración final 

de  1X106  [esporas/mL de  medio de  culCvo], e  incubando a  temperatura  de  37°C con agitación 

de movimiento reciprocante a 200 rpm.

5.3 Obtención y concentración del filtrado libre de células  

Una vez finalizado el  Cempo de la  fermentación, se  filtró el  caldo  de  cada  uno  de  los  matraces 
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por  separado a  través  de  algodón separando  así  la  biomasa  y obteniendo el  filtrado libre  de 

células.

Se ultrafiltraron 805 mL del  FLC  (provenientes  de  los  10 matraces  de la  FS) en una  celda  de 

ultrafiltración  de  400  mL  usando una  membrana de  10,000Da,  con una  presión  de 40  psi 

obteniendo 37.5 mL de concentrado enzimáCco libre de células.

5.4 Métodos de análisis: Caracterización de los concentrados enzimáOcos

5.4.1 CuanOficación de proteína por el método de Bradford

En  tubos  de  ensaye  de 13X100 mm se agregaron 50 µL de  muestra, 150 µL de agua  desClada  y 

1mL  de reacCvo de Bradford. Después  de agitar  en el  vórtex  se  hicieron las  lecturas  en un 

espectrofotómetro a  una     longitud de  onda  de  495  nm,  calculando la  canCdad de  proteína 

total por medio de una curva patrón de  0 ‐ 250 µg/mL  de albúmina bovina sérica.

5.4.2 CuanOficación de acOvidad exo‐pecOnasa

Se preparó  la  mezcla  de  reacción   en  tubos  de  16x150 mm con 0.5 mL de solución de pecCna 

de  frutas  cítricas  al  1% p/v, 0.4 mL de solución  amorCguadora  de  acetatos 100 mM (pH=5) y 

100 µL  de FLC. La reacción enzimáCca  se inició adicionando  los  100 μL  de FLC  e  incubando 

durante  20  min  a  una  temperatura  de  45°C.  Una  vez  transcurrido el  Cempo se detuvo   la 

reacción  adicionando  2 mL de  reacCvo 3,5‐dinitrosalicílico  (DNS).  Se  incubó  en un baño  de 

agua  a  ebullición  por  5  min  y  se  añadieron  5  mL  de  agua  desClada.  Se  centrifugaron  las 

muestras  a  500  rpm  durante  5  min.  Se  determinó  la  absorbancia  de   las  muestras  a  una 

longitud  de onda  de  575 nm. En el  caso de  los  blancos  se  incubaron  sin muestra  y al  término de 

los  20 minutos  se incubación se añadieron primero los 2 mL de DNS y después  los  100 μL de 

FLC. Se  determinó la  acCvidad exo‐pecCnolíCca  parCr de  la  cuanCficación de  grupos  reductores 

liberados  por  la acCvidad enzimáCca  empleando una  curva  patrón de 0  ‐  1000 μg de  ácido 

galacturónico. La  acCvidad se expresa  en unidades  enzimáCcas  (U), definidas  como la  canCdad 

de enzima que produce un micromol de ácido D‐galacturónico en dichas condiciones.

5.4.3 Ensayo viscosimétrico para medir acOvidad endo‐pecOnasa

Se instaló un  viscosímetro  Cpo Cannon‐Fenske  No. 200 limpio  y  seco en un  baño   de  agua  a 
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30°C en posición verCcal. Posteriormente  se  pipetearon 10 mL de  sustrato en el  viscosímetro  y 

se mantuvieron  a  30°C  durante  5 min. A Cempo  cero se  adicionaron 0.5 mL  de solución de 

enzima  en el matraz de   sustrato, oprimiendo el  cronómetro (1) y se  mezcló vigorosamente. De 

inmediato  se pipeteó la  mezcla  de reacción. Se aplicó succión por el  tubo conectado al  capilar 

del  viscosímetro, hasta  que  la solución quedó arriba  del  menisco superior. Se  midió el  Cempo 

de  eflujo de  la  solución  al  atravesar los  meniscos  con el  cronómetro  (2). Al  mismo Cempo se 

registró la lectura  en  el  cronómetro para  el  Cempo de  reacción. Se succionó inmediatamente la 

mezcla  de reacción sobre el  menisco  superior  y  se midió nuevamente el  Cempo que  tarda  la 

solución en  atravesar los  meniscos  con el  cronómetro (2). Se registró de nuevo la  lectura  en el 

cronómetro  (1)  al   pasar  por  el  menisco  superior.  Se  repiCó   la  operación hasta  obtener  4 

determinaciones del Cempo de reacción. 

Se  preparó  un  blanco  de   sustrato  pipeteando  0.5  mL  de  agua  desClada  en  el  matraz  de 

sustrato y  se tomaron las  mismas  mediciones que cuando se agregó la  solución enzimáCca, 

calculando el promedio de los cuatro valores obtenidos.

También  se preparó un blanco  de  agua pipeteando 10.5 mL de  agua  desClada  equilibrada  a 

30°C  y  se  midió  el  Cempo de  eflujo   cuatro  veces,  calculando  el  promedio  de   los  valores 

obtenidos. 

Se calculó la  fluidez relaCva (Fr) y el  Cempo de reacción (Tn) en minutos  para cada  Cempo de 

reacción,  así como las  pendientes   entre las  4 determinaciones  y se  hizo  un  promedio que dio 

como resultado las  UFR/min.  Las  U/mL  se calcularon mulCplicando el  dato anterior  por  un 

factor de 20.  

5.4.4 CuanOficación de acOvidad xilanolíOca

Se determinó a  parCr de  la  cuanCficación de azúcares  por la  técnica  DNS empleando una  curva 

patrón de 0 ‐ 1000 μg xilosa. La  mezcla  de  reacción  se  preparó con 0.5 mL de  solución de  xilano 

de  abedul  al  1% (p/v), 0.4 mL de  solución amorCguadora de acetatos  100 mM pH=5.0 y 1 mL 

del  FLC. La  reacción enzimáCca  se  inició adicionando 100 μL de  FLC  e incubando durante  20 

min  a   una  temperatura   de  50°C.  Una   vez  transcurrido  el   Cempo  se  detuvo  la   reacción 

adicionando 1 mL de reacCvo DNS.  Se incubó en baño de agua a  ebullición por 5 min y  se 

añadieron  5 mL de agua  desClada. Se determinó la  absorbancia  de  las  muestras  a  una  longitud 

de  onda  de 575  nm en el  espectrofotómetro.  En  el  caso  de  los  blancos,  se   incubaron sin 



33

muestra  y  al   término  de  los  20 minutos  se  incubación  se  añadió  primero 1 mL  de DNS  y 

después  los 100 μL del  FLC. Se definió como una  unidad  enzimáCca  xilanolíCca  (U) la  canCdad 

de  enzima necesaria para  catalizar  la  producción de  un micromol  de  xilosa  20 minutos  de  las 

condiciones del ensayo.

5.4.5 CuanOficación de acOvidad de carboximeOlcelulasas

Se  determinó  a   parCr  de   la   cuanCficación  de   azúcares   reductores   por  la   técnica   DNS 

empleando una  curva  patrón  de 0 ‐ 1000 μg de  D‐glucosa. La mezcla  de  reacción se  preparó 

con 0.5 mL de  solución de  carboximeClcelulosa al  1% (p/v), 0.4 mL de solución amorCguadora 

de  acetatos  100 mM pH=5.0 y  1 mL  de FLC  libre de células. La  reacción enzimáCca se inició 

adicionando 100 μL  de  FLC  e  incubando  durante  1  h  a  una  temperatura  de 50°C.  Una vez 

transcurrido  el  Cempo se  detuvo la  reacción  adicionando 1 mL de reacCvo DNS. Se  incubó  en 

baño  de agua  a  ebullición por 5 min y se  añadieron 5 mL de  agua  desClada. Se determinó la 

absorbancia  de  las muestras  a  una  longitud  de  onda de  575 nm en el espectrofotómetro. En  el 

caso de los  blancos, se incubaron sin  muestra  y al  término de  la incubación se añadió primero 

1  mL  de  DNS  y  después   los   100  μL  de  FLC.  Se  definió   como  una   unidad  enzimáCca  de 

carboximeClcelulasas (U) a  la  canCdad de enzima  necesaria  para  catalizar  la  producción  de  un 

micromol de CMC en 1 hora de las condiciones del ensayo.

5.4.6 CuanOficación de acOvidad de pecOn y pectato liasas

Agregar a  un tubo  de  ensayo, 0.5 mL de solución amorCguadora  tris‐acetatos  100 mM pH=9.5 

con CaCl2  24 mM  y  0.5 mL  de solución de  pecCna  1% (p/v) pH=5.0,  el  pH de  la  mezcla  de 

reacción  será  8.8. Atemperar por 5 minutos  a  40°C y enseguida  añadir 200 μL del FLC  libre  de 

células,  mantener  la   reacción   en  un  baño  de   agua  a   40°C  durante   1h.  Inmediatamente 

transcurrido  el  Cempo detener  la  reacción  con 100 μL de  HCl  1N.  Posteriormente  hacer  una 

dilución 1/10, tomando 200 μL de la  mezcla  de  reacción y 1.8 mL de solución  HCl  10 mM,  la 

cual se  lee  a una  longitud  de onda  de 235  nm en  el  espectrómetro.  Con  las absorbancias 

obtenidas  se determinan las  unidades  enzimáCcas  (U), como la  canCdad  de  enzima necesaria 

para  formar  un micromol  de  producto por minuto de reacción. En el  caso de los  blancos, el 

filtrado enzimáCco se  agregó  después  de transcurrida  la  hora  de incubación, todo lo demás  se 

hizo de la misma manera que para la muestra.
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5.4.7 Obtención de geles de SDS‐PAGE y zimogramas 

La  preparación  de  los  geles  de poliacrilamida  con SDS de  8  x  8 cm se realizó en condiciones 

desnaturalizantes. La  electroforesis  se corrió con 5 μL de muestra  estandarizadas  a  50 µg de 

proteína para  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales  y con 101 µg de  proteína  para  el  CE 

de  A. flavipes. Se  corrió a  corriente  constante  (15 mA por gel) por 66 min a  través de  la  unidad 

de  geles  verCcales  de 1.5  mm Migthy  Small  SE‐245  (Hoefer  Sci  Ins  USA).  Después  de ese 

