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RESUMEN GENERAL 

Caracterización cinética de enzimas producidas a partir de fermentación 

en estado sólido1 

La industria citrícola genera grandes cantidades de residuos con el desecho de 

cáscaras, membranas internas y semillas, las cuales, por su composición, 

pueden servir como sustratos en procesos de fermentación para la producción 

de bioproductos como proteínas y enzimas. Los objetivos del trabajo fueron 

producir enzimas pécticas mediante fermentación en estado sólido a partir de 

residuos de naranja y evaluar sus parámetros cinéticos, para favorecer el 

desarrollo de procesos de aprovechamiento de desperdicios agrícolas y 

agroindustriales. Se desarrolló un sistema de fermentación en estado sólido 

(FES) en columna, con aireación forzada y humedad controlada, usando el hongo 

filamentoso Aspergillus niger y residuos de naranja para la producción de 

enzimas pécticas, las cuales se separaron con extracción acuosa en dos fases 

(ATPE) con un sistema basado en polietilenglicol 6000 y sulfato de amonio. Se 

realizó la caracterización enzimática residual en diferentes rangos de pH, 

temperatura y concentración de sustrato. Con tiempos de fermentación de 48 h 

se tuvo contenido de proteína de 15.34 mg mL-1 en la fase superior de los 

sistemas ATPE y de 1.74 mg mL-1 en la fase inferior. No obstante, la actividad 

enzimática fue mayor en la fase inferior (39.72 U) que en la superior (35.38 U) y 

ello se mantuvo aún con 72 h de fermentación, donde los valores fueron 41.88 y 

36.07 U, respectivamente, lo que indicó la presencia de otras enzimas, además 

de pectinasas. El pH, la temperatura y la concentración de sustrato óptimo de las 

enzimas fueron 6.0, 50.0 °C y 0.28 mM, respectivamente. Las enzimas pécticas 

producidas por A. niger presentaron una cinética del tipo Michaelis-Menten. La 

fermentación en estado sólido es un proceso con potencial para producir enzimas 

pécticas a partir de residuos de naranja. 

 
Palabras clave: Aspergillus niger, caracterización cinética, extracción acuosa en 
dos fases, fermentación en estado sólido, residuos de naranja, pectinasas.  
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Autor: Gabriel Vega Ramírez. 
Director de tesis: Dr. Salvador Valle Guadarrama. 
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GENERAL ABSTRACT 

Characterization of enzymes produced through solid state fermentation2 

The citrus processing industries generate large amounts of waste with the 
disposal of peels, internal membranes and seeds, which, due to their composition, 
can serve as substrates in fermentation processes to produce bio-products such 
as proteins and enzymes. The work aimed evaluating the kinetic parameters of 
pectic enzymes produced by solid state fermentation from orange residues to 
favor the development of processes for the use of agricultural wastes. A solid-
state fermentation (SSF) system was developed in columns with forced aeration 
and controlled humidity using the filamentous fungus Aspergillus niger and orange 
residues to produce pectic enzymes, which were separated with an aqueous two-
phase extraction (ATPE) technique with a system based on polyethylene glycol 
6000 and ammonium sulfate. The residual enzymatic characterization was carried 
out at different pH ranges, temperature and substrate concentration. There was a 
protein content of 15.34 mg mL-1 in the upper phase of ATPE systems and 1.74 
mg mL-1 in the lower phase with fermentation times of 48 h. However, the 
enzymatic activity was higher in the lower phase (39.72 U) than in the upper phase 
(35.38 U) and this was maintained even with 72 h of fermentation, where values 
were 41.88 and 36.07 U, respectively, which indicated the presence of other 
enzymes in addition to pectinases. The pH, temperature, and optimal substrate 
concentration of the enzymes were 6.0, 50.0 °C and 0.28 mM, respectively. Pectic 
enzymes, produced by A. niger showed Michaelis-Menten-type kinetics. Solid 
state fermentation is a process with the potential to produce pectic enzymes from 
orange residues. 
 
Key words: Aspergillus niger, kinetic characterization, orange wastes, 
pectinases, solid-state fermentation, aqueous two-phase extraction. 
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Author: Gabriel Vega Ramírez. 
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1 INTRODUCCIÓN GENERAL 

Diversos residuos agroindustriales considerados contaminantes, son ricos en 

compuestos bioactivos como antioxidantes, polifenoles, pigmentos, proteínas, 

entre otros (Kumar et al., 2018). Este hecho sugiere que tales materiales pueden 

ser la base de procesos enfocados a la recuperación de compuestos de alto valor 

agregado, o bien, emplearse como sustratos para la producción de otro tipo de 

sustancias, como biocombustibles, proteínas, enzimas, vitaminas, antioxidantes, 

antibióticos, etc., a través de su transformación por medio de procesos como la 

fermentación, ya sea en estado sumergido o sólido (Abu et al., 2017). 

La fermentación en estado sólido (FES) se fundamenta en la inducción del 

desarrollo de hongos como Aspergillus spp. (Colla et al., 2015) o Rhizopus 

oligosporus (Dulińskia et al., 2017) sobre un sustrato con bajo contenido de 

humedad. Este procedimiento biotecnológico se ha utilizado para la preparación 

de alimentos fermentados durante siglos (Bassi et al., 2015); ha cobrado 

relevancia sobre la fermentación en estado sumergido debido a su simplicidad, 

capacidad para la bioconversión de sustratos sólidos de bajo coste y por la mayor 

eficiencia productiva (Hölker et al., 2004). También, al haber ausencia de fase 

líquida en la FES, se reduce la emisión de aguas residuales y disminuye el riesgo 

de contaminación bacteriana. 

Los residuos de naranja son materiales con alto contenido de pectina, por lo que 

pueden ser utilizados como sustrato en la FES para inducir la síntesis de 

pectinasas, las cuales son un grupo heterogéneo de enzimas que catalizan la 

despolimerización y desmetoxilación de sustratos que contienen pectina a través 

de la escisión enzimática de los enlaces α-1, 4-glicosídicos de los ácidos 

poligalacturónico y péctico. Estas enzimas están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y son producidas por plantas, bacterias, levaduras y hongos (Jeilu y 

Abate, 2017). El potencial biotecnológico que tienen las pectinasas se debe a su 
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aplicación en procesos agroindustriales como la clarificación de jugo de frutas, y 

vino, fermentación de café y té, tratamiento de aguas residuales de la industria 

juguera, el desgomado en la industria del papel, entre otros (Khalil et al., 2020). 

Por otro lado, el uso de pectinasas puede constituir una estrategia para favorecer 

la extracción de compuestos bioactivos de diversas matrices vegetales. Al 

respecto, debido a la estructura de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y 

sustancias pécticas, principalmente) de frutos y vegetales, la simple maceración 

o trituración de estos no permiten una buena extracción de nutrientes, 

compuestos bioactivos o bioproductos. En este sentido, en el presente trabajo se 

pretende producir pectinasas a partir de residuos de naranja por fermentación en 

estado sólido e identificar, mediante la literatura, sus posibles aplicaciones. 

1.1. Objetivos 

1.1.1. General 

Caracterizar la cinética de las pectinasas producidas por fermentación en estado 

sólido de residuos de naranja y con base en la revisión de literatura, sus posibles 

aplicaciones. 

1.1.2. Específicos 

• Aplicar un procedimiento de fermentación en estado sólido en un reactor de 

columna para la producción de pectinasas. 

• Aplicar la técnica de extracción acuosa en dos fases para separar las 

pectinasas de los sólidos fermentados. 

• Evaluar la actividad pectinasa a diferentes tiempos de fermentación en estado 

sólido y separadas mediante extracción acuosa. 

• Evaluar la cinética enzimática en diferentes valores de pH, temperatura y 

concentración de sustrato. 

1.2. Hipótesis 

Los parámetros cinéticos (km y vmáx), así como lo valores de pH y temperatura, 

óptimos, permiten determinar las características de las pectinasas producidas por 

Aspergillus niger en fermentación en estado sólido. 
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1.3. Organización de la tesis 

El presente trabajo se organizó como a continuación se menciona: el 

acondicionamiento del material de fermentación, posteriormente la activación y 

desarrollo de la cepa fúngica, Aspergillus niger, enseguida el desarrollo del 

proceso de fermentación, la separación de las pectinasas por el método de ATPE 

y la determinación de las características fisicoquímicas y cinéticas de las enzimas 

pécticas. 

 

1.4. Literatura citada 

Abu, N., Barrena, R., Komilis, D. & Sanchez, A. (2017). solid-state fermentation 
as a novel paradigm for organic waste valorization: A review. Sustentability, 
9 (2), 224-233. https://dx.doi.org/10.3390/su9020224 

Bassi, D., Puglisi, E. & Cocconcelli, S. (2015). Comparing natural and selected 
starter cultures in meat and cheese fermentations. Current Opinion in Food 
Science, 2 (4), 118-122. https://dx.doi.org/10.1016/j.cofs.2015.03.002 

Colla, L., Ficanha, A., Rizzardi, J., Bertolin, T., Reinehr, C. & Vieira, J. (2015). 
Production and characterization of lipases by two new isolates of aspergillus 
through solid-state and submerged fermentation. Journal of Biomedicine and 
Biotechnology, 22 (12), 327-337. https://dx.doi.org/10.1155/2015/725959 

Dulińskia, R., Janiszewskaa, A., Byczyńskia, Ł. & Błaszczyk, U. (2017). Myo-
inositol phosphates profile of buckwheat and quinoa seeds: effects of 
hydrothermal processing and solid-state fermentation with Rhizopus 
oligosporus. International Journal of Food Properties, 20 (9), 2088-2095. 
https://dx.doi.org/10.1080/10942912.2016.1230871 

Jeilu, O. (2017). Pectinase: substrate, production and their biotechnological 
applications. International Journal of Environment, Agriculture and 
Biotechnology, 2 (3), 1007-1014. https://dx.doi.org/10.22161/ijeab/2.3.1 

Khalil, M., Khattak, S., Ali, Q., Anver, J. & Malik, A. (2020). Isolation and 
chracterization of pectinase producing Aspergillus niger from orange. 
International Journal of Botany Studies, 5 (2), 45-48. 
https://dx.doi.org/10.1020/1394912.2016.12.871 

Kumar, B., Amit, K., Alok, K. & Dharm, D. (2018). Wheat bran fermentation for the 
production of cellulase and xylanase by Aspergillus niger NFCCI 4113. 
Research Journal of Biotechnology, 13 (5), 11-18. 
https://dx.doi.org/10.15.3709/ka5020824 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Residuos agroindustriales 

La demanda en la producción de alimentos ha promovido un aumento en la 

generación de desechos agroindustriales, los cuales, en su mayoría, poseen alto 

contenido de nutrientes (Cuadro 1) o sustancias que pueden ser aprovechados 

para la obtención de productos de alto valor agregado. Alrededor del mundo, se 

generan de 520 a 650 millones de toneladas anuales de residuos provenientes 

de frutas y hortalizas (Ravindran et al., 2018) y tan solo en México, González et 

al. (2015) afirman que se generan 76 millones de toneladas de residuos de frutas 

(limón, peras, manzanas, papaya, piña, plátano, naranja) y vegetales (maíz, caña 

de azúcar, frijol, col, zanahoria, tomate, lechuga, papa). Aunque en el pasado 

estos residuos se veían como un gran problema, en el escenario actual se les ve 

como parte de una estrategia clave para el desarrollo de otro tipo de procesos 

sostenibles que permita el aprovechamiento de estos. En este contexto, se han 

estudiado y aplicado varias tecnologías nuevas y respetuosas con el medio 

ambiente, incorporando tales materiales como sustrato para la producción de 

compuestos bioactivos como como proteínas, enzimas, biocombustibles, 

vitaminas, antibióticos, entre otros (Din y Ceccato, 2020; Cantão et al., 2021). 

