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ANTECEDENTES

Las enzimas son el punto principal de todos los procesos biolégicos, sin
ellas la biotecnologia como materia no existiria (52). Ademds las enzimas son
agentes de vida, ya que son catalizadores de todos los procesos biolégicos
(50).

La utilizacién de las enzimas por el hombre comienza desde el uso del
estémago del becerro, el cual debido a su contenido de renina producfa queso
a partir de la leche (69). Hoy en dia se desarrollan técnicas complejas de
ingenierfa genética enzimatica (52).

En la actualidad, el uso de las enzimas se ha extendido en gran medida
dentro de la Industria Alimentaria debido a las ventajas que ofrecen sobre las
prdcticas tradicionales. Estas ventajas son: mejoras en sus productos
terminados, estabilizacién de sus productos, disminucién del costo de
produccion, desarrollo de nuevos productos, estandarizacién de sus factores
de calidad, utilizacién de subproductos, etc..

Por estas razones, la fabricacidén y comercializacién de las enzimas se
ha desarroliado en gran medida.

En el presente trabajo se expondrd el estudio de un grupo de enzimas
muy importantes, las pectinasas. Se estudiard su naturaleza quimica y su
origen, también se explicard su proceso de fabricacién, asi como sus
aplicaciones mds importantes y su mercado.

Se presenta un estudio completo de las pectinasas de manera que éste

sirva al interesado en la materia.



Las pectinasas son un grupo de enzimas muy importante ya que éstas
son indispensables en la industria de jugos y vinos entre otras, utilizéndose en
las operaciones de extraccién del jugo y de clarificacién del mismo.

En México existe muy poca informacién con respecto a la fabricacién y
utilizacion de las pectinasas. Con esta tésis pretendo hacer una recopilacién y
un restimen completo de la informacién de la§ pectinasas que se tiene hasta el
momento para que los interesados en la materia tengan una fuente de

Informacidn actualizada y de facil acceso.



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. BREVE HISTORIA DE LA UTILIZACION DE LAS ENZIMAS.

La enzimologlia es una ciencia cuyo desarrollo es reciente. Los primeros
descubrimientos a este respecto se efectuaron en el siglo XIX pero el desarrollo
més firme y rdpido lo ha tenido en los ultimos 40 afios (64).

A pesar de que los fenémenos de fermentacién y digestién eran conocidos
desde la antigiedad, el primer conocimiento objetivo de una enzima, fue
realizado por Anselme Payen y Persoz en 1833, cuando encontraron un
precipitado en el extracto aicohdlico de la maita, el cual era estable al calor, y lo
mds importante, convertia el almidén en aziicar. A esta substancia se le
denomind diastasa, ahora se le conoce como amilasa. Pero no fue hasta 1894
que esta enzima fue producida industrialmente en Japén por Takamine a partir
del Koji y fue utilizado como un aditivo digestivo (52). La fabricacién de éste
producto, la takadiastasa, fue realizada después con mayor perfeccién en
Estados Unidos de América (E.U.A.).

A principios del siglo XIX en Alemania, Otto Rohm descubrié que el efecto
de ablandamiento del excremento del perro y de la paloma, utilizado en el
procesamiento del cuero, era debido a su contenido de enzimas ademds de que
empezé su fabricacién por fermentacion por hongos.

En el afio de 1945, la gama de enzimas fabricadas por fermentacién y las
aplicaciones industriales de éstas se fueron extendiendo muy lentamente. Esto

se debla a que la fabricacién se llevaba a acabo generalmente por variantes del



proceso de sustrato sdlido y como este proceso sélo se puede utilizar para
hongos fitamentosos, la produccién industrial de .enzimas era limitada.

En los Gltimos afos de los 40's, se desarrollé la técnica de fermentacién
sumergida en tanques con agitacion y aereacién para la fabricacién de
antibidticos, y éste resulté ser un excelente método para el cultivo de muchos
tipos de microorganismos. Por esta razén, este método se utilizé para la
fabricacién de enzimas utilizando bacterias.

La fabricacién de enzimas por medio de la fermentacion sumergida se ha
extendido en gran medida en las décadas siguientes y las ventajas comerciales

en nuestros dfas ascienden de 1000 a 2000 toneladas de enzimas por afio.(52)

CUADRO No. 1 Cronologia de la Introduccién de algunas enzimas.

IFECHA 1 lENZIMA “FERMENTACION j IﬂJENTE
antes de 1920 amilasa sustrato sélido A.oryzae
1920 a 1930 pectinasa sustrato sélido A.niger
1930 a 1940 proteinasa custrato sdlido A.niger
1940 a 1950 amiloglucosidasa sustrato sélifo A.niger
1950 a 1960 amilasa sumergido B.subtilis

glucosa oxidasa sumergido A.niger
amiloglucosidasa sumergido A.niger
1960 a1970 proteinasa sumergido Mucor spp
galactosidasa sumergido Kluyveromyces
galactosidasa sustrato sélido A.spp
1970......... glucosa isomerasa | sumergido muchas
fuentes




1.2 FUENTES ENZIMATICAS

Las enzimas utilizadas en la industria alimentaria son aisladas de tejidos
animales, vegetales o de microorganismos. Una de estas fuentes debe ser
favorecida por cada enzima.

El nimero de enzimas encontradas y aisladas en el laboratorio de cada
una de estas fuentes es muy grande por lo que mencionaremos lnicamente las
enzimas que se fabrican industrialmente y que se utilizan cominmente en la
industria alimentaria (52).(Cuadro No. 2 y Cuadro No. 3)

CUADRO No.2 Tejidos Vegetales

ENZIMAS FUENTE VEGETAL
Amilasa Cebada germinada (maita)
Amilasa Cebada, trigo, papa, soya y centeno
Endo-gluconasa Cebada germ inada (malta)
Papaina Latex de carica papaya
Bromelina Tallos de plantas de pifia
Ficina Latex de ficus caricas
Lipoxigenasa Frijol, papa

Ureasa Frijol

Lipasa Semillas de ricino
Peroxidas Raices de rdbano
Tirosinasa y Ac. ascérbico Papa y calabasa

oxidasa

Pactinesterasa ’ Tomates y frutas citricas




CUADRO No. 3 Tejidos Animales

ENZIMAS FUENTE ANIMAL |
Amilasa

Esterasa
Tripsina Glandula pancredtica del bovino
Lipasa y del porcino

Quimiotripsina

Renina Estémago del porcino

Glucosa oxidasa . cuarto estémago de! becerro
Catalasa Higado

(52)

ENZIMAS MICROBIANAS. Los microorganismos han llegado a ser
sumamente importantes como productores de enzimas de uso industrial y, de
hecho, la mayoria de las enzimas utilizadas en la industria son de origen
microbiana. Actuaimente existen desarrollos experimentales para reemplazar las
enzimas que normalmente se han extraido de tejidos animales y vegetales para
hacerlo ahora a partir de microorganismos {(50).