Cempo,  los geles  de  proteína (con el  marcador  de  peso molecular) se  sumergieron  en  una 

disolución de azul  de  coomasie R‐2050 al  0.025%, metanol al  40% v/v y ácido  acéCco al  7% v/v 

durante 30 min para  teñir la  proteína  y se  desCñeron con una  solución de  ácido  acéCco al 10% 

(v/v). En  cambio, los  zimogramas  de acCvidad  no se  Cñeron con azul de coomasie sino que  se 

incubaron a  37°C en  100 mL de  buffer de  renaturalización sin agitación durante  1h. Se decantó 

el  buffer  y  se  adicionaron  100  mL  de  solución  amorCguadora  de  acetatos  100  mM  pH=5 

incubándose  a 37°C por 30 min. Nuevamente  se  decantó  el  buffer y el  zimograma de  acCvidad 

pecCnolíCca  se  sumergió en  100 mL de solución  de  pecCna 1% (p/v) en buffer de  acetatos  100 

mM  pH=5 mientras  que  el   zimograma de  acCvidad  xilanolíCca  se  sumergió  en 100  mL  de 

solución  de   xilano  de  abedul   1%  (p/v)  en  buffer  de  acetatos   100  mM  pH=5,  ambos   se 

incubaron a     37°C  durante  30 minutos  más.  Se  decantó el  buffer,  se  eliminó el  exceso de 

pecCna  o de xilano con  agua  desClada  y  se  incubaron los  geles por  separado en 40 mL de 

etanol  al  96% a  temperatura  ambiente  durante 15 min. Se  reCró el  etanol  y  se lavó el  exceso 

con agua  desClada. Se rehidrataron en  100 mL de agua  desClada  durante  10‐15 min.  Para la 

Cnción se  sumergió  el  gel  de acCvidad pecCnolíCca  en 100 mL  de  una  solución de rojo  de 

rutenio durante  20 min y después  se lavó en agua  desClada dejándolo  en agitación suave para 

facilitar  el   lavado  del  colorante  haciendo  cambios  de  agua  periódicamente   hasta  que   las 

bandas  fueron visibles.  Para  el  zimograma de  acCvidad xilanolíCca  se sumergió el  gel en  100 

mL de  solución de rojo  congo durante 20 min y después  se  decantó la  solución de rojo congo y 

se le  adicionaron 100 mL de solución NaCl  1M durante  15 min  aprox.  ya  que las  bandas  se 

hicieron visibles  en  este Cempo y se  capturó  su  imagen en rojo  dentro de  la  siguiente media 

hora. Se sumergió en una solución de ácido acéCco 10% (v/v) para su mantenimiento. 

NOTA: Las muestras  cargadas  en  los  geles  fueron el  CE de  A. flavipes  dializado  durante  3 horas, 

y las preparaciones enzimáCcas comerciales que no fueron dializadas. 



35

5.5  Métodos: Caracterización del jugo de naranja

5.5.1 Obtención del jugo de naranja 

Las  naranjas  fueron adquiridas  en  la  central  de  abasto del  D.F.  comercialmente  maduras  y 

libres  de daños  qsicos, pertenecientes  a la  variedad “Valencia”  y  provenientes  del  estado de 

Veracruz.  El  jugo se  obtuvo  por presión manual  de  al  menos  17 kg de  naranja. Se   mezcló  bien 

y se dividió en lotes de 1 L para su tratamiento posterior. 

5.5.2 Determinación de pH 

Se  midió  el  pH  usando   un  potenciómetro  con  electrodo  de   vidrio   Marca  Corning  320 

previamente  calibrado con  soluciones amorCguadoras  de  referencia  marca  Hycel  (México) pH 

4.0 ± 0.01 y pH 7 ± 0.01. 

5.5.3 Determinación de acidez total

Se realizó  la  Ctulación volumétrica  ácido‐base de 7  mL de  jugo de  naranja  filtrado  con una 

solución valorada  de NaOH 0.0903N usando  dos  gotas  de  azul  de bromoCmol  como indicador. 

Se expresó la  concentración de  ácido  cítrico  en %, siendo el  ácido que  se  encuentra  en  mayor 

proporción. 

                                      VolKOH X NKOH X meqácido Z
          % acido Z =   ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐  X 100
                                         peso muestra (g)

donde los meq del ácido cítrico para los frutos cítricos es de 0.070 

5.5.4 CuanOficación de azúcares reductores directos 

En  tubos  de 16  x  150  mm se  adicionaron  100  μL  de  jugo diluido  1/10  y  900  μL  de  agua 

desClada. Se agregó 1 mL de  reacCvo DNS, se  incubó en  baño maría  a  ebullición por 5 min  y se 

añadieron  5 mL de  agua  desClada. Se  centrifugaron  las  muestras  a  500 rpm durante 5 min. Se 

determinó la  absorbancia de las  muestras a  una longitud de  onda  de  575 nm. No se  requiere 

de  la  preparación de blancos.  Se  determinó canCdad de grupos  reductores  empleando una 

curva patrón de 0 ‐ 1000 μg de ácido galacturónico. 
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5.5.5 CuanOficación de azúcares totales 

En  tubos  de  ensaye  de  22x175 mm se agregaron 0.5 mL de  la  solución  problema  cuidando de 

que se  tuviera una concentración máxima  de  0.1 mg/mL. Se  agregaron  0.5 mL de  fenol  al  5% 

(p/v).  Se  adicionaron  2.5  mL  de  ácido  sulfúrico   concentrado  con  una  pipeta   de   vidrio 

permiCendo que  el  ácido cayera  vigorosamente sobre  la  mezcla  de solución de  azúcares  y 

fenol.  Se  dejó  enfriar  a   temperatura   ambiente   y  después   de  agitó  en  vórtex.  Se  leyó  la 

absorbancia  de las  muestras  a  una  longitud de onda  de  490 nm. Se  determinó la  canCdad  de 

azúcares por medio de una curva patrón de 0 ‐ 100 μg de ácido galacturónico.

5.5.6 Determinación de sólidos solubles

Según  la  NOM‐173‐SCFI‐2009  los   sólidos   solubles  provenientes  de  fruta   son  cuanCficados 

como grados  Brix, por lo que  se  efectuó la  lectura  de  las  muestras  de  jugo  filtrado estabilizadas 

a 20°C con un refractómetro de mano Atagon 1‐E de escala 0‐32°Bx. 

5.5.7 Determinación de la claridad del jugo 

Se determinó la  absorbancia  de las  muestras  del  jugo  filtrado,   centrifugado 10 mL de jugo a 

500 rpm por 5 min y luego se midieron las  muestras  a  una  longitud de  onda  de: 660 nm, en un 

espectrofotómetro. 

5.5.8 Determinación de la viscosidad

Se midió la  viscosidad del  jugo en  un viscosímetro Cpo Cannon‐Fenske  No. 200 limpio y seco  

en  baño de  agua  a  30°C en  posición verCcal. Se  pipetearon 10 mL de  substrato y 0.5 mL de  HCl‐

agua  50:50 en el  viscosímetro y se  equilibró a  30°C durante 5 min. Se midió el  Cempo de  eflujo 

cuatro veces y se calculó el promedio.

Se calculó  la  velocidad de  reducción  de  la  viscosidad de  acuerdo con  la  siguiente  fórmula 

propuesta por (Singh, et al. 2005):  

A= (ta‐t)/(ta‐t0)*100

Donde,  A=velocidad de  reducción  de la  viscosidad, t es  el  Cempo de  eflujo de la  muestra, ta es 

el Cempo de eflujo de jugo al Cempo cero y t0 es el Cempo de eflujo del agua.
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5.5.9 Determinación de los sólidos insolubles en alcohol

Se pesaron 20 g de  jugo con pulpa  (sin  filtrar) y se  le agregaron 300 mL de agua  desClada para 

después  cocerlo  a  fuego bajo por 30 min. Se  filtró sobre  papel  filtro a  peso  constante y se  lavó 

con 10 mL de etanol‐agua  80:20. Se seó el  residuo a  37°C por  12 h. Se  expresó el  resultado 

como porcentaje en peso % (p/p). 

5.5.10 Determinación del peso residual 

Se secó el residuo de las  pruebas de filtración por corriente de flujo de aire   hasta alcanzar peso 

constante  (se usó  filtro  a  peso  constante)  y  se  expresó  el  resultado  como  porcentaje en  peso          

% (p/p).
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5.6 Esquema general de la metodología
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CAPÍTULO 6. Resultados y Discusión

El  presente  trabajo se desarrolló  en tres  partes. Durante la  primera  parte  (ver sección  6.1) se 

obtuvo un Filtrado Libre  de  Células  (FLC) por Fermentación  Sumergida  (FS) en lote con el  valor 

de   acCvidad   enzimáCca  más  elevado  posible  uClizando   a  A.  flavipes  como   productor  de 

enzimas  pecCnolíCcas.  Una  vez  obtenido,  el  filtrado se  concentró  por  ultrafiltración.  En   la 

segunda  parte  (ver  Sección  6.2)  se  hizo  la  caracterización  del  concentrado  enzimáCco  (CE) 

obtenido en la  etapa anterior y de  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales  (cuyos  nombres 

comerciales  no son mencionados para  resguardar el  trato de  confidencialidad del  proveedor); 

durante  esta   etapa   se  midieron  cinco  acCvidades   enzimáCcas   relacionadas   con  la 

transformación de  carbohidratos  complejos  presentes  en la  pared celular y también se  realizó 

la  electroforesis  de   los   concentrados   enzimáCcos  para  conocer  el  perfil  de   sus  proteínas 

consCtuCvas.  Asimismo, con  la  elaboración de zimogramas  se  idenCficaron las proteínas  del 

perfil  electroforéCco de  los  concentrados  que  presentaron acCvidad pecCnolíCca  o xilanolíCca. 