2.2. Residuos de naranja 

Los cítricos constituyen un importante grupo de cultivos frutales que se producen 

en todo el mundo y que incluyen: naranja agria y dulce, lima, mandarina y limón. 

Durante el procesamiento de los jugos de estas frutas, las agroindustrias generan 

una gran cantidad de residuos sólidos, pues de acuerdo con Ladero et al. (2017), 

la producción o transformación de naranjas en jugo genera aproximadamente 30 

millones de toneladas anuales de residuos. Estos residuos están conformados 

de la capa externa de la naranja (flavedo), que contiene una gran cantidad de 

aceites esenciales, limoneno, principalmente, y flavonoides; y una capa interna 

blanca y esponjosa (albedo), que es rica en pectina. Los residuos de naranja, en 
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general, contienen lignina y proteínas en cantidades bajas, cantidades 

considerables de celulosa y hemicelulosa, y cantidades aún mayores de pectina 

(Erukainure et al., 2016). 

 

Cuadro 1. Composición química (%, BS) de algunos residuos agroindustriales. 

Residuo 
agroindustrial 

Proteína Carbohidratos Grasa 
Fibra 
cruda 

Ceniza Pectina 

Salvado de 
arroz 

38.2 14.1 30.4 26.9 
3.4 a 
8.1 

- 

Salvado de 
trigo 

13.2 a 
18.4 

56.8 
3.5 a 
3.9 

33.4 a 
63.0 

3.9 a 
8.1 

- 

Orujo de 
aceituna crudo 

0.4 34.8 16.7 - 6.6 - 

Cáscara de 
yuca 

1.7 75.5 3.1 11.2 2.4 - 

Cáscara de 
plátano 

0.6 79.0 3.0 9.3 2.7 - 

Cáscara de 
naranja 

7.9 30.0 - - 14.4 7.9 

Fuente: Ravindran et al. (2018). 

 

Cuadro 2. Contenido de pectina de algunas frutas y vegetales. 

Fruta/Vegetal Tejido Pectina (%) 

Manzana Fresco 0.5-1.6 

Plátano Fresco 0.7-1.2 

Melocotón Fresco 0.1-0.9 

Fresa Fresco 0.6-0.7 

Cereza Fresco 0.2-0.5 

Cáscara de naranja Materia seca 12.4-24.0 

Zanahoria Materia seca 6.9-18.6 

Jitomate Materia seca 2.4-4.6 

Fuente: Singh et al. (2005). 
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2.3. Pectina 

Se trata de macromoléculas glicosídicas complejas (polisacáridos) de alto peso 

molecular, cargadas negativamente y ácidas (Figura 1), presentes en el reino 

vegetal. Es el componente principal de la lamela media entre las células y se 

encuentra en forma de pectato de calcio y pectato de magnesio (Ahmed et al., 

2019). Las sustancias pécticas representan el 0.5-4.0 % del peso fresco del 

material vegetal (Cuadro 2). Al contrario de las proteínas, los lípidos y los ácidos 

nucleicos, las sustancias pécticas al ser polisacáridos, no tienen un peso 

molecular definido y las masas moleculares relativas oscilan entre 25 a 360 kDa 

(Cuadro 3). 

 

Cuadro 3. Peso molecular de pectinas de distintas fuentes. 

Fuente Peso molecular (kDa) 

Manzana y limón 200-360 

Pera y ciruela 25-35 

Naranja 40-50 

Pulpa de remolacha 40-50 

Fuente: Singh et al. (2005). 

El componente más abundante de la pectina es el ácido galacturónico, el cual 

forma el esqueleto principal de la molécula, que consiste en una cadena de 

residuos de ácido D-galacturónico unidos mediante enlaces α (1→4) (Figura 1). 

Estos residuos pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con 

alcohol metílico, siendo el grado de metilación variable según el origen de la 

pectina. La pectina también contiene con frecuencia residuos de ramnosa, 

arabinosa y galactosa. La ramnosa generalmente forma parte de la cadena 

principal, mientras que la arabinosa y la galactosa se encuentran en las cadenas 

laterales unidas a la cadena principal formando ramificaciones (Heredia, 1995). 
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Figura 1. Estructura de la molécula de pectina. Cadena de ácido 
poligalacturónico parcialmente metilesterificado. 

 

 

Figura 2. Estructura secundaria de la pectina. 

 

Las pectinas son heteropolisacáridos complejos que contienen dos regiones 

definidas. La región lisa o bien, homogalacturonano consiste en un esqueleto de 

residuos de ácido D-galacturónico unidos mediante enlaces α (1→4), los cuales 

pueden estar acetilados en el C-2 o en el C-3, o metilados en el C-6. La región 

rugosa o ramnogalacturonano I es un heteropolímero en el que los residuos de 

ácido D-galacturónico del esqueleto están interrumpidos por residuos de L-

ramnosa unidos por enlaces α (1→2), a los cuales pueden unirse largas cadenas 

de arabinano y galactano mediante el C-4 (Figura 2). El ramnogalacturonano II 
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es un polisacárido de 30 unidades que contiene un esqueleto de ácido 

galacturónico, sustituido por cuatro cadenas laterales que contienen ramnosa, 

arabinosa y azúcares poco comunes como apiosa y metilfucosa (Soriano, 2004). 

Se desconoce si el ramnogalacturonano II está unido covalentemente a la cadena 

principal de pectina. 

2.3.1. Clasificación de la pectina 

a) Pectina de alto metoxilo: aquellas en las cuales más del 50 % de los grupos 

carboxilos del ácido galacturónico del polímero se encuentra esterificado con 

metanol. El grado de esterificación de las pectinas de alto metoxilo influye 

mucho sobre sus propiedades, en particular, a mayor grado de esterificación, 

mayor es la temperatura de gelificación. Estas pectinas son capaces de 

formar geles en condiciones de pH entre 2,8 y 3,5 y un contenido de sólidos 

solubles (azúcar) entre 60 % y 70 %. 

Las pectinas de alto metoxilo pueden subdividirse en 2 grupos: las de 

gelificación rápida (Rapidset), o sea menor a 5 minutos y tiene un grado de 

esterificación con metanol entre el 68 y el 75 %. El otro grupo es de 

gelificación lenta (Slowset) es decir gelifican después de 5 minutos y tienen 

entre 60 y 68 % de esterificación con metanol (Linares, 2015). 

b) Pectina de bajo metoxilo: aquellas en las cuales menos del 50 % de los 

grupos carboxilo están esterificados con metanol. Para la formación de gel 

requieren la presencia de cationes divalente, generalmente calcio. En este 

caso la formación del gel ocurre por la formación de enlaces de dichos 

cationes con moléculas de pectina, formando una red tridimensional con los 

grupos carboxilo de esta. Los geles se pueden obtener entre pH 1 a 7; el pH 

no afecta la textura del gel ni el intervalo de sólidos solubles y puede fluctuar 

entre 0 y 80 %, pero la presencia de calcio (40 a 100 mg) es el factor 

predominante en la formación del gel (Linares, 2015). 

2.4. Pectinasas 

Las pectinasas son un grupo heterogéneo de enzimas que catalizan la 

despolimerización y desmetoxilación de sustratos que contienen pectina a través 
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de la escisión enzimática de los enlaces α-1, 4-glicosídicos de los ácidos 

poligalacturónico y péctico. Estas enzimas están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y son producidas por bacterias, levaduras, hongos y plantas (Jeilu y 

Abate, 2017). 

Global Pectinase Market Research Report (207), indica que las pectinasas están 

mostrando un incremento acelerado en su mercado, pues han mantenido una 

tasa media de crecimiento anual del 2.86 %, pasando de 27.6 millones de dólares 

en 2013 a 30 millones de dólares en 2016, y estimó que se impulsaría hasta 35.5 

millones de dólares en 2021.  

Las enzimas pécticas se clasifican en tres principales tipos: enzimas 

desesterificantes (pectinoesterasas), enzimas despolimerizantes (hidrolasas y 

liasas) y protopectinasas. La IUBMB (International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology) asignó los números EC (Enzyme Comission) descritos en el 

Cuadro 4 para estas enzimas. 

 

Cuadro 4. Clasificación de enzimas pécticas. 

Nombre y tipo Número de EC Sustrato Sitio de corte 

Hidrolasas 
Endo poligalacturonasa 
Exo poligalacturonasa 

3.2.1.15 
3.2.1.67 

Pectato 
Pectato 

Al azar en el interior de la cadena 
Terminal 

Esterasas 

Pectinoesterasa 3.1.1.11 Pectina Desesterificación 

Liasas 

Endo pectinoliasa 
Endo pectatoliasa 
Exo pectatoliasa 

4.2.2.10 
4.2.2.2 
4.2.2.9 

Pectato 
Pectato 
Pectato 

Al azar en el interior de la cadena 
Al azar en el interior de la cadena 
Terminal 

Fuente: Badui (2006); Jeilu y Abate (2017). 

 

Badui (2006) describe algunas características de las enzimas pécticas como se 

muestra a continuación: 

a) Poligalacturonasas (PG): rompen el enlace glicosídico α-(1-4) del ácido 

galacturónico de las pectinas (Figura 3) por una acción que se puede llevar 



10 
 

a cabo tanto en el interior del polímero (endo) como a partir de los extremos 

(exo); cuando lo hacen en el interior, la viscosidad se reduce rápidamente; y 

cuando actúan a partir de los extremos, producen moléculas libres de ácido 

galacturónico y la viscosidad no se afecta tan rápidamente; junto con la 

pectinmetilesterasa integran el sistema de pectinasas de las frutas. 

 

Figura 3. Acción de las poligalacturonasas (Badui, 2006). 

 

 

Figura 4. Acción de las pectinmetilesterasas (Badui, 2006). 

 

b) Pectinometilesterasas o pectinoesterasas (PE): al hidrolizar los enlaces 

éster metílico, liberan metanol (que a veces se asocia erróneamente a la 

fermentación de frutas) y producen pectinas de bajo metoxilo e incluso ácido 

poligalacturónico (Figura 4). Son abundantes e importantes en las frutas, 

sobre todo en cítricos como la naranja. Son sintetizadas por hongos, 

bacterias, levaduras y plantas superiores. Las pectinesterasas de hongos 
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filamentosos y levaduras son activas a pH entre 3 y 5, las bacterianas entre 

7 y 8 y se inactivan por calentamiento a 80 ºC. 

c) Pectinoliasas o pectinotranseliminasas (PL): son las liasas de mayor 

importancia en la tecnología de alimentos; su acción produce dobles 

ligaduras entre los carbonos 4 y 5 de la molécula de ácido D-galacturónico, 

lo que trae como consecuencia el rompimiento del enlace glicosídico por β-

eliminación, principalmente en las pectinas de alto metoxilo (Figura 5). No 

se encuentran en las frutas; sólo las producen los microorganismos, por lo 

que las contaminaciones microbianas de las frutas (antes o después de la 

cosecha) traen consigo un deterioro muy grave en la calidad y vida de 

anaquel del producto. 