Una explicacién de este cambio es el hecho de gue la produccién de
enzimas a partir de gldndulas pancredticas, por ejemplo, es aitamente
dependiente de la produccidn y de la demanda de carne de res. Por lo tanto,
este tipo de fuentes para la produccidn enzimdtica es muy limitado. En contraste,
los microorganismos son muy atractivos como fuentes enzimdticas debido a su
diversidad bioquimica y por la facilidad de incrementar el rendimiento de
concentracién enzimatica por medio de manipulaciones del ambiente y a nivel
genético.

Las ventajas que ofrece la produccién de enzimas por medio de
microorganismos son tiempos de fermentacién cortos, medios de crecimiento
poco costosos, facilidad para el desarrollo de procedimientos simples de

seleccién y la existencia de distintas proteinas originadas de diferentes especies,



las cuales catalizan la misma reaccién. El tiltimo punto permite tener flexibilidad
en las condiciones de fermentacién, ya que éstas enzimas diferentes tendrdn
diferentes estabilidades asi como pH y temperatura éptima.

Ademads, los microorganismos pueden ser manejados por medio de
ingenieria genética. Las especies creadas de esta manera son capaces de
producir cantidades anormales de enzimas.

Los tres grupos de microorganismos capaces de producir enzimas a
escala industrial son: levaduras, bacterias y hongos.

La lista de enzimas producidas por los microorganismos es muy larga por
lo que sdlo mencionaremos algunos (Cuadro No. 4). Los hongos A, niger, A,
gryzae y la bacteria B, subtilis son los microorganismos mds Utiles ya que
producen un numero importante de enzimas en donde la mayoria son
extracelulares, ademds estas fuentes estdn aceptadas por la Food and Drug
Administration (FDA) (2).

CUADRO No. 4 Fuentes Microbianas

Enzima Fuente Microbiana
a-Amilasa Aspergillus oryzae
Pectinasa Aspergillus niger
a-Amilasa Bacillus subtilis
Proteinasa Aspergillus niger
Amiloglucosidasa Aspergillus niger
a-Amilasa Bacillus subtilis
Glucosa oxidasa/catalasa Aspergillus niger
Amyloglucosidasa Aspergillus niger
Proteinasa Mucor spp.
Proteinasa Bacillusspp.
B-Galactosidasa (lactasa) Kiuyveromyces spp.
B-Galactosidasa (lactasa) Aspergillus spp.
g-amylasa Bacillus licheniformis
Glucosa isomerasa Diversas fuentes
Pullulanasa Klabsislla asrogenes

(s2)




1.3. LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DEL CULTIVO.

Sin importar el modo de operacién, batch o continuo, los principales
factores que pueden influir en el curso de la fermentacién de una enzima son:

TEMPERATURA. Los microorganismos pueden ser clasificados en tres
grandes grupos: psicrofilicos, cuya temperatura 6ptima es debajo de los 20°C,
fos mesdfilos cuya temperatura éptima es en la regién de los 35°C y los
termdfilos, los cuales tienen una temperatura éptima por arriba de los S0°C.

pH. Como las enzimas son proteinas, contienen grupos de ionizacién y
por lo tanto el pH del medio afecta su estructura y sus funciones. El crecimiento
de las células microbianas también son influenciadas por el pH, y en muchas
ocasiones, el pH éptimo para el crecimiento de las células microbianas difiere
del pH éptimo para ia estabilidad de las enzimas extracelulares.

TENSION DE OXIGENO. El proveer adecuadamente de oxigeno a un
cultivo en crecimiento aerdbico @s un requerimiento escencial para obtener un
buen rendimiento y la productividad de una fermentacién enzimética depende en

prevenir con éxito la limitacién de oxigeno (70).



CAPTIULO i
GENERALIDADES

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SUSTANCIAS PECTINICAS.
. El término pectina fue empleado para denominar a estas sustancias por
Braconnot en 1825 por su capacidad de formar geles. En realidad no se trata de
un nombre genérico, sino de un término que engloba a un grupo de sustancias
estrechamente relacionadas flamadas sustancias pécticas (89).

Estas sustancias son derivados de carbohidratos, con pesos moleculares
muy altos y composiciones complejas. Las sustancias pécticas se encuentran en
vegetales y frutas citricas como lo son las limas, limones, toronjas, naranjas, etc.
(76).

Las sustanclas pécticas llenan los espacios Intercelulares, o lamelas
centrales en los tejidos vegetales. En los tejidos jévenes, especialmente en los
frutos. Las pectinas se encuentran presentes en cantidades tan abuntantes, que

a menudo forman canales anchos, apartando ehtre sf a las células (89).