Finalmente, durante  la  tercera etapa  (ver  Sección  6.3) se  creó una  metodología  que permite 

analizar  el  jugo tratado enzimáCcamente  con  el  CE de A.  flavipes, así como responder  si  se 

facilita  la  filtración  del  jugo de naranja y en  qué  medida  lo hace  en comparación con enzimas 

pecCnolíCcas comerciales.
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6.1 Evaluación preliminar de los parámetros de culOvo para la producción de pecOnasas.

Se produjeron varios  filtrados  enzimáCcos por medio  de  fermentación  sumergida  conteniendo 

cáscara  de  limón como fuente  de carbono a  diferentes  concentraciones  y también a  diferentes 

valores  de pH. Se uClizaron condiciones  de  incubación  predefinidas  por el  grupo de Fisiología 

de   Hongos  Filamentos   que  han  demostrado  dar  valores  ópCmos   de   crecimiento  y  de 

producción  de  pecCnasas: temperatura  de incubación 37°C, agitación reciprocante  a  200 rpm, 

inóculo de 1X106 esporas/mL y Cempo de incubación de 72 h. 

A conCnuación se  muestran  las  condiciones y los  resultados  obtenidos  de  la  determinación de 

la capacidad enzimáCca de los filtrados para las diferentes fermentaciones realizadas.

Tabla 3. AcCvidades exo y endo pecCnolíCcas de los FLC obtenidos en diferentes condiciones.  

% Cáscara de limón  3% 3% 2% 2%
pH inicial del Medio Líquido 4.5 4.2 4.0 3.8
AcCvidad ExopecCnolíCca Filtrado [U/mL] 0.138 0.018 3.008 8.51

AcCvidad EndopecCnolíCca Filtrado [U/mL] 0.305 0.468 0.142 1.095

De acuerdo a  la  tabla  anterior,  la  canCdad  de cáscara  de  limón agregada al  medio pareció 

facilitar  la  producción de pecCnasas  cuando se añadió  en una  proporción del  2%. Durante la 

fermentación se observó que  los  matraces con 3% de  cáscara  de limón causan problemas  de 

heterogeneidad  en el  medio por la  adhesión y retención del  sustrato en la  parte superior de los 

matraces  obstaculizando parcialmente  la  aireación y por  tanto la oxigenación  del  medio. Por 

esta  razón  se disminuyó la  producción de  enzimas  pecCnolíCcas, y además se podría  favorecer 

la formación de otro Cpo de estadíos fisiológicos del hongo uClizado.  

Las  acCvidades  obtenidas  fueron en general  bajas, por lo que  se disminuyó  aún  más  el pH  de 

producción  de pecCnasas. Se  probaron dos  nuevos  valores  de pH, 3.0 y 3.5 y se compararon 

con los  valores  anteriores uClizados  de  4.0 y 4.2. Esta vez se uClizó un  nuevo lote  de cáscara  de 

limón  deshidratada  debido a  que el  primer lote  uClizado  se  terminó. Debido a  la  naturaleza  de 

las   frutas   el   nuevo  lote   debió   tener  caracterísCcas   ligeramente  disCntas   al   lote  uClizado 

anteriormente  en cuanto a  su  composición, lo que  repercuCó en al  pH natural  del  medio,  la 

canCdad de  pecCna  que conCene y  por tanto la  capacidad que Cene  de  inducir  la  producción 

de   enzimas   pecCnolíCcas.    En  otros   trabajos   (Venkatesh  y  Umesh‐Kumar  2006)  se   ha 
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encontrado que la  mayoría  de  las  pecCnasas  de origen microbiano se  producen  por debajo de 

pH=5.0,  y  el  grupo de  Fisiologia  y  Hongos  Filamentosos  ha  uClizado un pH de  4.2  para  la 

producción de pecCnasas con A. flavipes  en trabajos previos (Victoria, 2007; García, 2009).

La  mayor acCvidad exopecCnolíCca  en el rango de  pH evaluado se  encuentra  en pH 3.0 (Figura 

13).   Las  acCvidades  exopecCnolíCcas  en otros  valores  de  pH  son cercanas  pero  inferiores   a 

las  del pH 3.0. En cambio, la  acCvidad endopecCnolíCca en  pH 3.0 es  muy  superior  a  las  de 

otros  valores de  pH, y siendo ésta  la  de mayor interés  por estar relacionada  con la  disminución 

de la viscosidad, se uClizó un pH de 3.0 para producir el siguiente CE. 

Figura 13.  Evaluación del pH de producción de exo y endo‐pecCnasas en medio con cáscara de limón al 2%, 

37°C, 200 rpm con agitación reciprocante por 72h  (Cada barra del  gráfico representa el  promedio 

de datos por duplicado).

Por  los   resultados  obtenidos  es  posible  afirmar  que  el  pH  inicial  del medio  influyó  en  la 

producción   de  la   acCvidad  exo   pero  parCcularmente   en  la  producción  de  la   acCvidad 

endopecCnolíCca.  Según  (Martnez,  2009)  los   valores   de  pH  más   ácidos   favorecen  la 

producción   de  enzimas   exo‐pecCnolíCcas,  sin  embargo  esto  no  se   apreció  de  forma 

determinante   en  la  evaluación  del   pH  realizada   en  este   trabajo,  en   cambio   la   acCvidad 

endopecCnolíCca es claramente superior en los valores de pH cercanos a 3.0. 

Este  comportamiento es  congruente con las  pecCnasas  producidas  por los  hongos  saprofitos 

que se  caracterizan por tener pH ópCmos  ácidos, y se  producen y secretan  preferencialmente 

a condiciones ácidas de crecimiento (Martnez, 2009). 
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A parCr de  las fermentaciones realizadas  con anterioridad  se  dedujo  que la canCdad de  cáscara 

de  limón uClizada sería  del 2% y que  el  pH del medio sería  ajustado a  3.0. Se  llevó  a  cabo una 

fermentación con estas  nuevas  condiciones. Cabe mencionar que el  medio  fue ajustado a  3.0, 

sin embargo el  pH final  del medio  para  la  inoculación después  de  la  esterilización en autoclave 

fue de 3.2.  

En  la  tabla  4 se muestran los  resultados  obtenidos  de las  acCvidades  endo y exo‐pecCnolíCcas 

del  filtrado  obtenido,  concentrado 21.5x  veces  por  ultrafiltración.  Se incluyen  los  resultados 

del monitoreo a lo largo de su almacenamiento en congelación a ‐18°C  hasta su uClización. 

Tabla 4. Efecto del almacenamiento en las acCvidades endo‐ y exo‐pecCnolíCcas del CE.

Días de almacenamiento a ‐18°C
0 17 82

AcCvidad endopecCnolíCca del CE [U/mL] 585.53 407.52 267.76
AcCvidad exopecCnolíCca del CE  [U/mL] 225.23 132.45 588.44
Nota: El CE fue obtenido por ultrafiltración a parCr de un filtrado libre de células con  12.08 U/mL de 

acCvidad exopecCnolíCca y 20.68 U/mL de acCvidad endopecCnolíCca. 

Las  acCvidades pecCnolíCcas  obtenidas  para  el  nuevo CE de A. flavipes fueron muy  elevadas, 

tomando en  cuenta  que  el  CE  de las  primeras  fermentaciones  realizadas  tuvo una  acCvidad 

endopecCnasa   de   6.5  U/mL  y  ahora  el   nuevo  CE  obtenido  presentó   una   acCvidad 

endopecCnasa  de  585.5 U/mL, es  decir, noventa veces  más  acCvidad. Por ello, se  decidió  que 

fuera  usado para  las  pruebas  de  aplicación en jugo de  naranja  y  también fue  caracterizado 

junto  con las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales. Sin embargo, se  observa  que  durante el 

almacenamiento tanto la  endopecCnasas  como  la  exopecCnasas    van perdiendo acCvidad a 

pesar de  que  el  concentrado se mantuvo en congelación a  ‐18°C hasta  su uso. Con respecto a 

la  acCvidad exopecCnolíCca  determinada  en el  día  82 de  almacenamiento, que  evidentemente 

se sale  de  la  tendencia, se asume que  pudo haberse  incrementado por  la  sedimentación de 

una  fracción  desconocida  de  sólidos  que probablemente inhibieron  parcialmente la acCvidad 

durante los  primeros  días  de almacenamiento y que  una  vez removidos  permiCeron recuperar 

la acCvidad.

En  un futuro  sería  interesante  evaluar el  efecto del  almacenamiento en ultracongelación para 

estudiar cómo es que se modifica la estabilidad y acCvidad de las enzimas producidas.
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Se  sabe   que  la   limitada  estabilidad   al   almacenamiento  de   las   enzimas   en  formulaciones 

acuosas líquidas  debe  considerarse  como el  factor  limitante principal  para  la  aplicación  más 

extendida  de las  enzimas  (Luppo, et al. 2005) y es  frecuente  que  las  preparaciones  comerciales 

que conCenen  enzimas  aprovechen  la  ventaja  de  la estabilidad al  almacenamiento de  una 

enzima en estado seco como es el caso de la PEC‐A.

Si  en un futuro se  quisiera  conservar el  filtrado crudo enzimáCco como formulación  líquida  se 

requeriría  de  la  adición  de  altas  concentraciones  de  estabilizadores  miscibles  con  el  agua 

desCnados a  rebajar la  acCvidad  de  agua  de la  formulación,  ya  que  una  baja  acCvidad de  agua 

en  una  composición acuosa también es  ventajosa  para  prevenir el  crecimiento microbiano  en 

la composición (Luppo, et al. 2005).
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6.2 Caracterización de los concentrados enzimáOcos

Durante  la  segunda  etapa  se  llevó  a  cabo  la  caracterización del  CE  de  A.  flavipes  y  de  las 

preparaciones  comerciales  para  conocer  las  acCvidades  enzimáCcas  que presentan cada  una 

de  ellas. Se cuanCficó la  proteína  y se  estandarizó su  concentración para  comparar el  perfil  de 

proteína de los  concentrados mediante la  preparación  de geles  de  electroforesis. También se 

comparó  el  efecto de  la  aplicación  de los  concentrados enzimáCcos  para  el  tratamiento  de jugo 

de naranja. Los resultados obtenidos se muestran a conCnuación.