 

Figura 5. Acción de las pectinoliasas (Badui, 2006). 

 

d) Pectatoliasas (PGL): actúan en las pectinas de bajo metoxilo, con una 

acción similar a la descrita para la pectinoliasa; sólo las producen las 

bacterias y no se encuentran en forma natural en los vegetales. 

e) Protopectinasas: tienen la función de transformar la protopectina de las 

frutas inmaduras (pectina asociada con celulosa) en pectina de bajo 

metoxilo. Se clasifican en enzimas tipo A, que degradan el ácido 

poligalacturónico de la protopectina y tipo B que degrada las cadenas de 

polisacáridos que conectan el ácido poligalacturónico con otros 

constituyentes de la pared celular. 
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2.5. Pectinasas producidas por Aspergillus spp. 

Diversas especies del género Aspergillus se utilizan para la producción de 

enzimas, en la fermentación de alimentos, la biotecnología y la producción de 

productos farmacéuticos. Por ejemplo, Aspergillus oryzae se utiliza ampliamente 

para las fermentaciones de alimentos tradicionales en el este de Asia (Ichishima, 

2016). Adicionalmente Aspergillus niger se utiliza para la producción de enzimas 

(amilasas y pectinasas) y ácidos orgánicos (ácido cítrico). 

Las pectinasas de Aspergillus niger han sido ampliamente producidas y utilizadas 

comercialmente a gran escala. Algunas de las pectinasas que Aspergillus spp. 

produce se muestran en el Cuadro 5. 

 

Cuadro 5. Enzimas pécticas producidas por Aspergillus sp. 

Microorganismo Enzima 
pH 

óptimo 
Temperatura 
óptima (°C) 

Aspergillus carbonarius Endo-PG I 
Endo-PG II 
Endo-PG II 

4.0 
4.1 
4.3 

55 
50 
55 

Aspergillus giganteus Exo-PG 
PL 

6.0 
8.5 

55 
50 

Aspergillus kawakii Endo-PG I 4.5 50 

Aspergillus niger PG 
PGL (PeL I) 
PGL (PeL II) 
PGL (PeL III) 

4.6 
6.0 
4.6 
4.2 

40 
50 
50 
35 

Aspergillus japonicus PL 4.5-5.5 - 

Fuente: Soo et al. (2017). 

 

2.6. Aplicación de las pectinasas 

Las pectinasas microbianas representan alrededor del 10 % de la producción 

total de enzimas en el mercado mundial (Jeilu y Abate, 2017). Las pectinasas 

ácidas se utilizan principalmente en la extracción y clarificación de jugos de frutas 

y vinos, pero las pectinasas alcalinas tienen diversas aplicaciones económicas y 
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respetuosas con el medio ambiente en los sectores industriales como la papelera 

y el tratamiento de aguas residuales de jugueras y la de alimentos para animales. 

 
Cuadro 6. Aplicación de enzimas para clarificación de jugos. 

Jugo Microorganismo/Enzima Resultados Referencia 

Manzana Aspergillus niger/ 
Pectinasas 

Reducción de la 
viscosidad en 7.2 % 

Mahmoodi et 
al. (2017) 

Naranja Aspergillus awamori/ 
Pectinasa y xylanasa 

95 % de clarificación Diaz et al. 
(2013) 

Plátano Penicillium oxalicum 
CZ1028/ 
Endo-poligalacturonasa 
ácida 

Clarificación del zumo 
de plátano a 45 °C 
durante 1 h 

Cheng et al. 
(2017) 

Papaya Penicillium oxalicum 
CZ1028/ 
Endo-poligalacturonasa 
ácida 

Reducción del 78.3 % 
en la viscosidad y un 
aumento del 43.3 % en 
la transmisión a 660 
nm 

Cheng et al. 
(2017) 

Piña Aspergillus niger/ 
Pectin metilesterasa 

Clarificación del jugo 
de piña 

Patidar et al. 
(2016) 

Uva Talaromyces 
leycettanus/ 
Poligalacturonas (exo y 
endo) 

140 % de eficiencia en 
la degradación de la 
pectina con una mejora 
de la transmitancia de 
la luz del 14 al 82 %. 

Li et al. (2017) 

 

2.6.1. Pectinasas ácidas 

Las enzimas pécticas ácidas son utilizadas en las industrias de jugos de frutas y 

la elaboración del vino. Proceden principalmente de fuentes fúngicas, 

especialmente de Aspergillus niger (Amin et al., 2018). Algunas aplicaciones de 

las pectinasas ácida son las siguientes: 

a) Industria juguera 

El jugo de fruta es naturalmente turbio debido principalmente a la presencia de 

polisacáridos de pectina (Sharma et al., 2017). Durante la maduración, la pectina 

es degradada por las enzimas naturales de las frutas, lo que resulta en el 

ablandamiento los tejidos de la pared celular y pectina más soluble (Cafall y 
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Mohnen, 2009). La alta concentración de esta conduce a la formación de coloides 

en el jugo, que conlleva a problemas en la obtención de jugos claros o 

visiblemente aceptable para los consumidores, como se ha estudiado 

previamente (Cuadro 6). 

b) Maceración de tejidos 

Otra aplicación importante de las pectinasas ácidas es sobre el tejido organizado 

que se transforma en una suspensión de células intactas debido a la hidrolisis de 

la protopectina por la acción de las protopectinasas, liberando de esta manera la 

pectina soluble, dando como resultado la separación de las células y es 

importante en la industria alimentaria, así como en el campo de la biotecnología. 

El proceso puede aplicarse para la licuefacción y sacarificación de la biomasa y 

el aislamiento de protoplastos (Garg et al., 2016).  

c) Procesamiento del vino 

La adición de pectinasas durante la trituración de la uva aumenta el rendimiento 

del jugo y también acelera la liberación de antocianinas. El tratamiento con 

pectinasa en la fase de pre-fermentación o fermentación elimina las partículas en 

suspensión. Después de la fermentación, se añade la enzima al vino para 

aumentar su claridad y la tasa de filtración (Garg et al., 2016). 

2.6.2. Pectinasas alcalinas 

Se utilizan principalmente en el desgomado y pretratamiento de aguas residuales 

de la industria de jugos de frutas. Estas enzimas proceden principalmente de 

fuentes bacterianas. En el sector industrial, las pectinasas alcalinas proceden 

principalmente de Bacillus spp. (Sudeep et al., 2020). Algunas de sus 

aplicaciones son las siguientes: 

a) Retintado y desgomado de las fibras vegetales del líber 

Las fibras de líber son las fibras blandas que se forman en grupos fuera del 

xilema, el floema o el periciclo, por ejemplo, el ramio y el cáñamo solar. Las fibras 

contienen goma, que debe ser eliminada antes de su uso para la fabricación de 

textiles. El tratamiento químico de desgomado es contaminante, tóxico y no 
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biodegradable. El desgomado biotecnológico utiliza pectinasas en combinación 

con xilanasas y representa una alternativa ecológica y económica al problema 

anterior (Rebello et al., 2017). 

b) Tratamiento de las aguas residuales de los cítricos (naranja) 

Las aguas residuales de la industria de procesamiento de cítricos contienen 

materiales pécticos que apenas son descompuestos por los microbios durante el 

tratamiento de lodos activados. El pretratamiento de estas aguas residuales con 

enzimas pectinolíticas facilita la eliminación de los materiales pécticos y los hace 

aptos para su descomposición mediante el tratamiento de lodos activados (Jeilu 

y Abate, 2017). 

c) Industria del papel y la pasta de papel 

Durante la fabricación de papel, las pectinasas pueden despolimerizar las 

pectinas y posteriormente reducir la demanda catiónica de las soluciones de 

pectina y el filtrado del blanqueo con peróxido (Jeilu y Abate, 2017). 

d) Alimento para animales 

Las pectinasas se utilizan en coctel enzimáticos, los cuales son empleado para 

la producción de alimentos para animales, reduciendo la viscosidad del pienso, 

lo cual aumenta la liberación y absorción de nutrientes, mediante la hidrólisis de 

fibras biodegradables o por liberación de nutrientes bloqueados por estas fibras 

y se reduce la cantidad de heces (Jeilu y Abate, 2017). 

2.7. Métodos de producción de pectinasas 

Kavuthodi y Sebastian (2018) mencionan que el 50 % de las enzimas accesibles 

en el mercado se obtienen de hongos y levaduras, 35 % de bacterias, mientras 

que el 15 % restante son de origen vegetal o animal. 

Las pectinasas que existen en el mercado son principalmente extracelulares, 

estas se sintetizan de sustancias pécticas en condiciones de fermentación en 

cultivo sumergido (FCS) o fermentación en estado sólido (FES), ambos métodos 
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emplean microorganismos como bacterias, hongos, levaduras o una asociación 

de estos. 

2.8. Fermentación en estado sólido (FES) 

La fermentación en estado sólido (FES) se define como el proceso mediante el 

cual se induce el crecimiento y desarrollo de microorganismos, hongos y 

levaduras principalmente, en material insoluble, sin agua libre o con un contenido 

muy bajo. Tiene importancia histórica para la humanidad, pues desde hace miles 

de años se ha utilizado para la elaboración de alimentos. En los países 

occidentales se utilizaba para elaborar pan y queso; y en los orientales, el Koji 

(Abdul y Webb, 2017). En las últimas décadas tomó interés para la producción 

de importantes biomoléculas, como proteínas, y productos para muchas 

industrias, como la alimentaria, farmacéutica, textil, bioquímica y bioenergética, 

entre otras (Soccol et al., 2017; Lizardi y Hernández, 2017). 

2.8.1. Ventajas y desventajas de los procesos de fermentación sólido y 

líquido 

La fermentación en estado sólido (FES) presenta ventajas y desventajas en 

comparación con el proceso de fermentación en estado líquido (FEL), la primera 

no requiere de mucho control, es económica, al no ser necesario el 

enriquecimiento del material de soporte, ya que estos contienen normalmente el 

nutriente apropiado para que los microorganismos desarrollen el proceso, se 

requieren bajos gastos de energía, pues no hay formación de espuma, es fácil 

de implementar y se obtienen altos rendimientos en la producción. Algunas 

desventajas se presentan cuando los costos de proceso se elevan, ya que se 

requiere eliminar el calor metabólico generado por los microorganismos, la 

extracción del producto final y su purificación requiere la aplicación de técnicas 

caras para reducir los altos volúmenes a nivel industrial. La segunda dispone de 

una gran cantidad de agua libre, lo que hace que los nutrientes se encuentran en 

solución, también se pueden emplear una amplia variedad de microorganismos; 

sin embargo, es más costosa ya que su control es más sofisticado, la solubilidad 

de O2 en el agua es poca, lo que hace necesario el uso de equipo para la 
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agitación y la aireación forzada, con mayor necesidad de energía, además ocupa 

más espacio para evitar la contaminación por hongos y levaduras mediante 

técnicas de esterilización de aire y de los desechos, debido a que muchos 

metabolitos tales como antibióticos, se producen por un crecimiento lento en 

medios ricos que pueden ser contaminados. Las concentraciones de reactivos y 

productos son bajas, los procesos de recuperación son caros al igual que en el 

cultivo sólido lo que representa un factor en la economía total de ambos procesos 

(Abu et al., 2017; Abdul y Webb, 2017; Amin y Bilal, 2018). 