CUADRO No. 5 Contenido de Pectina en algunos Alimentos

FUENTE % P N
Uvas 02 - 1.0
Manzanas 05 - 16
Toronja 16 - 45
Limones 30 - 40
Semillas de limén 6.0
Cadscara de limén 32.0
Pulpa de limén 25.0
Nabo 10.0
Pulpa de azucar de remolacha 30.0
Céscara de pifia 20
Jugo de pifia 16.0

~1



Al formar canales anchos, la pectina tiene la capacidad de absorber
grandes cantidades de agua. Las sustancias pécticas aparentemente juegan un
papel muy importante en las primeras etapas del desarrollo de los tejidos
vejetales, cuando las células se encuentran aun separadas, y a una distancia
relativamente grande de los vasos conductores de agua. Absorben agua y
rapidamente la transfieren a las células con mayor facilidad que la que podria
lograrse por 6smosis en ellas mismas (88). Las sustancias pécticas forman solo
el 1% en peso del tejido vegetal de las plantas maduras, sin embaarago son
responsables en buena medida de la integridad y la coherencia de los tejidos
vegetales (7). Ademas favorecen el ablandamiento del tejido del fruto durante la
maduracién y la ruptura de la estabilidad coloidal en jugos de fruta, (5). En la
pared celular primaria, se encuentra una red rigida de celulosa y pectina {67).

ESTRUCTURA Y COMPOSICION. Son heteropolisacdridos cuyo peso
molecular varia entre 20,000 y més de 400,000 (23).

La divisién de Quimica de Alimentos y Agricultura de la Asociacién
Quimica Amaricana, definié en 1944 a las pectinasas de la siguiente manera:

"Las sustancias pécticas son un grupo de carbohidratos complejos, que se
encuentran o son sintetizados por plantas y contienen una gran cantidad de
unidades de dcido anhidrogalacturénico, las cuales forman una cadena larga no
ramificada® (76).

También se sabe que los grupos carboxilo se pueden encontrar
parciaimente esterificados con grupos metilo y parcialmente neutralizados por
una o mds bases (76). (Esquema No. 1)

Las uniones entre 4cido galacturénico son 1 - 4, aunque se sabe que la

estructura bdsica de Jlas sustancias pécticas es un dcido



ESQUEMA # 1

Fragmento de una molécula de pectina

coocy COOCH coocH

e e e e

(23)



anhidrogalacturénico, algunos autores mantianen que otros carbohidratos, como
por ejemplo la arabinosa, galactosa, sorbosa o ramnosa, pueden estar unidos a
la cadena. Ademads, existen evidencias de que grupos acetilo, s@ encuentran
unidos a algunas sustancias pécticas (69).

La nomenclatura de las sustancias pécticas estd gobernada por el grado

de esterificacién y se han clasificado en los siguientes grupos:

PROTOPECTINA. Este término , se aplica a las sustancias pécticas
insolubles en el agua, las cuales se encuentran en plantas. Estas por hidrdlisis
se convierten en dcidos pectinicos (76).Esta sustancia es insoluble en agua, y
segln Brancoft, puede observarse microscépicamente en el tejido vegetal
mediante el empleo de rojo de rutenio como c.olorante. No se conoce bien la
naturaleza exacta de la asociacién entre la protopectina y otros constituyentes de
la pared celular. Joslyn, menciona varias posibilidades, que van desde la
cohesién molecular, a la unién covalente, Henglein, postulé la asociacién entre
grupos carboxilicos.

Cuando se callentan vegetales ricos en pectinas en agua acidulada, tales
como el bagazo de manzana o la cdscara de frutas cltricas, se libera la
protopectin'a, probablemente. adherida hasta entonces a la celulosa,
transofrmdndose en pectina hidrosoluble. Se produce la misma transformacién
en los tejidos vegetales durante la maduracién. Aparentemente la ayuda de una
enzima desconocida, a la que se ha denominado protopectinasa. Muchos
quimicos especializados en pectinas, cuestionan la existencia de tal enzima. La
libaracién de pactina y el ablandamiento de'los tejidos puede deberse bien a la
degradacién enzimdtica de la celulosa y hemicelulosa, en vez de la

depolimerizacién de ia protopectina. Hasta que se alcance algun concenso

10



sobre este tema en base a evidencias concluyentes, puede resultar aconsejable
la adopcién del nombre especifico de macerasa o enzima macerante en vez de
protopectinasa (89).

ACIDOS PECTINICOS. Este término es utilizado para éacido
poligalacturénicos coloidales, los cuales contienen mds de una proporcién
negligible de grupos metil ester. .

Los dcidos pectinicos bajo condiciones favorables son capaces de formar
geles con azucar y con dcido. Si el contenido de metoxilo es bajo, forman geles
con algunos iones metdlicos (76).

El término de 4cidos pectinicos no aparece en la nomenclatura de 1926,
Su creacidn fué nqéeEaria por la definicién de pectina, la cual también es capaz
de formar geles con azticar y dcido. Esto dejé sin definicién a los compuestos
que estan formados &n su mayoria por acido poligalacturénico pero que su
dontenldo de grupos metoxilo es alto y que no necesariamente son capaces de
formar el tfplco gel pectina-aziicar-dcido. Fue entonces necesario introducir el
término de dcidos pectinicos. El uso de este término, junto con su definicién han
facilitado la descripcion exacta de las caracteristicas quimicas de varias sales y
derivados y muestra la importancia del cardcter acidico. Todas las preparaciones
comerciales de pectina insoluble son en realidad dcidos pectinicos (58).

PECTINA. E! término general pectina o pectinas designa a los acidos
pectinicos, soluble en agua, con un contenido de grupos metil ester variable y un
grado de neutralizacion con el cual son capaces de formar geles con aztcar y
dcido bajo condiciones favorables (23).

Existen dos tipos de pectinas, las de bajo y las de alto contenido en
metoxilo. La linea de divisién entre estas dos sustancias pécticas no esta bien

definida. Se conoce que las de alto grado de metoxilo no forman geles con el
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grado de acidez usual cuando hay presencia de fones calcio, si no tienen un
contenido de por lo menos 50% de azicar. En cambio las de bajo metoxilo,
forman geles en la presencia de iones calcio con concentraciones de azicar
bajas (58).

Si el contenido de metoxilo es mayor al 7%, la pectina es de alto metoxilo,
y sl se encuentra entre el 3 y el 7% es de bajo metoxilo, esto se representa en el
esquema No. 2. ' :

ACIDO PECTICO. Este término se aplica a las sustancias pécticas,
compuestas en su mayorfa por el dcido poligalacturénico y escencialmente libres
de grupos metil ester (23).

La compleja relacién entre las sustancias pécticas se muestra en el
siguiente Esquema No. 3.