6.2.1 Determinación de acOvidades enzimáOcas

Se ha  demostrado que  la  pecCna  es  un  excelente  inductor  de  acCvidad exopecCnolíCca  en 

diversos  Cpos  de  culCvos,  sin   embargo  la   naturaleza  de   las   exopecCnasas  es   consCtuCva 

(Martnez, 2009). Debido a  que  la  cáscara de  limón Cene  un alto contenido de pecCna  (15‐21% 

en  base  seca  según (Madrigal,  et  al.  1996) se  espera  que al  uClizarla  como única fuente de 

carbono en un medio de FS se presenten buenas acCvidades exopecCnolíCcas para el CE. 

En  la  Figura  14  se  observó  la  acCvidad exopecCnolíCca  medida  por  la  liberación de  grupos 

reductores  (ácido galacturónico) debido  a  la  acCvidad enzimáCca.   La  PEC‐B es  la  que presentó 

mayor acCvidad, seguido  de la PEC‐A y por úlCmo de  encuentran la  PEC‐C y el  CE de  A. flavipes. 

Cabe  mencionar que  esta  determinación  no  permite conocer cuántas  y cuáles  con las  enzimas 

exopecCnolíCcas que están presentes en cada uno de los concentrados enzimáCcos. 

Figura  14.  AcCvidad  exopecCnolíCca  específica  de  los  diferentes  concentrados  enzimáCcos    para  una 

incubación a 45ºC durante 20 min.
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Con respecto  a  la  producción de  endopecCnasas, se  sabe que  es  inducible  y que la  pecCna es  el 

principal  inductor  (Martnez, 2009). Como la  pecCna  está presente  en  buena  canCdad  en  la 

cáscara  de  limón, se  esperaba  que hubiera  una elevada  producción de endopecCnasas  en el  CE 

de  A.  flavipes aunado a  que  hay  una influencia  clara  de los  valores  más ácidos  de  pH sobre 

dicha producción. 

Como se  puede  observar  en la  figura  15,    la  PEC‐C  tuvo una  gran acCvidad endopecCnolíCca 

dominando  a  todos  los  concentrados  enzimáCcos.  Dado que esta  acCvidad enzimáCca es  la 

más  importante en la  reducción de  la  viscosidad de  los  jugos  de frutas, se  esperaría  que  su 

aplicación en  el  jugo  de  naranja fuera muy posiCva para  el  aumento del  rendimiento. El CE de 

A.  flavipes  se   encontró  prácCcamente   a   la   par  con  la   PEC‐A  y  tuvieron   acCvidades 

endopecCnolíCcas  muy  aceptables, mientras  que la  PEC‐B y la  PEC‐C  presentaron acCvidades 

endopecCnolíCcas sobresalientes. 

Figura 15. AcCvidad endopecCnolíCca específica de  los diferentes concentrados enzimáCcos determinada a 

30ºC.

A. flavipes es  capaz de  producir  enzimas  xilanolíCcas  con fuentes  de  carbono complejas, y  la 

síntesis  de estas  enzimas  se  ve  fuertemente influenciada  por los  componentes  presentes  en el 

medio  de  culCvo (Álvarez, et al. 2003). Debido a  que  existen   hemicelulosas  en la  pared  celular 

de  la  cáscara  de  limón  y que la  producción de  xilanasas  es  inducida  por el  sustrato, se esperaba 

que hubiera producción de este Cpo de enzimas en el CE de A. flavipes. 

Como se  muestra  en la  figura  16 se observó  que  la  acCvidad  xilanolíCca  fue mejor para  la  PEC‐

B  seguida  de  la  CE.  Posteriormente  se  encontraron  la  PEC‐C  y  por  úlCmo  la  PEC‐A.  Cabe 
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mencionar  que esta determinación  no permite  conocer  cuántas  ni  qué  enzimas  xilanolíCcas 

están  presentes  en cada  uno de  los  concentrados  enzimáCcos,  sino la  liberación de  grupos 

reductores (xilosa) liberados por dicha acCvidad enzimáCca.

Figura 16. AcCvidad  xilanolíCca específica de los diferentes concentrados enzimáCcos cuanCficada para una 

incubación a 50ºC durante 20 min.

La  producción consCtuCva  de pecCn y pectatoliasas  no se  ha  reportado explícitamente en los 

trabajos  que  estudian  la  producción  de  pecCnasas  por  diversos  hongos.  Por  otro   lado  se 

considera  a  la  pecCna  y al  ácido  galacturónico  como inductores de  esta  acCvidad   (Martnez, 

2009).  Las  pecCn y  pectatoliasas  son  de gran  valor  para  la  despecCnización de  las  bebidas 

debido  a   que  no  producen  metanol  como  las   pecCnesterasas   que   llevan   a  cabo  la 

demetoxilación de la pecCna.

La  medición de  las  pecCn  y pectatoliasas  fue determinada  por medio de  la  formación de dobles 

ligaduras  entre el  C‐5 y el  C‐6 de las unidades de ácido galacturónico que  forman la  molécula 

de   pecCna.    En   la   Figura  17  se  observó  la  presencia  de  acCvidad  conjunta  de  pecCn  y 

pectatoliasas   en   todos   los   concentrados   enzimáCcos,  siendo   el   CE  de  A.  flavipes   el   que 

presenta  hasta  10 veces  más  acCvidad y  por tanto, el  que domina  a  todos  los  concentrados 

enzimáCcos. 
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Figura 17. AcCvidad específica de pecCn y pectatoliasas de los diferentes concentrados enzimáCcos 

cuanCficadas para una incubación a 40ºC durante 60 min.

Fue posible  determinar  la  acCvidad celulolíCca  de carboximeClcelulasas  en los  concentrados 

enzimáCcos  por medio de  la  cuanCficación de  la  liberación de  azúcares  reductores  (dextrosa) 

como resultado de la acCvidad enzimáCca. 

En  la  Figura  18    se  observó  que  la  acCvidad de  las  carboximeClcelulasas  presentes  en  los 

concentrados  enzimáCcos es  poco relevante  para  la  PEC‐A, PEC‐B y el  CE, mientras  que  para  la 

PEC‐C no se detectó acCvidad.

Figura 18. AcCvidad específica de carboximeClcelulasas de los diferentes concentrados enzimáCcos 

cuanCficada para una incubación a 50ºC durante 60 min.

Para calcular la  acCvidad específica  (Unidades  enzimáCcas  por mg de  proteína) fue necesario 

cuanCficar  la  proteína.  Se  uClizó el  método de Bradford que es  muy  sensible  y  Cene  como 
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ventaja el ser rápido y prácCco. 

Los  resultados  que  se  muestran en  la  Figura  19 indicaron que la  concentración de proteína de 

los  concentrados  enzimáCcos  es  suficiente  grande  como para  añadir  microvolúmenes a  los 

geles SDS‐PAGE y   para ser suministrados  en proporciones de ppm al jugo  de naranja  para su 

tratamiento. 

Figura 19. CuanCficación de proteína por el método de Bradford de los concentrados enzimáCcos.

Tabla 5. Resumen de las acCvidades enzimáCcas específicas y canCdad de Proteína del CE de A. 

flavipes y de las Preparaciones EnzimáCcas Comerciales

Enzima CE de A. flavipes 
FP‐500

PEC‐A PEC‐B PEC‐C

EndopecCnolíCca 13.3 14.2 52.2 125.2
ExopecCnolíCca 44.9 72.2 85.6 45.2
PecCn y pectatoliasa 24.9 2.1 2.7 5.7
Xilanasa 4.2 0.8 7.2 1.2
CarboximeClcelulasa 4.5 2.8 7.1 0.0
Proteína 20.2 32.8 44.7 88.1

Según se  describe en  la  Tabla 5, el  CE de A. flavipes  tuvo acCvidades  enzimáCcas  cercanas  y en 

algunos  casos  incluso mayores  que las  preparaciones  enzimáCcas comerciales, por  lo que  se 

esperaba  que al  aplicarlo  en  jugo  de  naranja  puediera  tener  un  buen  desempeño  para  el 

aumento del  rendimiento de filtración del  jugo, lo  que  se  estudió posteriormente en  la  Sección 

6.3. De  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales,  la  que  parece  que  podría  tener  el  mejor 
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desempeño  en   la   aplicación  de  jugo  de  naranja   en   la   PEC‐C  por  su  alta   acCvidad 

endopecCnolíCca. 

6.2.2 Perfiles ElectroforéOcos

Se corrieron  geles  SDS‐PAGE al  12% de  acrilamida  para  analizar los  concentrados  enzimáCcos. 

El  CE de A. flavipes  fue  dializado contra  buffer  de acetatos  pH=5 para  mejorar su estabilidad 

durante el  corrimiento del  gel.  Los  carriles  de  la  PEC‐A, PEC‐B y  PEC‐C  se  corrieron con  50 

microgramos  de  proteína  y el del  CE de  A. flavipes se corrió  con 101 microgramos de proteína 

para  permiCr  la  visualización  de  las  bandas  menos  evidentes.  Se  cargaron  3  series  de  las 

muestras, la  primera  se  uClizó para   la  visualización  de  las  bandas de  proteína  consCtuCvas  de 

los  concentrados  enzimáCcos. La segunda y  la  tercera  serie  fueron tratadas  para  observar las 

bandas  de acCvidad pecCnolíCca  y xilanolíCca, es  decir, se  elaboraron zimogramas  de acCvidad 

in situ. 

La  Figura  20a corresponde al  perfil electroforéCco  de proteína  por  lo que  se  observan  las 

proteínas   consCtuCvas   de   los  diferentes   concentrados   enzimáCcos.  Los   concentrados 

enzimáCcos  son diferentes  y  por  lo tanto  Cenen perfiles  de  proteína  disCntos  debido a que 

provienen de diferentes  microorganismos y es  muy probable  que hayan sido producidos  con 

diferentes  fuentes  de carbono. Sin  embargo, podrían tener algunas  proteínas  en común debido 

a que hay compaCbilidad en los pesos moleculares de algunas de las bandas.