Se optó conducir un proceso de FES por los costos menores de operación que 

representa, bajos requerimientos de energía, edificación de plantas y equipos 

más simples y fácilmente escalables a nivel industrial, mayor producción de 

enzimas y menor generación de efluentes en comparación con la fermentación 

líquida y el uso de residuos agroindustriales como material de soporte, que 

contribuye a mitigar la contaminación ambiental. 

2.8.2. Sustratos utilizados en la FES 

Abu et al. (2017) indican que la selección de los sustratos adecuados desempeña 

un papel fundamental en la producción eficaz y económica del producto deseado. 

A la hora de seleccionar el sustrato adecuado para el proceso de FES, es 

importante considerar la disponibilidad, el costo, la composición y suministro de 

los nutrientes adecuados para el desarrollo de los microorganismos. En este 

sentido, los residuos orgánicos procedentes de la agricultura, el procesamiento 

industrial y los residuos alimentarios domésticos, cumplen con dichas 

características (Farinas, 2015). Además, al utilizar estos residuos orgánicos 

como sustratos se pueden minimizar problemas de contaminación ambiental. Por 

lo general, los sustratos sólidos utilizados en la FES pueden clasificarse en cinco 

grupos principales: 

a) Sustratos amiláceos: Los sustratos amiláceos que se han utilizado en la 

FES incluyen el arroz (Kumar et al., 2017), la cebada (Nelofer et al., 2018), la 

avena (Bei et al., 2017), maíz (Chen et al., 2021) y cáscara de plátano 

(Almanaa et al., 2020). Al ser ricos en carbohidratos (importante fuente de 
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carbono en procesos de fermentación microbiana), son hidrolizados para 

producir azúcares simples que pueden ser consumidos fácilmente por los 

microorganismos. 

b) Sustratos proteicos: Las tortas de aceite, como el de canola (Treichel et al., 

2016), colza (Shi et al., 2017) y oliva (Ali et al., 2017), son una fuente ideal de 

nutrientes proteicos (fuente de nitrógeno en fermentaciones microbianas), 

que, apoyadas por otros nutrientes como carbohidratos y minerales, ofrecen 

una amplia gama de sustratos alternativos para la producción de diversas 

enzimas como proteasas y lipasas. 

c) Sustratos celulósicos o lignocelulósicos: La mayoría de los residuos 

agrícolas contienen altos niveles de celulosa o lignocelulosa, que tienen el 

potencial de ser utilizados como sustratos sólidos en la FES. Estos incluyen 

el bagazo de caña de azúcar (Biz et al., 2016), el salvado de trigo (Tu et al., 

2020), cáscara de arroz (Young et al., 2019), entre otros. En este caso, los 

hongos celulolíticos y ligninolíticos son capaces de degradar celulosa 

compleja y lignocelulosa para producir azúcares simples. 

d) Sustratos con azúcares solubles: Los sustratos sólidos que contienen una 

cantidad significativa de azúcares solubles pueden obtenerse a partir del 

procesamiento de frutas como la remolacha (Martínez et al., 2018), el orujo 

de uva (Teles et al., 2019), el orujo de manzana (Phatania et al., 2018), entre 

otros. 

e) Medios definidos y soporte inerte: Existen varios soportes inertes que 

pueden utilizarse para simular las condiciones de una FES típica. Entre ellos 

se encuentran la vermiculita (Osmolovskiy et al., 2021), la perlita (Martínez et 

al., 2018), los gránulos de arcilla y la espuma de poliuretano (Rodríguez et al., 

2021), entre otros. El soporte inerte se rellena con medios líquidos 

químicamente definidos para los productos que se desean obtener. 

2.8.3. Tipo de microorganismo empleados en FES 

El criterio más importante en la FES es la selección de un microorganismo 

adecuado que tenga la capacidad de asimilar el sustrato sólido. Los procesos de 

FES se deben principalmente a la actividad fermentativa de hongos, bacterias, o 
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bien, consorcios de bacterias, hongos y levaduras o de hongos seguidos de una 

mezcla de bacterias y levaduras. La selección del microorganismo suele 

depender del tipo de sustrato sólido, los requisitos de crecimiento y el producto 

final deseado (Krishna, 2005). Estos criterios generales afectarán, tanto el diseño 

de la fermentación como el procesamiento posterior de extracción y purificación 

de los productos obtenidos. Los hongos filamentosos siguen dominando los 

procesos de FES debido a su modo de crecimiento micelial, amplia diversidad, 

tasas de crecimiento más rápidas, tiempos de fermentación cortos y su facil 

manipulación genética (Mitchell et al., 2011).  

Los hongos filamentosos tienen la capacidad de sintetizar cantidades 

considerables de enzimas y otros metabolitos (Farinas, 2015). Se consideran los 

microorganismos más apropiados para la FES, seguidos por las levaduras, que 

son capaces de crecer en un entorno de baja actividad de agua. También hay 

algunas especies de bacterias como Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis y 

Lactobacillus sp., que se han reportado para producir con éxito enzimas en 

condición de estado sólido (Qureshi et al., 2016; Ayyash et al., 2019), como 

puede observarse en el Cuadro 7. 

 

2.8.4. Factores que afectan la FES 

Para mejorar la eficiencia de la FES se deben seleccionar y optimizar algunas 

variables de proceso, como la humedad inicial, el tamaño de las partículas, pH, 

temperatura, actividad de agua, composición del medio de cultivo, esterilidad, 

tamaño del inóculo, tasa de aireación, velocidad de agitación, método de 

extracción del producto y su proceso de purificación posterior (Abdul y Webb, 

2017). 

El contenido de humedad desempeña un papel importante en la FES, ya que los 

microorganismos tienen diferentes requerimientos de humedad. Los hongos 

necesitan un contenido de humedad bajo, que fluctúa entre 40 y 60 %, mientras 

que las bacterias necesitan un contenido de humedad elevado (60 - 85 %) (Brock, 

1990; Frobisher et al., 1974). El contenido óptimo de humedad en un sustrato 
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sólido está estrechamente relacionado con la correcta difusión de nutrientes y 

oxígeno/dióxido de carbono durante la fermentación. Un alto contenido de 

humedad disminuirá la porosidad, la pérdida de la estructura de las partículas e 

interferirá en la difusión del oxígeno. Por el contrario, un bajo contenido de 

humedad puede limitar la solubilidad de los nutrientes dificultando el desarrollo 

de los microorganismos (Abu et al., 2017). 

 
Cuadro 7. Microorganismos empleados en procesos de FES para la producción 

de enzimas. 

Microorganismos Enzimas Sustrato Resultados Referencia 

Aspergillus oryzae 
CPQBA 394-12 
DRM 01 

Pectinasas Pulpa de 
cítricos y 
bagazo de 
caña de 
azúcar 

40 U/g 

Biz et al. (2016) 

Bacillus sp. BBXS-2 Proteasas y 
amilasas 

Bagazo de 
caña de 
azúcar, paja 
de trigo, paja 
de arroz y 
cáscara de 
arroz 

12.200 U/g; 
6.900 U/g 

Quereshi et al. 
(2016) 

Aspergillus 
tubingensis FDHN1 

Xilanasas Paja de sorgo 5177.23 U/g Adhyaru et al. 
(2016) 

Pleurotus ostreatus Lacasas Salvado de 
trigo 

32.450 U/g, 7 
días 

El-Batal et al. 
(2015) 

Burkholderia 
cenocepacia 

Lipasas Bagazo de 
caña de 
azúcar, 
semillas de 
girasol y 
aceite de oliva 

72.3 U/g, 96 h Liu et al. (2016) 

 

Homogeneizar el tamaño de partícula es fundamental para el desarrollo de los 

microorganismos, pues partículas pequeñas de sustrato proporcionan una gran 

superficie para la fijación de los microorganismos, pero las partículas 
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extremadamente pequeñas dan lugar a una aglomeración del sustrato que afecta 

a la transferencia de oxígeno, retrasando así el desarrollo de los 

microorganismos. Sin embargo, aunque un tamaño de partícula grande del 

sustrato proporciona una mejor eficiencia de aireación, puede limitar la superficie 

de fijación de los microorganismos (Abu et al., 2017). 

El pH es un parámetro difícil de medir y controlar en la FES. Esto se debe a la 

naturaleza del sustrato sólido, bajo contenido de agua, a la heterogeneidad de 

las condiciones de los sistemas y a la falta (o ausencia) de métodos adecuados 

de medición del pH en línea. No existe ningún electrodo fiable que pueda medir 

el pH en el medio sólido, por lo que se recomienda utilizar microorganismos que 

crezcan en un amplio rango de pH. Los distintos grupos de microorganismos 

reaccionan de forma diferente al valor de pH del medio de fermentación. Las 

bacterias generalmente prefieren valores de pH cercanos a la neutralidad, los 

hongos y las levaduras valores de pH ligeramente ácidos, y los actinomicetos por 

encima de la neutralidad (Prescott, 2002). 

La temperatura de fermentación depende del microorganismo con el que se esté 

trabajando; sin embargo, Hendges et al. (2011), Demir y Tari (2014), Barman et 

al. (2014) y Wong et al. (2017) obtuvieron la máxima producción de 

poligalacturonasa por cepas de Aspergillus a 30, 37, 32.37 y 33 °C, 

respectivamente. Un aumento de la temperatura durante la fermentación indica 

crecimiento del microorganismo. En la fermentación aeróbica, el oxígeno se 

suministra e intercambia con el dióxido de carbono y los microorganismos 

generan calor, lo que provoca un aumento de la temperatura (Ortiz et al., 2016). 

En algunos casos, las altas temperaturas afectan negativamente al crecimiento 

de los microorganismos y a la formación de productos. Sin embargo, se reportan 

estudios en donde altas temperaturas mejoran el rendimiento de la enzima 

(Delgado y Castillo, 2019). 

El valor óptimo de actividad de agua (aw) para el crecimiento de los 

microorganismos se debe ajustar al inicio del proceso de fermentación con base 

en los requerimientos óptimos de este. Sin embargo, la disponibilidad de agua 
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puede cambiar durante el transcurso de la fermentación como resultado de las 

variaciones en el contenido de humedad y también debido a las modificaciones 

de las propiedades de sorción de agua del material en fermentación. 

La obtención de productos está directamente relacionada con la composición del 

material de soporte o sustrato para llevar a cabo la fermentación, se reporta el 

uso de tortas de aceite de oliva y colza para la producción de proteasas y lipasas. 

La esterilización del material de soporte es una etapa importante para la inhibición 

de microorganismo ajenos a los que conducirán la asimilación de este, pues se 

consideran contaminantes que pueden inhibir el desarrollo del microorganismo 

con el que se está trabajando. 

El inóculo puede describirse como una preparación que contiene un elevado 

número de microorganismos viables y que pueden añadirse para provocar 

cambios deseables en el sustrato sólido (Visintin et al., 2017). La edad del 

inóculo, el medio utilizado para su cultivo y, por tanto, su estado fisiológico, son 

de suma importancia en muchos procesos de fermentación. Si el inóculo utilizado 

para la producción de metabolitos secundarios no está en el estado fisiológico 

correcto, no habrá producción o éste será mínimo. 