Las pectinas comerciales se extraen en general del limén, especialmente
de su cdscara, la cual contiene un 32% de pectina. Para extraer la pectina se
acidifica la cdscara pura con dcido sulfirico a un pH de 2.15 y se efectua la
separacion, Por dltimo, la pectina se filtra, se pracipita y se seca (32).

Las pectinas comerciales se utilizan como espesantes en los alimentos asi
como para formar geles, emulsificantes, etc.. Es muy importante su uso para
suspender sélidos (1). La pectina es el Unico agente emulsificante que tiene uso

permitido en los Estados Unidos.
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ESQUEMA #2

Porcentaje de metoxilo

(material insaturado en base seca)

Acido pectinico

B :; Pectina de
e metoxilo
- 8

6 .
: . Pectina de

2 bajo metoxilo

Acido Péctico o
Pectatos

(75)
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ESQUEMA #3

Relacién entre las sustancias pécticas

Protopectina en cascara de citricos

Enzimas o 4cidos Alcalis calientes Alcalis frios
. { {
Pecflna Pectatos no fibrosos Pectatos fibrosos
I |
Alcali,enzimas Acidos Acidos
o 4cidos fuertes ‘
‘ 0 - ra 0
Pectinatos y/o acidos Acido péctico Acido péctico
pectinicos l r
Alc':ali Enzimas Alcalis frios
{ ¢
Pectatos Pectatos
Acido caliente Acido caliente.
\ / (s7)

Acido D-galacturénico



2.2. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS PECTINICAS
Llamamos enzimas pectinicas a aquélios complejos enzimdticos cuya
accion consiste en hidrolizar sustancias pécticas para promover la formacién de
urénidos y de acido galacturdnico (38). Esta hidrdlisis juega un papel muy
Importante en la degradacién bioldgica de los alimentos y en el procesamiento
de éstos. Estdn clasificadas en dos grupos principaimente: las esterasas y las

depolimerasas, fas cuales pueden ser hidrolasas o liasas.

ESTERASAS, Peclinesterasa, E.C. 3.1.1.11,, desterifica la pectina a 4cido
pectinico removiendo residuos de metoxilo,

DEPOLIMERASAS. Estas se dividen sobre la base del sustrato que
prefieren (pectina o 4cido péctico) y en si son enzimas de tipo endo o exo.

HIDROLASAS. Endopoligalacturonasa, E.C. 3.2.1.15., hidroliza e! 4dcido
péctico de manera aleatoria.

Exopoligalacturonasa, E.C. 3.2.1.67., hidroliza e! dcido péctico liberando D-
galacturonato,

LIAGAS O TRANS-ELIMINASAS. Endopectin liasa, E.C. 4.2.2.10., causa
ruptura aleatoria en la pectina por un proceso de transeliminacion. '
Endopectato liasa, E.C. 4.2.2.2., causa ruptura aleatoria en el dcido péctico por
un proceso de transeliminacién.

Exopactato liasa, E.C. 4.2.2.9., causa ruptura secuencial en el acido péctico por
un proceso de transeliminacién.

Estas enzimas son producidas por plantas superiores y miciJorganismos y
no son sintetizadas por células animales. A continuacién se muestra en el

cuadro 6 la distribucién de enzimas pécticas en algunos microorganismos (7).
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CUADRO No. 6 Distribucién de Enzimas Pécticas en Microorganismos
MICROORGANISMO PE EPG EXPG | EPL | ENPL | EXPL
Erwina aroidae + + + +
Psaudomonas sp. + +
Xantomas sp. + +
Bacillus sp. + + +
Clostridium felsineum o+ + +
Cephalosporium sp. + + +
Aspergillus niger + + + + + +
Aspergillus sojae + + + +
Fusarium solani + + +
Penicillum italicum + + +
Rizopus arhizus + + +

PE PECTIN ESTERASA
EPG ENDOPOLIGALACTURONASA

EXPG EXOPOLIGALACTURONASA

EPL ENDOPECTINLIASA

ENPL ENDOPECTATOLIASA

EXPL EXOPECTATOLIASA

PECTINESTERASA. La pectinesterasa, E.C. 3.1.1.11., 56 ‘encuent'ra‘en la
bibliografia con diferentes denominaciones, tales como: pectasa, pectin
metoxiliasa, pectinesterasa, pectin demetoxiliasa, - pectolipasa, pectin
pectilhidrolasa, polimetil galacturonato esterasa. Sin embargo, la méds comtn de
todas es la Pectin Metil Esterasa (57).

Esta enzima se encuentra en rafces, hojas y frutos de plantas superiores, y
es producida por microorganismos. Algunas de fas plantas superiores que
poseen esta enzima son la alfalfa, tabaco,tomates y frutas citricas principalmente.

La pectinesterasa de origen microbiano fue descubierta mucho después
que en las plantas superiores. Algunas bacterias que producen estas enzimas,
pertenecen a los sigulentes géneros: Bacillys, Clostridium, Pseudomonas,
Xantomas y_Erwinia, entre otras. En cuanto a la pectinesterasa de origen fingico
se obtienen muy buenos resultados del Aspergillys niger.

En el Cuadro No. 7 se pueden observar algunas propiedades de esta

enzima, dependiendo de la fuents de que provengan.
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CUADRO No. 7 Propiedades de la Pectinesterasa
FUENTE PESO PUNTO pH Km
MOLECULAR ISOLECTRICO
Frutas 26300-36200 84-10 6-8 2.3-0.083
Hongos 35000 3.5 0.7
Bacterias 400000 | eeesem 9.0 0.74
(33)
En cuanto a las propiedades quimicas de la pectinesterasa podemos‘dedr
lo siguiente: :
. Es activada por cationes mono y divalentes en altas

concenlraclohés ('20).

- En soluclones libres de sales y con pH 4 su actividad es casl 0 y
se Incrementa rdpidaments al aumentar este factor a 8.0. Por lo
general, el efecto de las sales consiste en bajar el potencial de
hidrégeno hasta obtener la actividad méxima ademas de
extender el rango de actividad . Sin embargo, cuando el rango
de pH se encuentra entre 7.0 - 8.0 las sales tienen poco efecto en
la actividad de esta enzima (57).