El  carril  1  representa  al  marcador  de  peso molecular  de  bajo espectro con  proteínas  puras 

ubicadas  en  un rango de 14.4 ‐ 97.4 KDa. En el  carril  2 se presentó un  barrido  lo que indica  que 

hubo una  gran canCdad de proteínas  presentes,  y  se  logró observar  que hubo  al  menos  5 

bandas     suficientemente definidas  en un  rango  35‐60  KDa,  en  el  carril  3  hubo  una banda 

intensa  alrededor de los  46 ‐ 47 KDa  y muchas más poco intensas  a  lo  largo de  todo el  carril, en 

el  carril  4 hubo al  menos  tres  bandas  muy intensas  en el  rango de  31 ‐ 55 KDa, pero también 

hubo otras  menos  intensas  a  lo largo del  carril, finalmente  en  el  carril  5 hubo una  banda  muy 

intensa  en 46 ‐ 47 KDa y otras  más mucho menos  intensas  pero  muy bien definidas  por debajo 

de los 43 KDa. 

Fue notable  que  la  mayor parte de  las  proteínas  presentes  se encontraron en  un  rango de 30 a 

60 KDa, ya  que las  enzimas  de  mayor  interés  de este  estudio oscilaron  precisamente  en ese 

intervalo. Se  pudo  observar también  un  número variable de  proteínas  consCtuyentes  debido a 

que los  concentrados  tuvieron diferentes  orígenes  y  los  microorganismos uClizados  para su 
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obtención también fueron  disCntos, sin  embargo, hubo correspondencia  entre  algunas  de  las 

proteínas  presentes  en dos  o más  concentrados  enzimáCcos  lo que podría  indicar que pueden 

estar presentes  el  mismo Cpo de  proteínas  en algunos  casos  o simplemente  Cenen el  mismo 

peso molecular o uno muy aproximado.

En  la  figura  20b se muestra  el  zimograma  de  acCvidad  pecCnolíCca.  En  todos  los  carriles  se 

observan bandas   de  acCvidad de  pecCnasas  hidrolíCcas  caracterísCcas  entre  los  30 ‐ 50 KDa 

(halos  por degradación del  sustrato, es  decir degradación de  pecCna). Asimismo, la  presencia 

de  bandas  de  Cpo “mancha  oscura” presentes  en  los  carriles  6, 7  y  8 con  pesos  moleculares 

aproximados  entre  20 ‐ 30 KDa  podrían indicar la  presencia  de pecCnesterasas  debido a  que es 

caracterísCco del  ácido poligalacturónico el  teñirse  más intensamente que  la  pecCna.  En el 

carril 9 no parece haber presencia de pecCnesterasas.

Observando la  figura 20c  se  aprecia  que sí  existe  acCvidad xilanolíCca  en los  concentrados 

enzimáCcos  por que  están presentes  algunas  bandas de  acCvidad caracterísCcas.  En el  carril 

10, hubo  una  o varias  bandas  intensas  arriba  de  los  50 KDa. En el  carril  11 hubo  bandas  tenues 

alrededor de los  33 KDa  y alrededor de  los  67 KDa, también se  idenCfica  una  banda  más  oscura 

en  alrededor de los  46 KDa  y que  se  desconoce  el  moCvo  de  su  coloración intensa  pero  podría 

tratarse de  una  glicoproteína. En el  carril  12  también se  aprecian  bandas  en 25, 47,  58 ‐ 67 

KDa.  Finalmente  en  el  carril  13  se  observan  bandas  en  25  y  46  KDa.    A  conCnuación  se 

muestran las imágenes de los geles obtenidos.
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Figura 20. Geles SDS‐PAGE. a) Electroforesis SDS‐PAGE teñido con azul de Coomasie.  b) Zimograma de 

acCvidad pecCnolíCca teñido con rojo de rutenio. c) Zimograma de acCvidad xilanolíCca teñido con 

rojo congo. 

1)Marcador de peso molecular; 2,6,10) PEC‐A; 3,7,11) PEC‐B; 4,8,12) PEC‐C; 5,9,13) CE de A. 

flavipes.
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6.3 Aplicación de los extractos enzimáOcos en el jugo de naranja

Se realizó una  evaluación  de  las  caracterísCcas  del jugo de naranja  sin adición de  enzimas para 

conocer el  comportamiento  de las  enzimas  endógenas  que se  liberan de  forma  natural con la 

extracción del jugo. 

Posteriormente  se hizo el  tratamiento del  jugo de  naranja  con los  diferentes  concentrados 

enzimáCcos para compararlos entre sí y se analizó el jugo resultante de dicho tratamiento. 

6.3.1 Evaluación de las caracterísOcas del jugo de naranja

Se midió la  acCvidad pecCnolíCca  y xilanolíCca  de  las  enzimas  presentes  de  forma natural en  el 

jugo  de   naranja   para  definir  si   tendrían  algún  impacto  en  los   resultados   de  las  pruebas 

realizadas después del tratamiento enzimáCco del jugo. 

En  la  figura  21 se  observa  que las  enzimas  presentes de  forma  natural  en el  jugo de  naranja 

tuvieron  una  acCvidad exopecCnolíCca  de  16.5 U/mL y una acCvidad xilanolíCca  de 5.8 U/mL. 

Estas  determinaciones   se  hicieron  en  las  condiciones  estándar  del  Grupo  de  Fisiología   de 

Hongos  Filamentosos  que comprenden un  Cempo de  incubación de 20 min.   Sin embargo, se 

hizo  la  determinación de  las  mismas  acCvidades  en un  Cempo de 60 min para  conocer  su 

comportamiento en  un  Cempo de  incubación más  prolongado. Para  esas  determinaciones la 

acCvidad exopecCnolíCca  fue  de   19.1 U/mL y la  acCvidad xilanolíCca  es  de  7.9 U/mL, que son 

valores   que  representan  menos   del  3%  y  28%  respecCvamente  de   la   acCvidad  de   las 

preparaciones enzimáCcas comerciales con  menor acCvidad.

Con estos  resultados  se demuestra  que  las  enzimas  endógenas  de la  naranja  pudieron haber 

tenido un impacto  moderado en los  resultados  de  las  acCvidades  exopecCnolíCca  y xilanolíCca 

en las pruebas posteriores. 
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Figura  21.  AcCvidad  exopecCnolíCca  y  xilanolíCca  de  enzimas  presentes  de  forma  natural  en  el  jugo  de 

naranja.

Adicionalmente,   se  encontró una  longitud  de  onda adecuada  para realizar las  lecturas  de  las 

pruebas de  claridad  en el  jugo de  naranja. Se  hizo  una  exploración  espectrofotométrica  de  dos 

muestras  de jugo en  diferentes  diluciones,  una  tratada  enzimáCcamente  por  3  horas  y  un 

control  tratado con agua por el  mismo Cempo y ambos  a  una temperatura  constante  de  45°C. 

Esta  exploración  se corrió a  través  del  espectro en un rango  de  200 nm hasta 800 nm, y según 

lo  que  se  aprecia en   las  figuras  22  y  23  se  comprobó que  a  660  nm  no  existen  especies 

presentes  que  absorban cumpliendo con  lo  reportado por  Rai,  et  al.  2004.    Se  uClizó  una 

longitud  de  onda  de  660 nm para  hacer las mediciones  evitando que haya  interferencias y que 

los  valores  de  absorbancia   sólo  estén  dados  por  la  canCdad  de  solutos  presentes   en   las 

muestras. 

Figura 22. Exploración de 3 diluciones del control de jugo de naranja tratado por 3h a 45°C.
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Figura 23. Exploración de 3 diluciones de jugo de naranja tratado enzimáCcamente por 3 h a 45°C.

También  fue posible  observar un  incremento  en los  valores  de absorbancia  en las  muestras  de 

jugo  tratado  enzimáCcamente   con  respecto  al   control,  lo  que  es   indicio   de   que  la 

concentración de los azúcares en solución aumenta debido al tratamiento enzimáCco. 
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6.3.2 Pruebas de filtración y análisis del jugo de naranja

Como primer experiencia  con la  filtración del  jugo de naranja se hizo una  prueba  para  observar 

el   impacto  que Cene  el   tratamiento  enzimáCco  sobre  el  Cempo  de  filtración  y  así  poder 

establecer un Cempo  de filtración fijo para las pruebas posteriores. 

Se exprimieron  naranjas  maduras  y libres  de daños  qsicos parCdas  por la  mitad para obtener 

jugo.  El   jugo  se  dividió  en dos   lotes  con el  mismo  volumen  y  uno  se  trató   con  la  PEC‐C 

(200ppm) y al  otro se  le  agrego un volumen equivalente de  agua. Ambos fueron  tratados  por 

90 min. Al  jugo  tratado con agua  se le  considera  el  control. Una vez terminado el  tratamiento 

del  jugo, se  filtraron  por duplicado 100 mL de  jugo  de  cada uno de  los  lotes  a  través  de  papel 

filtro de cafetera hasta obtener 20 mL de jugo filtrado. 

Como se puede observar en  la  figura  24, el  jugo tratado con 200ppm de enzima   por 90 min 

tuvo una  filtración 3.28 veces  más  rápida  que  el  control, dejando  claro que sí hubo  un impacto 

posiCvo con el  tratamiento enzimáCco porque  se  disminuye  el  Cempo de filtración  de  jugo  de 

naranja en un 66.89% uClizando una de las preparaciones enzimáCcas comerciales.

Figura 24. Resultados de las pruebas de filtración. 

Con  los   resultados  obtenidos   de   las   pruebas   de   filtración,  se  sabe  que  el   tratamiento 

enzimáCco  con pecCnasas  disminuye  el  Cempo de filtración  y  con  tales  observaciones  se 

opCmizó la metodología de la siguiente parte experimental. 

