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RESUMEN: Aspergillus niger CH, ha sido utilizado como un microorganismo productor de enzimas pectinoliticas, en
fermentadores de 500 ml con 30 gramos (peso humedo) de céscaras de cacao, lograndose optimizar los parametros experimentales
para el crecimiento del hongo y la produccion de las enzimas a expensas de la degradacion del material. Se estudio la posibilidad
de incrementar la escala del proceso, empleando un Fermentador Modular Estatico de Columna, con 500 gramos (peso
himedo) de céscaras de cacao. En este fermentador simulténeamente se logré oxigenar al sustrato, regular la temperatura y
mantener constante la humedad, mediante la inyeccion forzada de aire humedecido. Una vez terminada la fermentacion, el
cultivo (medio + micelio) fue prensado (6 toneladas/ cm?), obteniéndose un extracto al cual se le determind la actividad
enzimatica, contenido de proteinas y de azUcares reductores. Los extractos brutos recuperados a las 24 horas, del Fermentador
Modular Estatico, contenian una actividad pectinasa de 0,20 unidades por miligramo de proteinas. Esta actividad es similar a
la obtenida en los Fermentadores de 500 ml a las 48 horas, por lo que se concluye que los parametros optimizados a menor
escala se extrapolaron con éxito y que en el proceso de escalamiento se logré mejorar la productividad.

PaLaBras CLaves: Enzimas Pécticas, Pectinasa, Pectina.

ABSTRACT: The microorganism Aspergillus niger CH,, has been used as a producer of pectinolityc enzymes in 500 ml
fermenters with 30 grams (wet weight) of cocoa shells, and it was possible to improve the experimental parameters for fungal
growth and enzyme production at the cost of a degradation of the material. We studied the possibility of increasing the scale
of the process, using a Modular Static Column Fermentator with 500 grams of cocoa shells (wet weight). In this fermentator,
we also oxygenated the substrate, regulated the temperature and maintained constant humidity through forced injection of
humid air. Once fermentation was completed, the culture (medium + mycelium) was pressed (6 tons/ cm2), and we obtained an
extract in which we determined the enzymatic activity and the contents of proteins and reducing sugars. The raw extracts,
recuperated from the Modular Static Column Fermentator after 24 hours, contained a pectinase activity of 0.20 units per
milligram of protein, similar to the activity obtained in 500 ml fermenters after 48 hours. We therefore conclude that the
improved parameters were successfully extrapolated on a higher scale, with a consequent improvement in productivity.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, ya han sido desarrolladas tecnologias con-
ducentes a lograr el aprovechamiento y degradacion de
desechos agricolas mediante procesos fermentativos de
bajo costo y alto rendimiento, que generen productos como
las pectinasas, de amplia aplicacion en la industria nacio-
nal (Yegresy Sanchez, 1995; Trejo et al., 1991).

De los microorganismos que han sido ensayados en
sistemas de fermentacion en medio sélido (FMS) sobre las
cascaras de cacao, Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger
CH, fueron los mejores productores de enzimas pécticas.
A. niger CH, ha mostrado mejor crecimiento sobre las cas-
caras de cacao, por lo que ha sido preferido. En un sistema
de FMS a escala de laboratorio, las condiciones 6ptimas
para el crecimiento de este hongo y la produccion de la
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actividad pectinolitica, fueron las siguientes: pH inicial 4.8,
temperatura 30 °C, 9 gramos de cascaras de cacao molidas
hasta un tamafio de particula de 16 mesh y humedecidas
hasta un 70 % e inoculadas con 3 gramos de micelio
preadaptado por cada 100 gramos de sustrato seco (Yegres
y Sénchez, 1995).

El propésito de este trabajo fue comprobar si seria fac-
tible llevar uno de estos procesos a una escala mayor para
poder ser aplicado por la industria, en caso de que esta se
interese en abastecer su propia demanda.

MATERIALESY METODOS

Para las fermentaciones se utilizaran indculos de micelio
obtenido al crecer el hongo en un medio liquido con pectina
como fuente Unica de carbono(micelio preadaptado). Se
realizaron dos fermentaciones (ambas por duplicado) a di-
ferentes escalas



Enzimas Pécticas

Para la escala de laboratorio (nivel de meson) se utiliza-
ron fermentadores LABFER-1 (Guerreroy Sanchez, 1994),
consistentes en frascos de vidrio de 500 ml, con tapa de
rosca en la cual se le instalé un dispositivo de bronce en
forma de cuello de cisne que permite el intercambio de gases
y evitd la contaminacion. En general, se dispuso de una
serie de estos fermentadores y cada uno de ellos fue llenado
con 30 gramos de cascaras previamente inoculadas.

Para la escala piloto se utilizd un Fermentador Modular
Estatico de Columnas, FMEC (Guerrero y Sanchez, 1995).
Este consiste en varios médulos de plastico en forma
tubular de 16 cm de diametro por 18 cm de altura. La base
de cada modulo esta constituida por una malla de plastico
que permite sostener el sustrato y facilitar el paso del aire
himedo a través del bagazo a fermentar. Los médulos se
disponen verticalmente uno sobre otro y cada tres de ellos
conforman un sistema aislado conectado a un dispositivo
de entrada de aire por la parte inferior. En cada médulo se
colocaron aproximadamente 500 gramos de cascaras de
cacao molidas (16 mesh) con una humedad de 70 % previa-
mente inoculadas con 3 gramos (peso seco) de inoculo del
hongo por cada 100 gramos de cascaras de cacao seco.

En ambas fermentaciones la temperatura fue 30°C y en
el caso de la FMS a escala piloto el flujo de aire fue de 1
litro por minuto por kilogramo de material himedo.