- La pectinesterasa de hongos es diferente en muchos aspectos a
la encontrada en plantas superiores. La enzima de orfgen
fingico es activada en medios libres de sales a pH de 4.0,
desarrollando su mdxima actividad entre un rango de 4.5 a 5.
La adicién de sales incrementa la actividad de la enzima,
especialmente a pH cercanos al 6ptimo, pero no causa
alteraciones cuando el valor del potencial de hidrégeno es el

Sptimo.
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- La pectinesterasa de plantas superiores es comparativamente
mads rasistente al calor. Soluciones de [a enzima obtenida de
tomates o de hojas de tabaco con pH de 4.0 - 6.0, no muestran
pérdida de actividad cuando son calentadas a 55° C por 1 hora.
Por arriba de 60°C la enzima es gradualmente inactivada. Por
esta razén en procesos de manufactura de tomate, el proceso se
lleva a cabo a temperaturas superiores a los 80°C.

- La pectinesterasa de orfgeﬁ fungal resulta ser mds sensible al
calor que la que proviene de plantas superiores. La inactivacién
por calor de la pectinesterasa fungal es notable a los 30°C.

La accién de la pectinesterasa consiste en remover los grupos matoxilo de
la pectina, Esta enzima esta clasificada como hidrolasa, ya que su accién
especifica es esterificar el dcido carboxilico.

La reaccién catalizada por esta enzima se muestra en el esquema No. 4.

La actividad de la pectinesterasa se realiza en un pH de 4.0 a 7.5 debido a
fa ionizacién del grupo carboxilo de! producte para donar un protén.

El pKa del grupo carboxilo se encuentra alrededor de pH de 4.5, La
actividad es mayor sobre pectina que se encuentre metilada entre el 65% y el
75% ya que la enzima puede actuar sobre los grupos metoxilo adyacentes a los
grupos carboxilo libres (57).

Lineweaver y Ballou sugieren que los cationes liberan a la enzima de la
accién inhibidora de los grupos carboxilo debido a la formacién de un complejo
catién carboxilo.

Debe tomarse en cuenta que durante la reaccién también hay formacién
de grupos carboxilo. Anteriormente se pensaba que la influencia de los cationes

sobre la pectinesterasa consistia en la peptonizacién de la enzima,



Se ha encontrado que la pectinesterasa hidroliza la pectina por lo menos
1000 veces mds rapido que otros esteres no galacturénidos. Parece ser
entonces que la pectinesterasa es una enzima con considerable especificidad
cuantitativa por los grupos metil ester.

En cuanto a su activacién, la pectinesterasa de plantas superiores sufre
una activacion en presencia de cationes, variando la actividad segin fa vaiencia
dal catién. Con cationes divalentes a pH de 6.0 se produce maxima activacién a
concentraciones de 0.1M. Si la concentracién se mantiene por debajo de 1 M., la
actividad no disminuye. La méxima actividad se obtiene cuando el pH se
mantiene bajo y la concentracléﬁ de cationes divalentes también (23).

La pectinesterasa de plantas superiores es resistente a: formaldéhido,
lodo, dcido indoacético, clanuro de hidrégeno, cloruro mercurico, cobre, sulfatos,
etc., en cambio la piridina y quinolina tienden a inactivar a la enzima (58).

También se ha encontrado que soluciones jabonosas inactivan a la
pectinesterasa a bajas concentraciones.

Por otro lado, la enzima de orfgen microbiano resulta comportarse de
manera diferente a a enzima de plantas superiores (69). La de origen fungal es
activada en un medio libre de sales y el efecto de adicionar éstas, incrementa la
actividad en e! pH éptimo 4.5 - 5.0.

La actividad que se ejerce en presencia de una solucién 0-1 M de cloruro
de sodio decae rdpidamente asf como el pH se incrementa por encima del
dptirmno, y a pH de 7.0 no se observa ningtin incremento en la actividad.

La pectinesterasa de origen fungal es mucho mds resistente a la inhibicién
quimica. Las concentraciones de detergentes sintéticos que afectan a fa enzima

de origen vegetal no afecta o inhibe parciaimente la enzima de hongos {71).
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ESQUEMA #4

Accién de la pectinesterasa sobre la pectina

coocy COOH Ho o0’ coo
0 ¢ o
- H H 0 =t H o 0” + H*+ CHOH
OH OH H '

(54)



ENDOPOLIGALACTURONASA. Estas enzimas son responsables de
hidrotizar los enlaces 1-4 entre las unidades de dcido N-galacturdnico como se
muestra en el esquema No. 5. Estas enzimas fueron descubiertas por primera
vez en los tomates, en donde se ecuentran en un alto porcentaje (23).

La endopoligalacturonasa es ia enzima que hidroliza los enlaces internos
de las cadenas de 4cido poligalacturénico. Estas son producidas por numerosos
hongos, levaduras, bacterias y algunas plantas superiores (41). Entre las plantas
superiores que sintetizan esta enzima encontramos frutas suaves tales como los
duraznos, aguacates y datiles.

En los Uflimos afios, un gran numero de endopoligatacturonasas,
generaimente de hongos han sido extrafdas y purificadas. La mayoria de estos
organismos producen varias formas moleculares e isoenzimas (41). En contraste
con la pectinesterasa, no se presenta en el estado inmaduro de la fruta, aparece
cuando la fruta estd a punto de madurar y se incrementa durante el
ablandamiento de dsta. Por lo que se sugiere que esta enzima cumple una
funcién importante de éste proceso (6).

De fas propiedades fisicogufmicas se puede decir lo siguiente:

- El peso molecular varia entre 30,000 y 40,000 (8).

- El pH dptimo de las endopoligalacturonasas varia generalmente
entre 4.5. y 5.0. Ei pH 6ptimo se relaciona con el tamafio de fa
cadena dsl sustrato.(77)

- El punto isoeléctrico se encuentra entre 6 y 7 para la enzima de
origen fungico.