Se planteó una metodología  para  la  medición  de  algunos  factores  como acidez total, claridad, 

azúcares   totales,  %  de   azúcares  insolubles  en   alcohol,  entre  otros.  Se   uClizaron  técnicas 
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confiables   y  reproducibles  para   su  medición,  tomando muestras   a   diferentes  Cempos  de 

tratamiento enzimáCco del  jugo  de naranja.  Se  hicieron  algunas  pruebas  iniciales  y  se  fue 

ajustando la metodología de acuerdo con las necesidades del experimento. 

Como primer paso  se  hizo  una  cinéCca de  3 h de  tratamiento enzimáCco muestreando  cada  45 

min para conocer el Cempo de tratamiento más adecuado.

En  la  figura  25  se  puede observar que  en el  intervalo de  0 ‐ 1.5 h de tratamiento hubo una 

tendencia  lineal  en el  aumento  de  la  canCdad  de  jugo  filtrado  con  respecto al  Cempo de 

tratamiento  enzimáCco.  Una  vez  que  se   sobrepasaban  los   90  minutos   de  tratamiento  la 

relación ya no  fue  lineal  llegando a  un  valor máximo que  se  hace  evidente a  parCr de  las  2.25 h 

de   tratamiento.  Por  el   hecho  de  mantener  cierta   linealidad  hasta   los   90  min,  se   uClizó 

posteriormente ese Cempo de tratamiento para el jugo.

Figura 25. CinéCca de Cempo de filtración del jugo de naranja con tratamiento enzimáCco a 45°C.

También  se  realizaron pruebas  para  verificar si  las  técnicas  uClizadas  para  el  análisis  del  jugo 

de  naranja  son  úCles  para  este  Cpo de muestra. Por ejemplo, se midieron azúcares  reductores 

directos  a  diferentes  Cempos  de tratamiento enzimáCco por el  método descrito  por (Dubois, 

et  al.  1956)  y  se   verificó  si   es   que   los   polisacáridos   fueron  hidrolizados   hasta   azúcares 

reductores,    lo   que  sería   un   indicador  de   que  la   pecCna  fue  hidrolizada   hasta   ácido 

galacturónico. 

En  la Figura 26  se observó un aumento  en  la  concentración  de  los  azúcares  reductores  con 

respecto  al   Cempo  de  tratamiento enzimáCco  lo  que  indica  que  el  tratamiento  sí  generó 

azúcares  reductores, principalmente ácido galacturónico, como resultado de la  hidrólisis  de  la 
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pecCna.  En el  caso del  control  se presentó un ligero aumento en la  concentración  de  azúcares 

reductores  que está     dado por  la  presencia  natural  de enzimas  pecCnolíCcas  en  la  materia 

prima.  

Figura 26. Azúcares reductores directos del jugo de naranja a diferentes Cempos de tratamiento enzimáCco. 

Una vez  definida  la  metodología  y  las  técnicas de  medición se  llevó a cabo el  tratamiento 

enzimáCco de  cinco lotes de  1 L  de jugo   a  una  temperatura  constante  de  45°C durante 90 

minutos.

Se estandarizó la  canCdad de enzima  usada  para  el  tratamiento enzimáCco  del  jugo  de acuerdo 

a   la   acCvidad  endopecCnasa   de   los   concentrados   enzimáCcos,  porque  al   ser  la   que 

despolimeriza  la  molécula  de pecCna  y por tanto la  que  disminuye  su  tamaño, se  esperaba  que 

tuviera mayor impacto en el aumento del rendimiento de filtración del jugo. 

Los  volúmenes  de  enzima  uClizados  para el  tratamiento enzimáCco  de cada  uno de los  lotes  de 

jugo se muestran a conCnuación: 

Tabla 6. Estandarización de los concentrados enzimáCcos uClizados

Enzima AcCvidad
Endo‐pecCnolíCca*

(U/mL)

CanCdad de 
enzima**

Volumen de 
agua (mL)

Volumen total usado para 
el tratamiento enzimáCco 

(mL)
PEC‐A 466.36 0.831g cbp 1 mL 1 mL
PEC‐B 2334.4 159 µL 0.841 1 mL
PEC‐C 11030.78 33.6 µL 0.966 1 mL

CE de A. flavipes  267.76 1000 µL 0 1 mL

*La acCvidad se estandarizó a  267.76 Unidades teniendo en cuenta la acCvidad del CE de A. flavipes
**CanCdad necesaria para tener 267.76 Unidades 
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Una vez estandarizada la  canCdad  de enzima  de  cada uno  de los  concentrados  enzimáCcos  a  

una   acCvidad  endopecCnolíCca  de   267.76  U/mL,  se  procedió  a   realizar  las  pruebas     de 

filtración y el análisis del jugo de naranja para un tratamiento de 90 min a 45°C. 

Durante   la  filtración  del   jugo  no  tratado  se  lleva   a   cabo   una  acumulación  de   sustancias 

pécCcas,  pero  también  de  otras   proteínas   y  fibras   presentes   en  el  jugo   sobre   el   filtro 

bloqueando sus  poros, por lo que  se  buscó reducir  ese efecto por medio del  uso  de enzimas 

pecCnolíCcas para aumentar la canCdad de jugo filtrado. 

En  la  figura  27 se puede observar que la  canCdad de  jugo filtrado después  de  90 minutos  de 

tratamiento enzimáCco fue mayor que  la  canCdad de jugo filtrado al  Cempo cero. Según los 

resultados  de   esta   prueba   la   PEC‐A  es   la   que  proporcionó  un   mayor  aumento  en   el 

rendimiento de  jugo con un  54.24%, seguida  del CE con un 46.61%, posteriormente el  PEC‐C 

con 38.98% y por úlCmo la  PEC‐B con un aumento en el  rendimiento  de  37.29%.    El  control 

sólo aumentó  su rendimiento un 5.36% lo  que  es  congruente debido a que no se  le  agregó 

enzima  y ese  pequeño incremento puede  ser explicado por las  enzimas  naturales  presentes  en 

la  naranja.  Por  lo que  el  aumento en el  rendimiento puede ser  atribuido principalmente  al 

tratamiento enzimáCco con los concentrados añadidos. 

Figura 27.  Pruebas de filtración del  jugo de naranja tratado con los extractos enzimáCcos a 45ºC durante 90 

min.  Cada valor es un promedio de 4 mediciones*. 

*  En  las  figuras  27  a  36,  la  línea  ubicada  en  el  extremo  superior  de  cada  barra  representa  la 

desviación estándar entre las réplicas. 
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Las  condiciones  ópCmas  de  clarificación  requeridas  para  el  jugo  son:  la  disminución de   la 

viscosidad  al  mínimo,  aumento   de  la   claridad  al  máximo  y  la   disminución  de  los   sólidos 

insolubles   en  alcohol   al  mínimo  (Rai   y  De,  2009)  por  lo   que   la   opCmización  puede   ser 

considerada como aceptable  si  se disminuyen  los  sólidos  insolubles  en alcohol  y la  viscosidad, y 

si se aumenta la claridad. 

Una forma  indirecta  de saber si  hubo un cambio favorable  en la  viscosidad del  jugo de  naranja 

es  midiendo la  velocidad de  reducción de la  viscosidad. Si  hay un aumento en la  velocidad de 

disminución  de  la  viscosidad (A), entonces  el  jugo de naranja  será cada vez menos  viscoso y de 

ser  así,  la  pecCna  que es  la  principal  responsable de  la  viscosidad del  jugo  estaría   siendo 

despolimerizada con  el  tratamiento enzimáCco.   Según los  resultados  expuestos  en la  figura 

28, sí hubo un aumento de la velocidad 

de  disminución de la  viscosidad para  todos  los  concentrados  enzimáCcos  lo que  indica  que 

hubo hidrólisis  de  pecCna por  la  acción de  endopecCnasas  presentes  en  los  concentrados 

enzimáCcos  y  que causaron un cambio  favorable (disminución) de la  viscosidad  del  jugo de 

naranja. 

Figura  28.  Determinación  de  la  reducción  de  viscosidad  del  jugo  de  naranja  tratado  con  los  extractos 

enzimáCcos a 45ºC durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*. 

Otra propiedad que  define  un tratamiento de jugo ópCmo es  la  claridad.  Los  jugos  extraídos 

son  usualmente  turbios  debido  a  las  partculas  de  la  planta  que  no son solubles  en agua  (fibras, 

celulosa, hemicelulosa, protopecCna, almidón  y lípidos) y macromoléculas  coloidales: pecCna, 
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proteínas,  fracciones   de  almidón   soluble,  etc.  Dependiendo  de  el   producto  final,  estas 

sustancias deben ser parcial  o  completamente  eliminadas  para  evitar su precipitación o que 

sean  causantes  de  turbidez,  así  como para  mejorar  los  atributos   sensoriales.  La  turbidez‐

opacidad  de  los  jugos de fruta  se  puede disminuir mediante el  tratamiento enzimáCco debido 

a  la eliminación de  la  pecCna cargada  negaCvamente  depositada en la  materia  en suspensión 

que podría causar turbidez debido a su coagulación (Raju y Bawa, 2006). 

El   jugo  de  naranja  analizado  se  pudo   considerar  como  clarificado  debido  a  que   tuvo  un 

tratamiento enzimáCco previo  a   la  filtración.  Se midió  la  claridad del  jugo  tratado con  los 

diferentes  concentrados  enzimáCcos y  se  encontró que se aumentó  la  claridad del  jugo con 

respecto  a  los  controles  en todos los casos  (Figura  29), lo que  indicó  que  se  puede esperar una 

mayor estabilidad del  jugo filtrado y también se  obCene  un jugo homogéneo visualmente  más 

atracCvo. 

Figura 29.  Determinación  de  la  claridad  del  jugo  de naranja  tratado  con  los extractos  enzimáCcos  a 45ºC 

durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Según  (Berlitz,  et  al.  2009),  el   pH  de   la   porción  comesCble  de   la  naranja   es  de  3.3  y  lo 

reportado por (Lozano 2006) es que el pH del  jugo de  naranja  puede  estar dentro de  un rango 

de  3.2‐3.8. Estos  datos  son congruentes  con los  resultados obtenidos  para  el  jugo  analizado. 