Los microorganismos normalmente varían en sus necesidades de oxígeno. El 

oxígeno o el aire que se introduce en el medio desempeña dos funciones 

importantes en el sistema FES: 

a) Satisfacer la demanda de oxígeno en la fermentación aeróbica. 

b) Transporte de calor y masa en un sistema heterogéneo 

La aireación proporciona y mantiene altos niveles de oxígeno y bajos niveles de 

dióxido de carbono en los sustratos sólidos entre las partículas. Los puntos a 

considerar en la aireación son: el caudal y la calidad del aire. El aire seco con un 

caudal elevado tendrá un efecto sobre la humedad del sustrato fermentado, 

aunque tenga una ventaja en términos de eliminación de calor. Se ha demostrado 
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que la tasa de aireación tiene un efecto positivo sobre el crecimiento microbiano 

y la formación de productos (Oriol et al., 1988). Alternativamente, el uso de aire 

saturado es una estrategia común para evitar la desecación del sustrato 

manteniendo los niveles de humedad. Además, la tasa de aireación mediante 

aire saturado controla la temperatura y los gradientes de humedad del medio 

sólido. 

2.9. Separación y purificación de enzimas 

Para el proceso de separación de enzimas, se emplean comúnmente la 

centrifugación, filtración con membranas, microfiltración, ultrafiltración 

precipitación, extracción líquido-líquido, entre otros. Estos métodos resultan ser 

altamente costosos y difíciles de escalar a nivel industria y una alternativa puede 

ser la extracción mediante ATPE, debido a su versatilidad, menor costo, 

capacidad de integración de procesos y fácil reproducción. 

El sistema de extracción acuosa en dos fases (ATPE, por sus siglas en inglés) 

se compone de dos polímeros inmiscibles, o de un polímero con sal, los cuales 

son solubles en agua a una determinada concentración (Alberttson, 1986). Es 

bien conocida como una técnica útil para la separación y purificación de 

biomoléculas, como proteínas y anticuerpos (Soo et al., 2017). 

El sistema ATPE se considera una técnica potente y versátil, que tiene bajo costo 

y una buena eficiencia. Tiene una alta selectividad y rendimiento de recuperación 

de biomoléculas (Oke e Ijardar, 2021). Ha sido utilizado en el campo de la 

biotecnología para la separación y purificación de diversos productos biológicos, 

como proteínas, aminoácidos, enzimas, células, anticuerpos y otros bioproductos 

(Abu et al., 2017). Los métodos convencionales de separación y purificación de 

biomoléculas suelen ser caros, requieren mucho tiempo y son difíciles de escalar.  

La hidrofobicidad, la carga superficial, el tamaño y la solubilidad de las proteínas 

son las propiedades fisicoquímicas más importantes que influyen en la 

separación de proteínas. Las interacciones hidrofóbicas desempeñan 

probablemente el papel principal en la separación empleando sistemas ATPE. 
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En dichas interacciones intervienen dos efectos bien conocidos: el efecto de 

hidrofobicidad de la fase y el efecto de salinidad. El efecto de hidrofobicidad de 

la fase está directamente relacionado con la identidad química de los 

constituyentes del sistema, así como con su concentración. Aunque los 

constituyentes de un sistema ATPE son en principio hidrofílicos, su hidrofobicidad 

relativa variará, pues la fase superior (normalmente PEG) es más hidrofóbica, lo 

que favorece la partición de las proteínas hidrofóbicas hacia esa fase concreta. 

En los sistemas polímero-sal la hidrofobicidad de la fase puede manipularse 

variando el peso molecular del polímero y añadiendo una sal como el NaCl 

(concentración hasta 10 % (p/p)). En cuanto al peso molecular del polímero, a 

medida que este aumenta, la relación grupos hidrófilos/área hidrófoba disminuye, 

provocando un aumento de la hidrofobicidad. En la mayoría de los casos, la 

partición de las proteínas hidrofóbicas puede aumentar incluso varios órdenes de 

magnitud, mientras que la partición de los contaminantes en tales condiciones no 

se ve afectada o tiende a preferir la fase inferior (sal) (Ying et al., 2017). 

Las interacciones electroquímicas tienen también, un papel importante en el 

comportamiento de partición de las proteínas. Como las cargas opuestas se 

atraen, la presencia de constituyentes cargados puede generar un 

fraccionamiento selectivo de los solutos y proteínas de carga opuesta hacia una 

fase específica. La influencia del pH en las interacciones electroquímicas es 

fundamental. Por lo tanto, el pH del sistema puede ser manipulado para promover 

la separación selectiva. El uso de valores de pH por encima del punto isoeléctrico 

(pI) de las proteínas puede inducir una afinidad adicional hacia la fase rica en 

PEG, esto sugiere que la fase superior rica en PEG se vuelve más negativa a 

medida que aumenta la concentración de NaCl en los sistemas y, por tanto, atrae 

a las proteínas con carga positiva (Nee et al., 2018). 

Dado que las proteínas que se van a fraccionar en el sistema tienen un tamaño 

definido (peso molecular y diámetro hidrodinámico), así como una geometría 

(conformación tridimensional), están sometidas a los efectos estéricos impuestos 

por los constituyentes del sistema. Estos efectos estéricos suelen estar 
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relacionados con el volumen disponible para que los solutos se fraccionen hacia 

una fase concreta y se conocen generalmente como efecto de volumen libre (Glyk 

et al., 2015). La concentración y solubilidad de las proteínas también tiene un 

efecto importante en la separación de estas en un sistema ATPE, por lo tanto, la 

partición a bajas concentraciones de proteína puede ser muy diferente a altas 

concentraciones. 
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3. CARACTERIZACIÓN DE ENZIMAS PRODUCIDAS A PARTIR 

DE FERMENTACIÓN EN ESTADO SÓLIDO3 

3.1. Resumen 

La fermentación en estado sólido (FES) es un proceso basado en el crecimiento 
microbiano sobre un soporte de baja humedad que tiene potencial para 
aprovechar residuos agrícolas y agroindustriales y producir bioproductos como 
proteínas y enzimas. El objetivo del trabajo fue evaluar las propiedades cinéticas 
de enzimas producidas con fermentación en estado sólido basada en el 
crecimiento del hongo Aspergillus niger. Se desarrolló FES durante 24, 48 y 72 h 
con A. niger desarrollado sobre residuos de naranja. El proceso se condujo en 
columna con flujo de aire a 50 mL min-1 y humedad relativa de 75%. Se aplicó el 
método de extracción acuosa en dos fases (ATPE) basado en polietilenglicol 
6000 y sulfato de amonio en concentraciones de 24.5 y 15.8%, respectivamente 
y agua destilada/amortiguador de fosfatos pH 6.9 como disolvente, de donde se 
obtuvieron sistemas cuyas fases se evaluaron en términos de contenido de 
proteína. En cada fase se evaluó actividad enzimática usando pectina de alto 
metoxilo como sustrato. El tiempo de fermentación no afectó la producción de 
proteína, que tuvo, en promedio, concentración de 15.34 mg mL-1 en la fase 
superior de los sistemas ATPE y de 1.74 mg mL-1 en la fase inferior. Sin embargo, 
la actividad enzimática fue mayor en la fase inferior (39.72 U) que en la superior 
(35.38 U), sin efecto del tiempo de proceso. El pH, la temperatura y la 
concentración de sustrato óptimo de las enzimas fueron 6.0, 50.0 °C y 0.28 mM, 
respectivamente. Las enzimas pécticas producidas por A. niger presentaron una 
cinética del tipo Michaelis-Menten (M-M) con valor en la constante de M-M de 
9x10-5 mM y máxima velocidad de reacción de 0.0461 mM min-1. La fermentación 
en estado sólido es un proceso con potencial para producir enzimas pécticas a 
partir de residuos de naranja. 

Palabras clave: Aspergillus niger, caracterización cinética, extracción acuosa en 
dos fases, fermentación en estado sólido, pectinasas, residuos de naranja. 

 
Tesis de Maestría en Ciencias, Maestría en Ciencia y Tecnología Agroalimentaria, Universidad 
Autónoma Chapingo. 
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CHARACTERIZATION OF ENZYMES PRODUCED THROUGH 

SOLID STATE FERMENTATION14 

Abstract 

Solid-state fermentation (SSF) is a process based on microbial growth on a low-
moisture substrate that has the potential to take advantage of agricultural and 
agro-industrial residues and produce bio-products such as proteins and enzymes. 
The objective of the work was to evaluate the kinetic properties of enzymes 
produced with solid-state fermentation based on the growth of the Aspergillus 
niger fungus. SSF was developed for 24, 48, and 72 h with A. niger grown on 
orange wastes. The process was conducted in a column with air flow at 50 mL 
min-1 and relative humidity of 75 %. The aqueous two-phase extraction (ATPE) 
method was applied based on polyethylene glycol 6000 and ammonium sulfate in 
concentrations of 24.5 and 15.8 %, respectively, and distilled water/phosphate 
buffer pH 6.9 as solvent, from which biphasic systems were obtained whose 
phases were evaluated in terms of protein content. Enzymatic activity was 
evaluated in each phase using high-methoxy pectin as substrate. The 
fermentation time did not affect protein production, which had, on average, a 
concentration of 15.34 mg mL-1 in the upper phase of ATPE systems and 1.74 mg 
mL-1 in the lower phase of them. However, the enzymatic activity was higher in 
the lower phase (39.72 U) than in the upper (35.38 U), without effect of the 
process time. The pH, temperature, and optimal substrate concentration of the 
enzymes were 6.0, 50.0 °C, and 0.28 mM, respectively. The pectic enzymes 
produced by A. niger presented a Michaelis-Menten type (M-M) kinetics, with M-
M constant of 0.203 mM and maximum rate of 0.00024 mM min-1. Solid state 
fermentation is a process with potential to produce pectic enzymes from orange 
waste. 

 

Key words: Aspergillus niger, solid-state fermentation, orange waste, pectinases, 
two-phase aqueous extraction, kinetic characterization.

 
Thesis of Master Science, Program of Agro-Food Science and Technology, Universidad 
Autónoma Chapingo. 
Author: Gabriel Vega Ramírez. 
Thesis Director: Salvador Valle Guadarrama, Dr. 
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3.2. Introducción 

La fermentación en estado sólido (FES) se define como el crecimiento de 

microorganismos como hongos y levaduras, principalmente, sobre un sustrato de 

baja humedad. En este proceso se simula el hábitat natural de estos 

microorganismos, bajo condiciones controladas. La FES se ha practicado desde 

hace siglos en Oriente y Asia para el procesamiento y producción de alimentos 

como el tempeh, el miso (soya fermentada) el koji y el sake (arroz fermentado), 

los cuales son componentes importantes en la dieta de estos países, pues son 

ricos en proteínas y vitaminas (Abdul y Webb, 2017). 

Para la FES se pueden utilizar como sustratos los residuos generados por las 

agroindustrias, los cuales, en su mayoría, contienen nutrientes que pueden ser 

aprovechados para la producción de biocombustibles, enzimas, vitaminas, 

antioxidantes, antibióticos y otros productos (Abu et al., 2017), lo cual además 

contribuye a mitigar la contaminación ambiental. 