A continuacién se presenta en el cuadro No. 8 las propiedades de algunas

endopoligalacturonasas de origen {ingico.
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ESQUEMA #5

Accibn de la poligalacturonasa sobre el acido péctico

COOH
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CUADRO No. 8 Propiedades de las Endopoligalacturonasas

ORGANISMO pH OPTIMO PESO MOLECULAR PUNTO
Bt ISOELECTRICO
A, niger 4.1 35,000 daltones oen
A, japonicus 4.5 35,000 daltones
F. oxisporum 5.0 37,000 daltones 7.0
N. sitophilia 5.5 13,000 daltones ..
R. fragarie 5.0 36,000 daltones 6.8

Las endopoligalacturonasas son especificas para los dcidos pécticos (19).
Su actividad es inversamente proporcional al grado de polimerizacidn. Se dice
que si la velocidad inicial de la hidrélisis sobre las sustancias pécticas es de 100,
las velocidades serdn 7, 1.6 y 1 respectivamente (41).

E! digalcturonato casi nunca puede ser hidrolizado, y en algunas
ocasiones. el primero tampaco,

Los pectatos que tienen el grupo hidréxilo secundario, C 3 6 C 2
parcialmente acetilado, también son degradados con la misma velocidad. Los
valores aparentes de la constante Km de Michaslis-Menten son incrementados y
jos lfmites de degradacién son disminuidos (23). La velocidad inicial de la
hidrélisis de la enzima producida por Erwina_carotovora, resulta ser funcién del
tamafio del sustrato. El dcido poligalacturdnico, hexa, penta, tetra y tri es
hidrolizado a las velocidades relativas de 100, 52, 15.8, 128, 22 y 1.7
respactivamente.

Se ha encontrado que existen dos mecanismos de accién de las
endopoligalacturonasa. En el primero se hidroliza aleatoriamente un enlace en
un sdlo encuentro, enzima-sustrato seguido de una disociacién completa, tanto
de la enzima como de los productos. Estos son acumulados despuéds de la

hidrdlisis de los oligalacturonatos, los cuale‘s resultan ser los productos iniciales.
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El segundo mecanismo consiste en un ataque miitiple a una séla cadena,
en donde una hidrdlisis al azar s seguida de ataques no aleatorios en uno de
los productos, resultando asl una liberacién répida de los productos.

Como un ejemplo del primer mecansimo, podemos mencionar que la
enzima de Klyveromyces_ fragilis, hidroliza el pectato a través de una serie de
oligalacturonatos superiores, los cuales son hidrolizados subsecuentemente
hasta que el mono y digalacturonato son acumulados. En el caso del segundo
mecanismo la enzima de Colletrotridium_lindemuthjanum, actia produciendo
predominantemente tanto al inicio como al final di y trigalacturonatos (53).

Las endopoligalacturonasas actuan de manera diferente a los
oligalacturonatos. Estas diferencias son determinadas por la naturaleza del sitio
activo de las enzimas, pero mds especlficamente por el tamafio del enlace con el
sustrato y la posicién del grupo catalitico. Por ejemplo, Rexovd y Benkova en
1973, sugieren que el sitio activo de la enzima producida por Aspergillys_niger
se compone de 4 subsitios y que los grupos cataliticos se encuentran entre los
subsitios 1y 2 (23).

Los grupos cataliticos de la endopoligalacturonasa del Aspergillus_niger,
resulitan ser un grupo histidina y un grupo carboxilo. Se cree que en la molécula
del sustrato intervienen tanto grupos carboxilo, como alcoholes secundarios.

Se requiere de la presencia del cloruro de sodio para llegar a una méxima
actividad, asi como las pectinesterasas requieren de un catién divalente. Se
piensa que esta sal es necesaria para prevenir la inhibicién por parte de los
productos.

La hidrélisis del dcido péctico por la endopoligalacturona se produce una
répida cafda en la viscosidad del sustrato, Cuando se hidroliza tan sélo una

pequena parte de los enlaces, se presenta una cafda en la viscosidad del 50%.
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Dicha caida, es cuantificada para medir la actividad de la
endopoligalacturonasa. La actividad también se puede medir cuantificando el
incremento en la velocidad de formacién de grupos reductores.

Existen dos pruebas colorimétricas, la prueba de Nelson Somogui y la
prueba de Milneer y Avigad (6). Sin embargo, estas pruebas tienen algunas
desventajas ya que se sabe que no existe una relacién directamente
proporcional a la velocidad del decremento de viscosidad entre varias
poligalacturonasas y el nimero de enlaces glicosidicos rotos (hidrolizados), ya
que el efecto de la viscosidad depende de la localizacidon de dichos enlaces
hidrolizados dentro de la cadena del polimero.

La hidrélisis de un enlace que encuentre cerca de la mitad de la cadena
polimérica tiene mayor efecto en la viscosidad que la hidrélisis que ocurre en los
extremos de las cadenas (68).

De un grupo de sustancias que se consideran inhibidoras de enzimas sélo
el dcido nitrico inhibe a la poligalacturonasa de la levadura. Se ha sugerido que
los grupos amino primarios pueden ser involucrados en la formacién del
complejo enzima-sustrato. La actividad de la endopoligalacturonasa purificada
del Aspergillus niger fue afectada por la acetilacién del 70% de los grupos de
alcoholes secundarios en el dcido péctico (6).

EXOPOLIGALACTURONASA. Esta enzima puede ser encontrada en
algunas plantas superiores y el tracto intestinal de algunos insectos. También es
producida por bacterias y por hongos.

Existen reportes en donde aparecen varias exopoligalacturonasas en
plantas superiores como por ejemplo, la zanahoria, durazno, pepino, frutas

citricas (84), peras y manzanas y semillas de avena (19).
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Estas enzimas prefieren atacar pectatos con pesos moleculares altos o
moderadamente altos en los cuales atacan el extremo no reductor, liberando
monogalacturonato (84). En ocasiones, también degradan el oligalacturonato y
el digalacturonato.

Las propiedades de estas enzimas producidas por plantas superiores son
las siguientes: .

- Tienen un pH éptimo de 5.0 aproximadamente, son estimulados
por iones Ca+2.

- La hidrdlisis de los pectatos no se produce por completo
aparentemente por las irregularidades estructurales de los
sustratos (88).