Según la  Figura 30, aún cuando se  aplica  un tratamiento enzimáCco el pH no se  modificó en 

ninguno de los casos. 
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Figura 30. Determinación del pH del jugo de naranja tratado con los extractos enzimáCcos a 45ºC durante 90 

min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*. 

Las   frutas   conCenen  ácidos  orgánicos   que  dan  el   gusto  ácido,  y  en  combinación   con  los 

azúcares  en solución le  dan el  sabor  caracterísCco a  las  frutas.  Las  naranjas conCenen ácido 

cítrico principalmente y una pequeña canCdad de ácido málico. 

En  la  Figura 31 se observó un  incremento en  la acidez total,  reportada  como porcentaje de 

ácido cítrico y en definiCva  este aumento no  fue causado  por una  adición de  ácido cítrico sino 

que hubo una  liberación de  ácidos  comparCmentalizados en el  tejido de la  fruta  y  que son 

disgregados por  el  tratamiento enzimáCco. También  hubo  liberación enzimáCca de algunos 

monosacáridos como el  ácido  galacturónico.  En  conjunto  estas  razones pueden  explicar  el 

ligero aumento en  la  acidez total del  jugo después  del  tratamiento. Cabe  mencionar, que a  los 

resultados  mostrados  en  la  Figura  30  se   les  restó  el  control  para  observar  únicamente  el 

efecto del tratamiento enzimáCco. 

Figura 31. Efecto del  tratamiento con los concentrados enzimáCcos a 45ºC  durante  90 min  sobre la acidez 

total del jugo de naranja. Cada valor es un promedio de 3 mediciones*. 
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Los  concentrados  enzimáCcos  uClizados  para  tratar el  jugo de  naranja  conCenen  pecCnasas  y 

otras  enzimas   que  degradan   la   pared  celular.  Las   pecCnasas  Cenen  la   capacidad   de 

despolimerizar a  la  pecCna así como de  liberar residuos  de  monosacáridos  de  los  extremos  de 

la  molécula. Por medio  de  esta  catálisis  se libera ácido galacturónico  al  medio. Se  cuanCficó  la 

liberación de  los  azúcares  reductores  liberados  por el  tratamiento enzimáCco y los  resultados 

se muestran en la  Figura 32 donde se han restado  los  controles  a  todas  las  determinaciones 

para  observar únicamente  el efecto  del  tratamiento enzimáCco en el  jugo  filtrado. Es  evidente 

que   hubo una liberación  importante  de azúcares  reductores  y  el  CE de  A. flavipes es  el  que 

muestra un mayor efecto de la acCvidad enzimáCca por la liberación de dichos azúcares.  

Figura 32. Determinación  de  los Azúcares  reductores liberados por  la acCvidad  enzimáCca para el  jugo  de 

naranja tratado con los extractos enzimáCcos a 45ºC  durante 90 min. Cada valor es un promedio 

de 4 mediciones*. 

Como  resultado del  incremento de  los  azúcares reductores  en el  jugo  filtrado  después  del 

tratamiento enzimáCco se  esperaba  un incremento  de los  azúcares  totales  cuanCficados, por 

lo  que  el aumento  de  la  canCdad de  azúcares  totales  en el  jugo que se  aprecia  en  la  Figura  33 

fue   debido  a   la   liberación  de  los   azúcares  de  los   polisacáridos   despolimerizados   por  el 

tratamiento enzimáCco pero también por la  liberación de  azúcares  contenidos  en  las células  de 

la  fruta  que son  disgregadas  por  las  enzimas  adicionadas  .  Cabe  señalar  que  los  azúcares 

totales  mostrados  están dados  únicamente por  el  efecto del  tratamiento enzimáCco porque 

les fueron restados los controles correspondientes. 
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Figura 33. Determinación de los azúcares totales del jugo de naranja tratado con los extractos enzimáCcos a 

45ºC durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Se determinó el  porcentaje de sólidos  residuales  de  la  filtración del  jugo de  naranja  tratado 

enzimáCcamente.    Según  se  observa en  la  Figura  34,  hubo una  disminución  de  los  sólidos 

residuales  de la  filtración  de  jugo  de  naranja,  lo que indica  que  el  tratamiento enzimáCco si 

tuvo efecto  sobre los  componentes  de  la  pared celular, permiCendo una  mayor filtración  y por 

ende un aumento en el rendimiento de jugo obtenido. 

Figura  34.   Determinación  del  %  de  los  residuos  sólidos  del  jugo  de  naranja  tratado  con  los  extractos 

enzimáCcos a 45ºC durante 90 min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*. 

Se midió el  porciento  de  solidos  solubles  provenientes  de  la  fruta  del  jugo de  naranja  filtrado y 

se expresaron como    grados  Brix  (ºBx).  En la  Figura  35  se  observaron los  resultados  de las 
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mediciones  al  Cempo cero y  a  los  90 min del  tratamiento  enzimáCco.   Hubo un incremento 

moderado  de los  sólidos  solubles  después  del  tratamiento enzimáCco, este  incremento fue 

dado  por  la  solubilización  del  ácido  galacturónico y  otros  azúcares  como la  xilosa  y  glucosa 

liberados  por  la   acCvidad   enzimáCca   de  los   polisacáridos   despolimerizados.  El   control   se 

manCene  prácCcamente  constante  lo que  indica  que  el  cambio está  dado exclusivamente  por 

el tratamiento con los concentrados enzimáCcos. 

Figura 35. Determinación de los sólidos solubles del jugo tratado con los extractos enzimáCcos a 45ºC por 90 

min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*. 

La  pecCna puede  ser extraída  en agua  caliente  a  ebullición  de  los  sólidos  insolubles  en alcohol 

(Sinclair y Crandall, 1951). Y como la  mayor parte de  la  materia  seca de  la  pulpa  es  soluble en 

alcohol  al  80% y se hizo un lavado de las  muestras  con  dicho reacCvo, entonces   la  mayoría  de 

los  consCtuyentes  solubles   como  los  azúcares,  aminoácidos,  aceites   esenciales,  glucósidos 

fueron extraídos.

Debido  a  este  tratamiento de  la  muestra  de  jugo,  se podría  considerar  como pecCna  a  los 

residuos  obtenidos  mediante la  metodología uClizada, pero  se  reporta  como sólidos  insolubles 

en alcohol. 

La  Figura  36 muestra  los  resultados  de  la  cuanCficación de los  sólidos insolubles en alcohol 

(AIS) después del  tratamiento  enzimáCco del  jugo de  naranja  y  se observa  que disminuyeron 

en  todos los  casos  , pero  se  favoreció  un poco más con el  tratamiento de  la  PEC‐A, mientras 

que el  EC de A. flavipes, la  PEC‐B y PEC‐C también lo favorecen y se  asemejan mucho entre  sí.  

Es  evidente que  el  control  también muestra  un  ligera  disminución lo que se puede  explicar por 
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la acCvidad enzimaCca de las enzimas endógenas de la naranja. 

Figura 36. Determinación de los sólidos insolubles en alcohol del jugo tratado con los extractos enzimáCcos a 

45ºC durante 90 min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*. 
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6.4 Discusión General 

Se produjo  un CE con suficiente acCvidad pecCnolíCca  para  el mejoramiento del  rendimiento 

de  filtración de  jugo de  naranja  por  tratamiento  enzimáCco comparable con  preparaciones 

enzimáCcas  disponibles   comercialmente.  Para   obtenerlo,  se   desarrolló  un   proceso 

fermentaCvo en  lote de  producción de enzimas  pécCcas  a expensas  de  la  degradación de 

cáscara  de  limón deshidratada  que  consCtuye  por  sí  misma un sustrato adecuado para   la 

producción de enzimas pecCnolíCcas por A. flavipes en fermentación sumergida. 

Se encontró  que  el pH es  muy  importante para  la  producción de pecCnasas  siendo mejor  a 

condiciones de pH ácidos y la concentración de sustrato ópCma es de 2%. 

Los  parámetros  experimentales  para  el  crecimiento  del  hongo y la  producción de  pecCnasas  en 

matraces  de 500 mL  con 100 mL de medio  de  culCvo líquido fueron: pH =  3.2,    inóculo de 

1X106 esporas/mL con incubación a 37ºC, 200 rpm en agitación reciprocante por 72 h. 

El  concentrado enzimáCco obtenido  por ultrafiltración a  parCr del filtrado libre de células  tuvo 

una  acCvidad endopecCnolíCca  de  585.5 U/mL que  se  deterioró por el  almacenamiento hasta 

267.8U/mL,  pero   que   aún   con   el   decaimiento  de   la   acCvidad,  tuvo  cuarenta  veces   más 

acCvidad  endopecCnolíCca   que  los   primeros   filtrados  obtenidos  en   otras   condiciones   de 

producción. 

Por medio de los  geles  de  electroforesis  se  observó el perfil  de proteína  de  cada  uno de los 

concentrados   enzimáCcos   estudiados,  encontrando  que  son  disCntos,  pero   sin  embargo, 

parecen comparCr algunas  proteínas  en común. Hubo acCvidad pecCnolíCca  y  xilanolíCca  en 

todos  los  concentrados. Para  el  CE de  A. flavipes, no  se  detectó  acCvidad de pecCnesterasas  lo 

que puede ser posiCvo debido a que  no se generaría  metanol por la  acción de dichas  enzimas y 

esta   parCcularidad   es   muy  valorada   en  las   preparaciones  enzimáCcas   generadas  por 

microorganismos. 