El presente trabajo tuvo como objetivo la caracterización de enzimas producidas 

pécticas producidas por fermentación en estado sólido a partir de residuos de 

naranja, los cuales poseen un alto contenido de pectina, que podría inducir la 

síntesis de pectinasas durante el desarrollo de un hongo filamentoso como 

Aspergillus niger. Las pectinasas son enzimas que hidrolizan la pectina presente 

en las frutas y se emplean principalmente para la clarificación de jugos y vino, 

tratamiento de aguas residuales de la industria juguera y desgomado en la 

industria del papel. Sin embargo, para determinar las posibles aplicaciones, es 

necesario caracterizarlas, dado que en la industria alimentaria se emplean 

condiciones diversas de pH para la elaboración y conservaciones conservación 

de alimentos. 
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3.3. Materiales y métodos 

3.3.1. Material vegetal 

Los residuos de naranja se emplearon como soporte sólido no inerte, los cuales 

presentaron grados de madurez variable e incluyeron la cáscara y las 

membranas internas. El material se secó al sol durante 3 d y alcanzó humedad 

de 14.34 %, se molió en una licuadora (BLSTBPST013, Oster, México) y se 

tamizó en malla 10 y 18 (MON200A010, MON200A018, Mont inox, México), con 

lo que el tamaño de partícula se homogeneizó a 1.9 mm. 

3.3.2. Cepa fúngica 

La cepa utilizada fue Aspergillus niger, la cual se identificó por el Laboratorio 

Nacional de Investigación y Servicio Agroalimentario y Forestal (LANISAF) de la 

Universidad Autónoma Chapingo.  

3.3.2.1. Conservación y activación de la cepa fúngica 

El micelio esporulado estuvo almacenado a 4 °C en salvado de trigo. Para su 

activación, se inoculó en placas de agar papa dextrosa (PDA) y se incubó a 28 

°C durante 4 d. La esporulación se llevó a cabo en salvado de trigo y se 

cosecharon con una mezcla de Tween 80 y agua destilada (1 %, v/v) y se 

determinó la concentración de esporas con una cámara de Neubauer. 

3.3.3. Fermentación en estado sólido (FES) en reactores de columna 

El material molido (80 g) fue esterilizado en autoclave a 121 °C por 2 min en 

vasos de precipitado. Posteriormente se acidificó con ácido tartárico (pH 4.5) y 

se inoculó con una suspensión de esporas de A. niger a una concentración de 

4×107 esporas g-1 de sustrato seco. La FES se realizó en columnas de vidrio con 

diámetro interno de 4.4 cm y altura de 26 cm. Cada columna se empacó con 

sustrato (70 g) acidificado e inoculado y se colocó en una incubadora a 28 °C. Se 

inyectó una corriente continua de aire a una corriente de aire de 50 cm3 min-1 en 

la cámara de humidificación, que contenía una disolución saturada cloruro de 

sodio (Figura 6). Se retiró una columna a los tiempos de fermentación 0, 24, 48 y 

72 h. Posteriormente, el contenido de cada columna fue congelado y liofilizado 
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Figura 6. Esquema general del sistema de FES en reactor de columna. 

 

3.3.4. Caracterización fisicoquímica del sustrato fermentado 

3.3.4.1. Contenido de humedad 

Se empleó un analizador de humedad (MA37, Sartorius, Estados Unidos), 

colocando 5 g de sustrato en el analizador de humedad y se tomó la lectura, 

durante 10 min a temperatura ambiente (Tirado et al., 2015). 

3.3.4.2. pH 

Se determinó después de la acidificación del sustrato a las 0, 24, 48 y 72 h de 

fermentación. Se mezclaron 3 g de sustrato con 30 mL de agua destilada y se 

procedió a medir el pH (AOAC, 2004) usando un potenciómetro 

(CONDUCTRONIC, pH120, México). 

3.3.4.3. Contenido de azúcares totales 

Se determinó siguiendo el método fenol-sulfúrico de DuBois et al. (1956), con 

algunas modificaciones. En un tubo de ensaye se vertió 1 mL de muestra, se 

adicionaron 0.5 mL de fenol al 5 % (m/v). Posteriormente se vertieron 2.5 mL de 
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ácido sulfúrico concentrado y se agitó la mezcla durante 15 s de forma manual y 

se leyó la absorbancia a 485 nm en un espectrofotómetro (DR 500 UV-vis HACH, 

USA). Para calcular la concentración de azúcares totales, se preparó una curva 

estándar de glucosa (Merck, México) en un rango de concentración de 0.00014 

a 0.10 mg mL-1. Y los resultados se reportaron como mg mL-1 de glucosa. 

3.3.4.4. Contenido de pectina 

La pectina del material fermentado fue extraída siguiendo el método de Lozano 

et al. (2016), se mezcló con HCl 0.1 N (1:10, m/v); se calentó a 85 °C por 45 min 

y se filtró a través de tela de muselina. El filtrado se mezcló (1:1) con etanol (96 

%, v/v), se dejó reposar a 4 °C por 24 h y se decantó el sobrenadante. El 

precipitado se lavó con una mezcla de etanol:agua (70:30, v/v). Después se 

centrifugó (Eppendorf, Centrifuge 5810 R, Alemania) y la pectina se purificó en 

agua destilada con membrana de diálisis (Spectra/Por 6 Dialysis Membrane, 12 

kDa; Spectrum Laboratories Inc., CA, USA). Finalmente, el polisacárido se secó 

en un horno (Lumistell, HTP-42, México) durante 24 h a 30 °C. El rendimiento de 

pectina fue calculado en base seca (YP, %) mediante la Ecuación (1), donde mp 

y mf son masas (g) de la pectina obtenida y la cantidad original de sustrato usado, 

respectivamente: 

𝑌𝑝 =
𝑚𝑝

𝑚𝑓
× 100                                                             (1) 

3.3.4.5. Grado de esterificación 

Se evaluó siguiendo el método de Singthong et al. (2004). Una muestra de 500 

mg de pectina seca se mezcló con 2 mL de etanol y 100 mL de agua destilada. 

Después, 10 mL de NaOH 0.5 N fueron agregados con agitación y reposo por 15 

min. La mezcla fue incorporada con 10 mL de HCl 0.5 N y se tituló de nuevo con 

NaOH 0.5 N (VB, mL). El valor de ED (%) se calculó con la Ecuación (2): 

𝐺𝐸 = (
𝑉𝐵

𝑉𝐴+𝑉𝐵
) x100                                                                 (2) 
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3.3.5. Extracción de enzimas mediante sistema ATPE 

El sistema de extracción acuoso bifásico que se utilizó se fundamenta en el 

diagrama de fases construido por Briones (2017). Se utilizó polietilenglicol (PEG) 

6000 (Sigma-Aldrich, Co., Germany), sulfato de amonio (Meyer, México) y como 

disolvente, agua destilada y amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 6.9 con NaCl 

6.7 mM, respectivamente. La mezcla se formó con PEG 6000 en concentración 

de 24.5 % (m/v), sulfato de amonio en concentración de 15.8 % (m/v) y diluyente 

(agua destilada y amortiguador). Se pesaron y mezclaron 4.9 g de PEG 6000, 3.1 

g de sulfato de amonio, 11.9 g del disolvente y 0.5 g de sustrato fermentado y 

pulverizado. Se agitó el sistema de forma manual por 1 min y se dejó reposar por 

30 min para la formación de las fases. Se midió el pH con un potenciómetro 

(CONDUCTRONIC, pH120, México). Se introdujo el electrodo directamente al 

sistema y se registró la lectura. Posteriormente el sistema se sometió a 

centrifugación (Eppendorf, Centrifuge 5810 R, Alemania) por 15 min a 450 rpm y 

finalmente las fases se separaron en viales para su posterior congelación y 

liofilización.  

3.3.6. Determinación de contenido de proteína 

Se determinó el contenido de proteína cruda y parcialmente purificada del 

sustrato fermentado y de las fases del sistema de extracción ATPE, 

respectivamente, siguiendo el método de Lowry et al. (1951), con algunas 

modificaciones. En un tubo de ensaye se agregó 1 mL de muestra, se adicionó 

posteriormente 1 mL de solución de CTC, se agitó y se dejó reposar por 10 min 

a temperatura ambiente. Se agregaron 0.5 mL de Folin Ciocalteu (Sigma, Co., 

Germany) diluido a 0.3 N y se desarrolló la reacción durante 30 min en oscuridad 

y a temperatura ambiente. Finalmente, se procedió a la medición de la 

absorbancia a 750 nm en un espectrofotómetro. Los valores obtenidos se 

extrapolaron en una curva estándar de albúmina de suero bovino (Sigma-Aldrich, 

Co., Germany) con concentraciones de 0.01-0.1 mg mL-1 

Para la preparación de la solución de CTC, se mezclaron volúmenes iguales de 

sulfato de cobre pentahidratado al 0.1 % (p/v) y tartrato de sodio y potasio 
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tetrahidratado 0.2 % (p/v) con carbonato de sodio 10 % (p/v) en un mismo 

volumen. La solución anterior fue mezclada con solución de NaOH 0.8 N y 

solución dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % (p/v). 

3.3.7. Determinación de actividad pectinasa 

La actividad pectinasa se determinó siguiendo la metodología de Miller (1959), 

con algunas modificaciones. Se preparó el reactivo DNS disolviendo NaOH en 

200 mL de agua destilada y se añadió en agitación constante el tartrato de sodio 

y potasio lentamente. Se completó con agua destilada hasta 400 mL y se 

comenzó a añadir lentamente el ácido 3,5 dinitrosalicílico. Se dejó en agitación 

por 12 h, se aforó a 500 mL y se filtró. Para el desarrollo de la reacción, se 

vertieron en tubos eppendorf, 200 µL de amortiguador de fosfatos 20 mM (pH 

6.9), 200 µL de muestra y se incubaron a 37 °C durante 15 min. Posteriormente 

se adicionaron 100 µL de pectina (Laitz, México) al 1 % (p/v), se incubó a 37 °C 

durante 10 min, al cabo de este tiempo se adicionaron 500 µL del reactivo DNS, 

se colocó en ebullición durante 5 min y se enfrió en agua con hielo. De cada tubo, 

se tomaron 200 µL de muestra (por cuadruplicado) que se transfirieron a los 

pozos de una microplaca y finalmente se midió la absorbancia a 540 nm en un 

lector de microplacas (Synergy 2 Microplate reader, Biotek International, Software 

Gen5). Se preparó una curva estándar de ácido D-galacturónico (Sigma-Aldrich, 

Co., Germany) en un rango de concentración de 0.1 a 1 mg mL-1, para la 

extrapolación de los resultados, los cuales fueron expresados en unidad (U) de 

actividad pectinasa, que corresponde a la liberación de 1 mol de ácido D-

galacturónico por minuto. 

3.3.8. Efecto del pH sobre la actividad pectinasa 

La actividad enzimática se determinó en la fase superior del sistema ATPE 

correspondiente a las 48 h de fermentación. Los ensayos de actividad enzimática 

se probaron en un rango de pH de 3 a 9, utilizando amortiguadores. La reacción 

se llevó a cabo como se describe en el apartado 5.3.7. 
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3.3.9. Efecto de la temperatura sobre la actividad pectinasa 

La actividad enzimática se determinó en la fase superior del sistema ATPE 

correspondiente a las 48 h de fermentación. Los ensayos se probaron en un 

rango de temperatura de 30 a 55 °C y pH 6, por ser el valor intermedio encontrado 

en la determinación de la actividad residual en diferentes condiciones de pH. La 

reacción se llevó a cabo como se describe en el apartado 5.3.7. 