Con respecto a la exopoligalacturonasa que producen los insectos, se ha
estudiado su actividad, la cual resulta proporcional al tamafio de la cadena del
sustrato. Cuando estas se hidrolizan, se liberan unidades de monogalacturonato.
Estas enzimas atacan en el extremo reductor (25).

Para hablar de las exopoligalacturonasas bacterianas, se toma como
ejemplo a la enzima de la bacteria_Erwina_aroida:, la cual tiene un pH éptimo de
7.2 y produce dcido digalacturénico (58). .

Esta enzima al igual que la de C,_diploidello parece que ataca primero el
extremo reductor de la cadena, bloquedndose la accidn con el doble enlace 4-5.
Esta enzima produce dcido mono y digalcturénico del trigalacturonato.

Estas enzimas tienen preferencia por sustratos con pesos moleculares
altos (55).

Con respecto a las exopoligalacturonasas de hongos se puede decir que
tienen pH éptimo entre 4 y 6, y producen el dcido monogalacturénico.
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La exopoligalacturonasa de A_sp_emﬂu_s_n_lgﬁ no tienen preferencia con
respecto al tamario de la cadena del sustrato (43).

ENDOPECTATO LIASA. Las endopectato liasas son producidas por varios
grupos de bacterias y por algunos hongos, como son: Bacillus polymyxa, Erwinia
arcideas, Erwina carolovora y el Cephalogporium Hypomyces.

Aunque estas enzimas no son producidas por el A. niger, se expondrdn
sus propiedades ya que las pectinasas comerciales contienen a menudo una
porcidn de éstas, por lo tanto, es importante mencionarlas brevemente.

El pH éptimo de éstas enzimas es alto, var/a entre 8.2 y 9.9 dependiendo
de su fuente microbiana. Su actividad enzimética requiere de la presencia de
iones calcio.

El ataque de estas enzimas sobre sus sustratos es de! tipo de B-
eliminacién, por lo que sus productos resuitan con un doble enlace entre el C-4 y
el C-5. La conjugacién de ese doble eniace con el grupo carboxil produce una
absorclén a 235nm. Por esta razén, las endopectato liasas son analizadas con
un espectcfotémetro de luz ultravioleta.

El ‘ataque de las endopectato liasas produce un decrecimiento de la
viscosidad del sustrato directamente proporcional al nimero de enlaces
glicosidicos rotos. La actividad de estas enzimas decrece con la reduccién de la
longitud de la cadena del oligalacturonato (55).

EXOPECTATO LIASA. Estas enzimas tampoco son producidas por A,
niger pero se mencionan algunas de sus propiedades por las causas
anteriormente expuestas.

Son producidas por Clastridium muyltifermentans, Erwinia_dissolvens y
Eusarium culmorum, entre otros.
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Esta enzima ataca preferentemente a dcidos pécﬁcps y no asf a las
pectinas. Rompe a los digalacturonatos Insaturados y, algunas veces, a los
trigalacturonatos del extremo reductor. '

Se han reportado pH ¢ptimos altos (8.0 - 9.5) también requieren
necesariamente de los iones caicio para su actividad. En pocos casos se
requieren de iones de sodio. El dcido etilen diamino tetraacético es un inhibidor

de estas enzimas debido a la quelacién del calcio (23).

ENDOPECTIN LIASA. Las endopectin liasas son producidas casi
exclusivamente por hongos, y a diferencia de las otras dos liasas, éstas si son
producidas por el Aspergillus niger.

Los mejores sustratos para estas enzimas son pectinas altamente
esterificadas.

La mayoria son activadas por los iones calcio y otros iones, su
estimulacién dependerd de los valores de pH y del grado de esterificacién del
sustrato.

Su accién produce una dismimucién de la viscosidad del sustrato debido
a la ruptura de los enlaces glicosidicos. Por esta razén, su actividad decrece a

medida que la iongitud del oligalacturonato disminuye (55).(Esquema No. 6.)
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ESQUEMA #6
Accién de las enzimas pectinicas sobre las sustancias pécticas
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2.3. CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO.

Los principales microorganismos productores de pectinasas a escala
comercial son los hongos, y muy particularmente de especies como Aspergilli.
Existen organismos incluidos en esta especie tales como Aspergillus nigar,
Aspergillys wentii, Aspergillus orizae, etc.. Las caracteristicas de las enzimas
provenientes de estas fuentes las hace ideales para la industria de jugos, en
donde encuentran muchas aplicaciones. Las enzimas de origen fingico
utilizadas en procesos comerciales resultan ser una mezcla de enzimas
pectoliticas.

Las pectinasas no son producidas comercialmente a partir de bacterias, a
pesar de que existan especies altamente productivas de endopectin liasas y
otras enzimas.

En el Cddigo de los Estados Unidos para las Regulaciones Federales
(CFRY), al igual que los acuerdos del FDA para sustancias reconocidas como
seguras para su uso en alimentos (GRAS), se especifica que las (nicas fuentes
permitidas para la produccién de pectinasas son el Aspergillus niger por el
GRAS y Bhisopus oryzae por el CFR,

Los productores de pectinasas en la mayoria de los casos utilizan al
Aspergillus niger. Este microorganismo se describird y es el que se utilizard para
la produccién de la pectinasa en esta tésis (73).

La palabra Aspergillus o Aspegillum, significa un tipo especial de cepillo
para salpicar agua bendita utilizada en una ceremonia llamada "Asperges®. La
similitud del Aspergillus niger comin a este especie de cepillo es impresionante
(81).
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La designacion de Aspergillus niger se utitiza comunmente para
denominar una gran variedad de Aspergilli, los cuales ditieren an detalles de

morfologla, pero tienen en comtn fa produccién de cabezas con conidios.

Las caracleristicas mas sobresalientes dei grupo de Aspergilius niger, son

las siguientes:

1)

2

3)

4)

5)

6)

Cabezas con conidios de coior negro carbén, negro café o café
morado, y en sus mutantes colores mds claros pero nunca
blancos.

Las cabezas tipicas son largas y globosas, sin embargo, algunas
cepas producen cabgzas pequenas.