Se  agregó  1  mL  de   los   concentrados   enzimáCcos,  estandarizados   a   una   acCvidad 

endopecCnolíCca  de  267.8 U/mL, a  los  lotes  de  1 L de jugo incubándolos a  45ºC durante 90 min 

y  se  observó el  efecto de  tratamiento enzimáCco de  cada  uno  de  los  concentrados  sobre  el 

jugo. Para  ello se hicieron pruebas  de  filtración a  los  lotes  de jugo tratado encontrando que   la 

PEC‐A es  la  que tuvo un  mayor impacto en  el  mejoramiento  del  rendimiento  con un 54.24% , y 

en  segundo lugar se  encuentra  el  CE de  A. flavipes con un 46.61%. La  PEC‐B y la  PEC‐C tuvieron 
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un mejoramiento en el rendimiento de 37.29% y 38.98% respecCvamente. 

Con  respecto   a   la   velocidad  de   reducción  de   la   viscosidad,  que   indica   indirectamente  la 

despolimerización de  la  pecCna  por el  tratamiento  enzimáCco, la  PEC‐A tuvo una reducción de 

la  viscosidad mayor, y el  CE lo secunda. La PEC‐B y  la PEC‐C están  a  la  par en tercer lugar,   lo 

que fue congruente con los resultados de las pruebas de filtración. 

La  claridad es  un parámetro  de calidad  importante,  y  debido  al  tratamiento enzimáCco se  

aumentó la  claridad del  jugo en todos  los  casos  y se  esperó que hubiera  una  mayor estabilidad 

del jugo filtrado. 

El  pH no se modificó con  el  tratamiento enzimáCco en ninguno de  los  casos.  En  cambio  la 

acidez total  aumentó ligeramente  con  el  tratamiento de  todos los  concentrados enzimáCcos  y 

se  asumió  que   el   ligero  incremento   está   dado   por  la   liberación  de   unidades   de   ácido 

galacturónico.

Con respecto a  la  cuanCficación de  azúcares  reductores  liberados  por la  acCvidad enzimáCca, 

se  encontró que se  aumentó  la  canCdad  de azúcares  reductores  después  del  tratamiento 

enzimáCco  lo  que  indica  que hubo  liberación  de azúcares  reductores  por  la  acción  de  las 

enzimas  de  los  concentrados  enzimáCcos.  El  CE  de  A.  flavipes   parece    ser  el  concentrado 

enzimáCco que más  libera  azúcares  reductores  por  lo  que podría  haber  contado  con  una 

buena acCvidad de enzimas de Cpo exo.  

Debido  al  aumento en la  canCdad  de  los  azúcares  reductores  por  el  tratamiento enzimáCco 

hubo una  mayor  canCdad de azúcares totales  determinada en el  jugo filtrado  al  finalizar  el 

tratamiento enzimáCco con los concentrados.

 Hubo una  disminución notable de los sólidos  residuales, lo que se comprueba  con el  aumento 

del  rendimiento  de  la  filtración de  jugo de naranja  por una menor retención de  componentes 

de la pared celular en el filtro. 

El  porcentaje  de  solidos  solubles (ºBx) del  jugo  filtrado se incrementó  moderadamente  con el 

tratamiento enzimáCco, por la  solubilización del  ácido  galacturónico y otros  azúcares  como la 

xilosa y glucosa liberados por la acCvidad enzimáCca.  

Los  sólidos  insolubles  en alcohol  después del  tratamiento enzimáCco del  jugo disminuyeron en 

todos  los  casos, favoreciéndose  un  poco  más con el  uso  de  la  PEC‐A, lo que es  congruente con 

el mejoramiento en el rendimiento de obtención de jugo por filtración. 
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CAPÍTULO 7. CONCLUSIONES 

Para A.  flavipes el  pH inicial  del  medio de culCvo determina  la  producción de  las  pecCnasas. 

Tanto las  endo  como las  exo‐pecCnasas  son  producidas en mayor canCdad  a  un pH inicial  de 

3.0.

Se obtuvo  la máxima  acCvidad  endopecCnolíCca  de 585 U/mL  por  FS en medio líquido  con 

cáscara  de limón al  2% en condiciones  de  pH 3.2, 37ºC, 200 rpm en movimiento reciprocante 

uClizando a A. flavipes como productor de pecCnasas. 

Se encontró una  gran acCvidad enzimáCca de exo‐ y  endo‐pecCnasas principalmente,  pero 

también de  xilanasas, pecCnliasas, y carboximeClcelulasas  tanto para  el  CE de A. flavipes como 

para  las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales.  El  CE  de A.  flavipes  tuvo  la  producción de 

pecCn y pectato  liasas  más  elevada  de todos los  concentrados  enzimáCcos, siendo un recurso 

muy valioso por ser enzimas muy apreciadas comercialmente para el tratamiento de jugos. 

Se observaron los  perfiles electroforéCcos de  los  concentrados  enzimáCcos  y se puede  afirmar 

que hubo acCvidad pecCnolíCca  y  xilanolíCca en todos  los  concentrados  enzimáCcos  por  la 

presencia  de  bandas  caracterísCcas  en  los  zimogramas  de  acCvidad realizados.  Se cree  que 

hubo la presencia  de algunas  de  las  mismas  enzimas  en diferentes  concentrados  enzimáCcos 

evaluados. 

El  CE  de A.  flavipes  presentó  acCvidades pecCnolíCcas  muy  elevadas  y  en  las  pruebas  de 

filtración  se  encontró que,  de  los  concentrados enzimáCcos  evaluados, fue el  segundo mejor 

concentrado  enzimáCco  para   aumentar  el   rendimiento  de   obtención   de  jugo  de   naranja 

después de la PEC‐A.  La PEC‐ B y la PEC‐C fueron menos efecCvas en ese senCdo. 

Todos  los  concentrados  enzimáCcos  mejoraron caracterísCcas sensoriales  como la  claridad  y la 

acidez, y aumentaron la  canCdad de sólidos  solubles. En cambio, disminuyeron  la  canCdad de 

azúcares insolubles en alcohol relacionados con la canCdad de pecCna.

El  tratamiento enzimáCco del  jugo de  naranja  con las  preparaciones  enzimáCcas  comerciales 

tuvo  un  efecto  posiCvo,  pero  tomando en  cuenta  que  el  CE  de A.  flavipes   aún  se  puede 

opCmizar, se concluye que Cene un gran potencial para aplicaciones en la industria de cítricos. 
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CAPÍTULO 8. PERSPECTIVAS

Con el  presente estudio  se  ha  determinado que  las  enzimas  pecCnolíCcas  de  A. flavipes  actúan 

eficientemente con respecto  a  las  preparaciones  enzimáCcas  disponibles comercialmente para 

llevar a  cabo la  degradación de la  pecCna, facilitando la  filtración del  jugo  de  naranja  durante 

su procesamiento. 

En  un futuro se  puede  estudiar  el  efecto  del  almacenamiento de los  CE  a  temperaturas  de 

ultracongelación  así  como  el   uso  de   estabilizantes  para   evitar  la   perdida   de  acCvidad 

enzimáCca por efecto del almacenamiento.  

Sería  también interesante realizar  la  purificación de  las  enzimas  pecCnolíCcas  de  A.  flavipes 

para  determinar el  efecto que  Cene  cada  una  en el  jugo y luego  hacer mezclas  de  enzimas  bien 

idenCficadas  para  observar  si   existe   un  sinergismo  que  permita  mejorar  la  eficiencia   del 

tratamiento enzimáCco.  

Asimismo,  es  posible hacer  el  tratamiento  enzimáCco  de  otros  jugos  de  cítricos, como el de 

limón  o el  de  toronja, e incluso de otros  frutos  ricos  en pecCna  para  evaluar el  efecto  que  Cene 

sobre ellos. 
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CAPÍTULO 10. ANEXOS

10.1 Anexo A: Preparación de Soluciones

Medio basal:  Disolver 2.0 g de  KH2PO4, 2.0 g de K2HPO4,  y  5.0 g de  (NH4)2SO4  en 800 mL de 

agua desClada. Aforar a 1 L y conservar en refrigeración. 

Solución  amorCguadora  de  acetatos  100 mM, pH=5.0: Agregar 5.8 mL de ácido  acéCco glacial  a 

800 mL de  agua  desClada. Ajustar el  pH a  5.0 con una  solución de NaOH 5M. Aforar a  1 L con 

agua desClada. 

Preparar ácido acéCco 2N (116 mL de ácido acéCco glacial en 1 L de agua desClada). 

Buffer de  acetatos  0.2N con   NaCl  al  3% (p/v) , pH=4.2:  Tomar 100 mL de  ácido acéCco 2N, 

adicionar  30g de NaCl  (800 mL H2O) agitar, llevarlo  a  1000 mL,  ajustar  antes de  aforar  a  pH 

=4.2

PecCna  1%  pH=4.2:  PecCna  1g disolver  en  80  mL  de  agua.  Adicionar  4.0 mL  de buffer  de 

acetatos pH=4.2, Ajustar a pH=4.2. Aforar a 100 mL.

DNS: Disolver 14.0 g de  NaOH, 7.5 g de  DNS, 100 g de tartrato de sodio  y potasio, 5.4 g de  fenol 

y 5.9 g de metabisulfito  de sodio en 1 L de  agua desClada, agregando uno a  uno en orden hasta 

su disolución total. 
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10.2 Anexo B: Composición proximal de la cáscara de limón deshidratada

Tabla 7. ConsCtuyentes proximales de la cáscara de limón deshidratada 

ConsCtuyente % MS
Materia seca 89.35
Proteína cruda 9.30
Fibra cruda 14.94

Extracto etéreo 2.77
Cenizas 5.18

Extracto libre de nitrógeno 67.83
      Fuente: (Oluremi, et al. 2007)
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10.3 Anexo C: Curvas Estándar

10.3.1 Curva patrón de 0 – 250 microgramos  albúmina bovina sérica por el método de 

Bradford.

10.3.2  Curva   patrón   de  0  ‐  1mg  de  ácido  galacturónico  por  el   método  del   ácido  3,5‐
dinitrosalicílico (DNS).

10.3.3 Curva patrón de 0 ‐ 1mg de xilosa por el método DNS.
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10.3.4 Curva patrón de 0 ‐ 1mg de D‐glucosa por el método DNS.

10.3.5 Curva patrón de 0 – 40 µg de ácido galacturónico por el método fenol‐sulfúrico.
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