3.3.10. Estimación de la energía de activación (Ea) 

Con los datos obtenidos en el apartado 5.3.9, se estimó el valor de a Ea (J K-1 

mol-1) a partir de la pendiente de la representación lineal de la Ecuación (3) de 

Arrhenius (Mutlu et al., 1996) en su forma logarítmica: 

                                           ln 𝑣 = ln 𝑘 −
𝐸𝑎

𝑅𝑇
                                                         (3) 

Donde: 

v: velocidad de reacción enzimática 

k= factor pre exponencial de frecuencia (mol min-1) 

R: Constante de los gases (8.3145 J K-1 mol-1) 

T: Temperatura absoluta (K) 

Ea: Energía de activación (J K-1 mol-1) 

 

3.3.11. Efecto de la concentración del sustrato sobre la actividad pectinasa 

La actividad enzimática se determinó en la fase superior del sistema ATPE 

correspondiente a las 48 h de fermentación. Los ensayos se probaron en un 

rango de concentración de pectina (1.4, 1.9, 2.4, 3.6 y 4.8 mM), suspendida en 

amortiguador pH 6. La reacción se llevó a cabo como se describe en el apartado 

5.3.7. 

3.3.12. Estimación de los parámetros cinéticos Km y vmáx 

Se determinó la velocidad inicial de la reacción utilizando diferentes 

concentraciones de pectina (1.43, 1.90, 3.57, 4.76 y 7.14 mM). La reacción se 

llevó a cabo como se describe en el apartado 5.3.7. Posteriormente se estimaron 

los parámetros cinéticos aparentes, Km y Vmáx, mediante el modelo de Eadie-
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Hofstee (Hofstee, 1959), donde la velocidad (v) se representó frente a la relación 

entre la velocidad y la concentración de sustrato (v/[S]). En esta transformación 

(Ecuación 4), la pendiente y la intersección describen la Km y la Vmáx, 

respectivamente. 

                                 𝑣 = −𝐾𝑚
𝑣

[𝑆]
+ 𝑉𝑚á𝑥                                          (4) 

3.3.13. Diseño y análisis estadístico 

Se utilizó un diseño estadístico completamente al azar con tres tratamientos y un 

control, con ensayos por triplicado. Los tratamientos fueron los tres tiempos de 

fermentación: 24, 48 y 72 h. Las variables independientes fueron: contenido de 

azúcares totales, humedad, contenido de pectina, pH y temperatura. Los datos 

se analizaron mediante un análisis de varianza y se aplicó la prueba de Tukey 

(p≤0.05) para realizar una comparación de medias de tratamientos. Todos los 

análisis estadísticos realizados se obtuvieron mediante el programa 

computacional SAS® (Statistical Analysis System), versión 2002. 

 

3.4. Resultados y discusión 

3.4.1. Caracterización fisicoquímica del sustrato fermentado 

3.4.1.1. Humedad 

El contenido de humedad del medio de cultivo fue disminuyendo en el transcurso 

del tiempo (Figura 7). La evaporación del agua durante la FES se atribuye 

principalmente a dos factores, uno correspondiente al calor metabólico del hongo 

y el otro al consumo de agua para la hidrólisis de polisacáridos (Díaz et al., 2020; 

Dorta et al., 1994). En la FES con aireación forzada, la pérdida de agua por 

evaporación puede evitarse si el aire circulante está saturado de humedad y si 

su temperatura se controla. En estas condiciones, cualquier variación en el 

contenido total de agua durante el crecimiento del hongo puede atribuirse a las 

actividades metabólicas (Rosero y Dustet, 2017; Oriol et al., 1988). 
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Figura 7. Variación de la humedad del sustrato durante la FES. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

3.4.1.2. pH 

La Figura 8 muestra que el pH del sistema de fermentación se redujo de 5.8 a 

4.1 en un periodo de 72 h. EL pH es un parámetro difícil de controlar debido a la 

germinación de las esporas y el inicio del crecimiento micelial de los hongos, así 

como por la secreción de ácidos orgánicos, como el ácido cítrico y a la 

desesterificación de la pectina por las enzimas extracelulares, lo que provoca un 

cambio en el pH del medio de cultivo (Smith, 1994). Estos cambios pueden 

afectar notablemente a los procesos metabólicos, modificando los límites de 

actividad de agua a los que se produce la germinación y el crecimiento fúngico; 

sin embargo, dentro del tiempo total de fermentación, el pH se mantuvo dentro 

del rango de crecimiento de (4-6) de hongos filamentosos (Prescott, 2002).  

 



44 
 

 

Figura 7. Variación de pH del sustrato durante la FES. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

3.4.1.3. Azúcares totales 

Los azúcares totales son moléculas compuestas por carbono, hidrogeno y 

oxígeno, se pueden presentar en forma de monosacáridos, oligosacáridos o 

polisacáridos (Beltran y Gil, 2018). Estos azúcares, al ser hidrolizados, son fuente 

importante de energía para el desarrollo de los microorganismos. Sánchez y 

Vázquez (2017) indican, que hay una relación entre el contenido de azúcares 

simples como sacarosa y pectina, pues los hongos filamentosos asimilan la 

sacarosa para la obtención de energía y posteriormente a la pectina para la 

síntesis de enzimas pécticas, sin embargo, debido a las características 

fisicoquímicas del material de soporte, así como el bajo contenido de azúcares 

totales, se puede inferir que A. niger asimiló primeramente la pectina, pues no se 

encontró diferencia significativa (p≤0.05) en el contenido de azúcares totales, 

entre los tiempos de fermentación monitoreados (Figura 9). 



45 
 

 

Figura 9. Contenido de azúcares totales del sustrato fermentado. Medias que 
no comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

3.4.1.4. Contenido de pectina y grado de esterificación (GE) 

El contenido de pectina disminuyó significativamente en el periodo de 72 h 

(Cuadro 8). Esta disminución puede deberse a diversos factores como la 

metodología empleada para la extracción (Picot et al., 2020; Vasco y Zapata, 

2017; Chen et al., 2016), si es purificada o no, del grado de madurez del fruto o 

vegetal empleado (Paredes et al., 2015) y de la fuente de la que es extraída 

(Guandalini et al., 2019; Raji et al., 2017). La pectina se degrada naturalmente 

durante el proceso de maduración de los frutos por pectinasas producidas por la 

propia planta, pero también se degrada por enzimas de parásitos como hongos 

y bacterias (Taragano, 2000). El proceso de fermentación fue realizado por A. 

niger, el cual asimiló la pectina presente en el material de fermentación para la 

síntesis de pectinasas, tal como lo reportan otros autores, al emplear A. niger 

(Sudeep et al., 2020; Oliyad, 2017). El grado de esterificación (GE) se evaluó 

dividiendo las unidades de grupos metoxilo entre las unidades de ácido 

galacturónico, determinadas mediante titulaciones de pectina extraída 

anteriormente. El GE de los residuos de naranja utilizados en esta investigación 

fue de 62.3 % (Cuadro 8), lo que corresponde a una pectina de alto metoxilo, 

pues según la FAO (2019), el GE varía entre 60 y 75 % en las pectinas 
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comerciales de alto metoxilo. Este valor encontrado es bajo, pues se reportan 

valores superiores a 80 % en residuos de naranja (Tovar, 2017), sin embargo, 

existen impurezas como los galactanos, xilanos, hemicelulosa, entre otros, que 

son susceptibles a la precipitación alcohólica, influyendo en la cuantificación de 

del GE (Zegada, 2015). 

Cuadro 8. Contenido de pectina y grado de esterificación. 

Parámetro 
Tiempo de fermentación (h) 

0 24 48 72 

Contenido de pectina (%) 14.28 a 13.42 b 12.72 c 12.30 c 

Grado de esterificación (GE) (%) 62.34  

Medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

3.4.2. Extracción de enzimas mediante sistema ATPE 

3.4.2.1. pH 

Goja et al. (2013) indican que valores de pH superiores a 7 son adecuados para 

separación de proteínas en sistemas formados por PEG y fosfatos y para 

sistemas de PEG y sulfato son compatibles con pH inferior a 6.5. Como se puede 

observar en el Cuadro 9, el pH del sistema ATPE compuesto por PEG 6000, 

sulfato de amonio y amortiguador de fosfatos (20 mM, pH 6.9), tuvo un pH de 

6.30, lo que indica que el uso de amortiguador de fosfatos, como diluyente, es el 

más adecuado para la extracción de las enzimas. 

 
Cuadro 9. pH del sistema ATPE. 

Sistema pH 

PEG 6000; sulfato de amonio; agua destilada 4.55 ± 0.16 

PEG 6000; sulfato de amonio; amortiguador de fosfatos 6.30 ± 0.31 
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3.4.3. Contenido de proteína 

Debido a su alta capacidad de expresión y secreción de proteínas, Aspergillus 

niger es uno de los hongos filamentosos que mayormente se emplea para 

producirlas, pues de acuerdo con lo reportado por Ward (2012), cepas 

industriales de Aspergillus niger, pueden llegar a producir de 25 a 30 g/L de 

glucoamilasa. Además, Meini et al. (2021) indican que es como una cepa GRAS 

(generalmente reconocida como segura). Pacheco et al. (2018), evaluaron la 

composición fisicoquímica de residuos frescos y secos de naranja, encontrando 

un contenido de proteína en residuos secos de 63.10 mg mL-1, valor similar a lo 

encontrado en este trabajo, 64.08 mg mL-1, como se muestra en el Figura 10. 

La Figura 10 muestra que durante el proceso de fermentación hubo un 

incremento del contenido de proteína en el medio de cultivo, lo que estaría 

relacionado con la producción de enzimas extracelulares. No se encontró 

diferencia significativa entre el tiempo cero y a las 24 h, sin embargo, a las 48 y 

72 h, se tuvo la máxima producción de proteínas, al no haber diferencia 

estadística significativa entre estos dos tiempos de fermentación. El rendimiento 

de la producción de biomoléculas empleando hongos filamentosos depende 

directamente de las condiciones que se le proporcionen para su desarrollo, como 

temperatura, pH, humedad, aireación, tamaño de partícula y tamaño de inóculo. 

Heerd et al. (2012), reportan incremento de proteína soluble (5.5 mg g-1) después 

del cuarto día de fermentación (en estado sólido), utilizando una mezcla de 

salvado de trigo y cáscara de naranja como sustrato; sin embargo, las 

condiciones de fermentación que emplearon fueron temperatura ambiente (26 

°C) y tamaño de inóculo de 2x107 esporas g-1 de soporte seco. 
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Figura 8. Contenido de proteína en el material de soporte. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). 

 

3.4.3.1. Fases del sistema ATPE 

Se determinó el contenido de proteína de las fases del sistema ATPE y no se 

encontró diferencia significativa entre los tiempos de fermentación, para ambas 

fases (Figura 11). Sin embargo, en la fase superior del sistema, se encontró la 

mayor concentración de proteínas, lo que confirma las conclusiones de Hachem 

et al. (1996), reportando que la hidrofobicidad entre el polímero y las proteínas 

son responsables de la partición de estas biomoléculas, en los sistemas 

formados por un polímero y una sal. 