Tratamiento de las Muestras.

Para la obtencion de cinéticas de crecimiento y de pro-
duccién de enzimas, se retir6 diariamente un fermentador
de cada serie (LABFER-1y FMEC) durante el transcurso
de cada fermentacion. Del contenido de cada uno de los
fermentadores, se tomo una muestra, 20 y 300 gramos, res-
pectivamente, las cuales fueron mezcladas, en una propor-
cion 1:1, con agua destilada conteniendo 0,01 % de Tween
80. En ambos casos la suspension del material fermentado
se coloco en una tela de nylon y se prenso aplicando una
presion de 6 toneladas/ cm? obteniéndose, de esta forma
un extracto bruto y un bagazo residual.

Al extracto bruto se le determind el pH y se centrifug6
a4-6°Cy10.000 gdurante 6 minutos. El sobrenadante,
libre de particulas en suspension (que denominamos M-
S), fue utilizado para la determinacion del contenido de
enzimas pectinoliticas, proteinas solubles (Lowry, 1951) y
azUcares reductores (Chaplin y Kennedy, 1987).

Medida de la Actividad Pectinasa.
Se determino espectrofotometricamente por los extre-

mos reductores generados en la hidrolisis enzimatica, me-
diante el método de Miller (Ros et al.,1992). Para el dosaje
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de la actividad se colocaron 0,5 ml del M-S con 0,34 ml de
una solucién de pectina citrica al 0,5 % en buffer acetato
de sodio/acido acético 50 mM (pH 5,6). La incubacion se
realiz6 a 37 °C durante 20 minutos. De esta mezcla se tomé
unaalicuota de 0,1 ml ala cual se le afiadi6 0,2 ml de agua
destilada y 3 ml del reactivo de Miller y se colocé en un
bafio de agua hirviendo durante 10 minutos. El color desa-
rrollado por los azUlcares liberados se detect6 a 570 nmy
se cuantificd su concentracion mediante una curva
estandar de acido D-galacturénico monohidratado en un
rango de 0,05 -5 pg/pl.

Una unidad de actividad pectinasa fue definida como la
cantidad de enzima que libera un micromol de extremo re-
ductor (acido D-galacturénico) por mililitro por minuto bajo
las condiciones descritas. Para todos los efectos de este
trabajo, consideramos que las actividades enzimaticas que
medimos representan la produccion de la o las enzimas
pectinoliticas excretadas al medio por el hongo. La produc-
cion de las enzimas no fue determinada directamente.

RESULTADOSY DISCUSION
Fermentacion a Escala de Laboratorio.

Este ensayo muestra el comportamiento de A. niger
CH, en la produccion de las enzimas pécticas, en el siste-
ma de fermentacion de frascos de 500 ml. La fermentacion
fue seguida durante 6 dias, tomando muestras cada 12
horas (hasta las 96 horas). En la figura 1 se observa que la
maxima produccion enzimatica, de 0,19 U/ mg de proteinas,
se alcanza a las 48 horas de iniciado el proceso y, poste-
riormente, disminuye
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Figura 1. Mediciones periddicas de la actividad de pectinasa y de
azlcares reductores en los Fermentadores LABFER-1.

Una vez obtenido el maximo de produccién de las
enzimas, los azlcares experimentan un leve aumento a las
84 horas y disminuyen nuevamente al final del proceso
(Figura 1). De estos resultados podrian considerarse dos
aspectos importantes. Por una parte, el comportamiento
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observado seria la consecuencia de un efecto diaxico, don-
de el hongo primero consume los azlcares solubles que se
encuentran en el medio y, una vez que comienzan a agotar-
se, se activa la maquinaria enzimatica para producir asi
enzimas pécticas. Estas hidrolizarian los polisacaridos a
azlicares mas pequefios (mono y disacaridos) de facil asi-
milacion.
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Figura 2. Mediciones periddicas de la actividad de pectinasa y de
azUcares reductores en los fermentadores modulares estaticos de

columna.

Laactividad pectinasa aparece aproximadamente
a las 24 horas y contina en aumento hasta las 48 horas.
Este tiempo corresponde a la desaparicién progresiva de
los azlcares reductores en el medio. A partir de las 48
horas el contenido de enzimas disminuye probablemente
debido a que la degradacién de los polisacaridos ejerce un
efecto de represion catabolica sobre la biosintesis de las
enzimas. Este fendmeno también ha sido reportado por
Trejoetal. (1991) al estudiar el efecto de la relacion pectina/
sacarosa en el medio de cultivo para la produccion de
pectinasas con A. niger crecido sobre bagacillo de cafa.
El contenido de proteinas en el extracto se mantuvo relati-
vamente constante.

Fermentacion a Escala Piloto.

La méaxima produccion de actividad pectinasa 0,23 U/
mg de proteinas se obtuvo a las 72 horas de iniciado el
cultivo (Figura 2), disminuyendo luego en las horas si-
guientes hasta el final del proceso. Este comportamiento
también fue observado en la FMS a escala de laboratorio.

56

Pareciera que al escalar el proceso el tiempo de maxima
produccion de las enzimas se ve afectado. No obstante, se
observa a las 48 horas, tiempo de méaxima produccion en el
ensayo a escala de laboratorio (Figura 1), se obtiene una
actividad enzimatica de 0,19 U/ mg de proteinas y en este
ensayo a las 24 horas se logra una produccion similar (0,20
U/ mg de proteinas).

Por lo tanto, se puede concluir que en el proceso de
escalamiento se logré mejorar la productividad y los
parametros utilizados a menor escala se extrapolaron con
éxito.
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