El uso o adición de sales como el NaCl y el (NH4)2SO4 al sistema de extracción 

ATPE, contribuyen en la estabilidad estructural de las proteínas y la precipitación 

de las mismas (Nelson y Cox, 2019; Silva et al., 2018), así mismo, la solvatación 

del agua con iones sal, permite la remoción de agua de los alrededores de las 

proteínas, exponiendo así las regiones hidrofóbicas de estas. Dichas regiones 

pueden interactuar mutuamente o con las de otras moléculas, como el PEG, 

resultando en la aglomeración y separación de las proteínas. 
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Figura 9. Contenido de proteína en las fases del sistema ATPE. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). yEntre 

tiempos de fermentación. ZEntre fases. 

 

3.4.4. Actividad pectinasa 

3.4.4.1. Fases del sistema ATPE 

La determinación de la actividad enzimática en las fases del sistema de 

extracción mostró un comportamiento contrario a lo observado en la 

cuantificación de proteína. Se encontró diferencia estadística significativa entre 

las fases del sistema ATPE, con mayor actividad enzimática en la fase inferior 

(Figura 12). Con base en la afirmación de Nelson y Cox, (2019), al decir que todas 

las enzimas son proteínas, con algunas excepciones, se esperaba que la 

actividad enzimática fuera mayor en la fase superior, como lo fue con el contenido 

de proteína. Sin embargo, la prueba para determinar la actividad enzimática fue 

específica para enzimas pécticas o pectinasas, lo que limitó a la cuantificación de 

otras enzimas, ya que el sustrato utilizado para la FES contiene, además de la 

pectina, celulosa, hemicelulosa y lignina (Dias et al., 2020), que el hongo 

filamentoso pudo utilizar para producir otro tipo de enzimas. 

Se puede establecer que el tiempo de 48 h fue el adecuado para la producción 

de pectinasas, pues no hay diferencia significativa a las 72 h (Figura 12). 
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Figura 10. Actividad pectinasa en las fases del sistema ATPE. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). yEntre 
tiempos de fermentación. ZEntre fases. Una unidad (U) de actividad pectinasa 

corresponde a la liberación de 1 mol de ácido D-galacturónico por minuto. 

 

3.4.5. Efecto del pH sobre la actividad pectinasa 

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad enzimática, se realizaron ensayos 

en un rango de pH de 3 a 9, no encontrando diferencia significativa a pH 5, 6 y 7, 

como se muestra en la Figura 13. La concentración de iones hidrógeno afecta la 

eficiencia de las enzimas para la catálisis de reacciones, pues, valores de pH 

extremadamente altos o bajos, pueden cambiar la estructura de las proteínas, lo 

que resulta en la desnaturalización parcial o total y con ello la pérdida de la 

actividad para la mayoría de las enzimas (Dalagnol et al., 2017).  

La hidrolisis de la pectina en ácido galacturónico y la desesterificación de éste, 

permite la exposición y posible disociación de sus grupos carboxilo en función del 

pH del medio. De igual manera, las cadenas laterales de los aminoácidos como 

la lisina, ácido aspártico y arginina (Pickersgill y Jenkins, 2003), presentes en el 

sitio activo de las diferentes isoformas de las pectinasas, como la 

poligalacturonasa (PG) (PGI, PGII, PGA, PGB, PGC, PGD y PGE), serán 

susceptibles a disociarse y cambiar su estado de ionización. Lo anterior tendrá 

un efecto sobre la interacción del sustrato con el sitio activo de la enzima, lo cual 
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resulta en un pH óptimo para la actividad de cada una de las isoformas (Ninga et 

al., 2017). 

Las enzimas generalmente son más activas en un rango de pH de 5-9 (Fromm, 

1975), lo cual coincide con los resultados obtenidos (Figura 13). Estudios previos 

reportan un pH óptimo de 5 para pectinasas producidas por Aspergillus ibericus 

(Mahesh et al., 2016) y Aspergillus niger (Dalagnol et al., 2017), respectivamente. 

Adicionalmente, Da Carvalho et al. (2018) indicaron un rango de pH óptimo de 4 

y 7 para enzimas producidas por Aspergillus aculeatus URM4953. 

 

 

Figura 11. Efecto del pH sobre la actividad pectinasa. Medias que no 
comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). Una 

unidad (U) de actividad pectinasa corresponde a la liberación de 1 mol de ácido 
D-galacturónico por minuto. 

 

3.4.6. Efecto de la temperatura sobre la actividad pectinasa 

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática se evaluó en un rango 

de 30 a 55 °C (Figura 14). Los ensayos se realizaron a pH 6, en el cual la enzima 

presentó alta actividad. La Figura 14 muestra un incremento exponencial de la 

actividad enzimática respecto a la temperatura, ya que, al incrementar la 

temperatura, hay una mayor entrega de energía para superar la energía de 

activación mínima requerida en la reacción, lo que resulta en colisiones de 

partículas más exitosas, mejorando así la velocidad de reacción inicial (Dalagnol 
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et al., 2017). Sin embargo, se llega a una temperatura lo suficientemente alta 

para inactivar la enzima y disminuir la actividad. Estadísticamente, la temperatura 

en la que la enzima producida por A. niger presentó mayor actividad fue a 50 °C 

(Figura 14), lo cual ha sido observado anteriormente por otros autores, como Ma 

et al. (2017), que reportaron temperatura óptima de 50 °C para pectinasa de 

Aspergillus niger, libre e inmovilizada, utilizando alginato de sodio como soporte 

y glutaraldehído como agente de reticulación y Anand et al. (2017) con resultados 

similares para exo-polygalacturonasa. La temperatura óptima puede variar 

dependiendo de la especie que se esté utilizando para producir las enzimas, ya 

que Alagöz et al. (2016) reportaron temperatura óptima de 35 °C para pectinasas 

producidas por Aspergillus aculeatus. 

 

 

Figura 12. Efecto de la temperatura sobre la actividad pectinasa. Medias que 
no comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, p≤0.05). Una 

unidad (U) de actividad pectinasa corresponde a la liberación de 1 mol de ácido 
D-galacturónico por minuto. 

3.4.7. Energía de activación (Ea) 

El valor de Ea estimado fue de 40.61 J mol-1, lo que indica que se requiere 

relativamente poca energía para la hidrolisis de la pectina, destacando así una 

capacidad hidrolítica especialmente eficaz de las pectinasas producidas por A. 

niger, pues Zeni et al. (2015) reportan valor de Ea de 9130 J mol-1 para 

poligalacturonasas de A. niger. Lira et al. (2018), reportan valores de Ea de 
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pectinasas de A. aculeatus, libres e inmovilizadas de 11040 J mol-1 e 26410 J 

mol-1, respectivamente. 

3.4.8. Efecto de la concentración del sustrato sobre la actividad pectinasa 

Se realizaron ensayos utilizando diferentes concentraciones de sustrato (Figura 

15), a pH 6 y 35 °C. La actividad enzimática incrementó con la concentración del 

sustrato y se encontró diferencia estadística significativa entre las diferentes 

concentraciones de sustrato probadas. En la concentración 3.6 mM de sustrato 

se presentó mayor actividad enzimática (Figura 15). Otros autores reportan el uso 

de concentraciones bajas de pectina (< 1 %) para una mayor actividad enzimática 

(Sandri et al., 2018), ya que altas concentraciones de sustrato reducen la 

cantidad de agua libre en el sistema, resultando en la desolvatación del sustrato, 

reemplazando así todos o la mayoría de los puentes de hidrógeno entre el 

sustrato y el agua, lo que afecta la reacción enzimática (Sudeep et al., 2020). 

Los resultados presentan una notable disminución de la actividad enzimática a 

una concentración de 4.8 mM de pectina, que puede deberse, a una posible 

inhibición de la enzima.  

 

Figura 13. Efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad pectinasa. 
Medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (Tukey, 

p≤0.05). Una unidad (U) de actividad pectinasa corresponde a la liberación de 1 
mol de ácido D-galacturónico por minuto. 
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3.4.9. Parámetros cinéticos Km y Vmáx 

Los parámetros cinéticos aparentes, definidos por la constante de Michaelis-

Menten (Km) y la velocidad máxima de reacción (vmáx) se determinaron a través 

del modelo de Eadie-Hofstee, obteniendo valores de 9x10-5 mM y 0.0461 mM 

min-1, respectivamente. La mayoría de las enzimas pécticas, producidas por 

hongos filamentosos, presentan una cinética del tipo Michaelis-Menten y tienen 

alta afinidad por la pectina, como lo reportan Dushyantha et al. (2014), de 

poligalacturonasa de A. niger (0.155 mM), contrario a las pectinasas producidas 

por bacterias, como Bacillus subtilis (1.891 mg mL-1), cuyo valor fue reportado 

por Jeilu y Abate (2017). 

 

3.5. Conclusiones 

No se encontró diferencia estadística significativa (p≤0.05) de la actividad 

enzimática para los tiempos de fermentación de 48 h (35.38 U) y 72 h (36.07 U) 

en la fase superior de sistema de extracción acuoso. 

Las características fisicoquímicas que presentaron las pectinasas producidas por 

A. niger bajo las condiciones de FES establecidas en el presente proyecto, 

fueron: rangos de pH 5-7, temperatura de 50 °C y 0.28 mM corresponde a la 

concentración de sustrato en la que se presentan las condiciones de saturación 

de la enzima. Los valores de km y velocidad máxima determinados a través de 

las ecuaciones de Michaelis-Menten y Eadie-Hofstee, fueron 9x10-5 mM y 0.0461 

mM min-1, respectivamente. 
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4. CONCLUSIONES GENERALES 

Las condiciones de FES en columna establecidas para el desarrollo del hongo 

filamentoso A. niger y la producción de pectinasas fueron temperatura 28 °C, flujo 

de aireación 50 cm3 min-1, humedad 75 %, pH 4.5 y tamaño de inóculo 4x107 

esporas g-1 de sustrato seco. El pH, la temperatura y la concentración de sustrato 

óptimo de las enzimas fueron 6.0, 50.0 °C y 0.28 mM, respectivamente. 

Las proteínas extraídas mostraron mayor afinidad a la fase polimérica (PEG 

6000, 24.5 % (m/v)) del sistema de extracción ATPE; sin embargo, se observó 

mayor actividad pectinasa en la fase salina (sulfato de amonio, 15.8 % (m/v)), lo 

que podría indicar la presencia de otro tipo de enzimas que no fueron 

cuantificados por la especificidad de la prueba para detectar actividad pectinasa. 

Este método de separación permite la purificación parcial de enzimas, lo que 

representa el ahorro de tiempo y dinero para procesos a nivel industrial. 

Las pectinasas producidas corresponden a enzimas pécticas ligeramente ácidas 

y termófilas, pues se encontró actividad óptima en un rango de pH de 5-7 y 

temperatura de 50 °C. Estas características permiten su aplicación para la 

clarificación de jugos de fruta y vino y la maceración de tejidos vegetales. 

La fermentación en estado sólido es un proceso con potencial para producir 

enzimas pécticas a partir de residuos de naranja y otro tipo de residuos. 

 