Conidios suaves, incoloros o teiidos con colores amarilio caté,
en el tercio superior se dividen longitudinalimente en tiras.
Vesfculas globosas en cabezas largas: fértil sobre toda la
superficie; en cabezas pequeiias, regularmente reducida a
4pices de pequeiios conididforos *fumigatiforme”.

Conidios 4speros, generaimante mostrando barras o bandas de
materia de color café negruzco.

Poseen una esclerotia caracteristica, la cual puede ser de color

gris a casi negro (80).

El Aspergillus _niger es un productor efactivo de pectinesterasa,
poligalacturonas y pectin liasa.

Mds adalante se explicard de manera detallada el procedimiento de
biosintesis de la pactinasa utitizando el Aspergillus niger (73).
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2.4. DISPONIBILIDAD DE LA PECTINASA EN EL MERCADO NACIONAL.

Las pectinasas no son fabricadas hasta 1992 en México, por lo que ios
Industriales que requieren de esta mezcla enzimatica se ven en la necesidad de
importarla o de comprarla a distribuidores que han hecho la labor de
importacidn.

Para conocer las empresas nacionales que consumen pectinasa
regularmente se requeriria realizar un estudio de mercado completo, realizando
cusestionarios a las industrias que posiblemente utitizan pectinasas. Por este
motivo, se consultd el Sistema de Estadisticas de Comercio Exterior en donde se
informan de las importaciones realizadas en cada afio de las peclinasas.
Aunque en estos datos no se incluyan todas las importaciones, nos da una idea
de las cantidades que se importan al afio.

En el siguiente cuadro ( No. 9), se muestran las cantidades importadas de
pectinasa de 1988 a 1993. También se indican los paises de procedencia en
donde podemos notar que el principal 1abrican(e y exportador son fos Estados
Unidos.

CUADRO No. 9 Importaciones de las Pectinasas (Kg.)

PAIS 1989 1989 1990 1991 1992 1993
Alemania 1600 - 1100 1400 1725 1216

Japén 165 - 200 325 325 298
Francia 1165 300 765 932 825 1200
E.U.A. 14128 28729 23844 25625 23125 32134
TOTAL 17058 29029 25809 28282 35858 34848

(16)

Este cuadro nos indica que en los ultimos afios ha aumentado
considerablemente la importacién de pectinasas a México.

Aunque estos datos no son exactos, ya que hay muchas empresas gue no
notifican con precisién sus importaciones, es importante resaltar que en México

se usa cada vez mds esta mezcla enzimatica.

32



CAPITULO 1.
PROCESO DE FABRICACION DE PECTINASAS

Desde hace mucho tiempo se han reconocido los grandes beneficios que
ofrece la utilizacién de enzimas para modificar las propiedades funcionales de
los alimentos. Desde la Segunda Guerra Mundial, se ha otorgado un especial
interés al desarrollo de nuevas enzimas y de nuevas fuentes enzimaticas. Se
estima que en 1990 la venta mundial de enzimas fue de 350 millones de ddlares.
Sin embargo, sélo pocas enzimas han sido utilizadas ampliamente. E! primer
gran obstédculo en [a utilizacion de las enzimas es el costo. Para poder reducir el
costo en el desarrollo de esta drea se han establecido tres grandes &reas:
mejoramiento de una especie microbiana, inmobilizacién enzimética y
mejoramiento de la estabilidad.

Actualmente las pectinasas son fabricadas en muchos palises y utilizadas
en casi todo el mundo. Sin embargo, los fabricantes guardan celosamente sus
métodos de produccidn y la literatura acerca de este tema es muy limitada. Sin
embargo, se explica el método general de la produccidén de pectinasa, asf como

los detalles mas importantes de cada operacién.

3.1. REGULACION DE LA PRODUCCION ENZIMATICA
Y SUMETODOLOGIA DE LA FERMENTACION
La razén mas importante de la utilizacién de los microorganismos como
fuentes potenciales de enzimas, es la facilidad que tienen estos de incrementar

los niveles enziméticos por medio de controles genéticos y del medio ambiente.
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Mientras mayor especificidad en su actividad tenga una enzima, més facil

serd el aislamiento enzimatico. Ademads, existen otras razones por las cuales se

prefiere utilizar a las células microbianas como fuentes enzimaticas, estas son:

a)

b)

c)

Las fermentaciones enzimaticas a nivel industrial son
econdémicas debido a que los ciclos de fermentacién son
cortosLa razén mds importante de la utilizacién de los
microorganismos como fuentes potenciales de enzimas, es la
facilidad que tienen estos de incrementar los niveles enzimaticos
por medio de controles genéticos y del medio ambien y los
medios de cuitivo no son costosos.

Los procedimientos de seleccién de la mejor especie para
producir una enzima especifica son faciles y se elaboran en muy
poco tiempo.

Existen espscies diferentes que producen diferentes enzimas
que catalizan la misma reaccién, permitiendo as( tener

flexibilidad en las condiciones operativas (51).

En el caso especifico de las pectinasas, la sintesis microbiana de éstas

presenta grandes ventajas sobre el método de extraccién de fuentes naturales

como son algunas frutas o verduras ya que éste método es mucho mas costoso y

el rendimiento es muy bajo (23).

Los procedimientos bdsicos en una fermentacién enzimética son los

siguientes;
A)

Seleccién de la especie. Cuando se realiza una fermentacién

enzimética es muy importante que ésta se realice con la especie mas activa.

En el caso de las pectinasas, la especie utilizada por la mayor parte de los

fabricantes es A,_niger. Esta especie sintetiza gran parte de las enzimas pécticas,
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ademds de que las excreta por lo que facilita en gran medida su alslamiento y
puriﬂcaclén. Se han llegado a utilizar otras especies del género Aspergillus
como es A, oryzae (24).

B) Optimizacién de la fermentacién. Para poder optimizar la
produccién, los pardmetros que afectan la sintesis enzimdtica y su elaboracién
deben ser investigados. Los controles mds importantes a verificar son el pH, la
temperatura y la transferencia de oxigeno. Estos datos son secretos de cada
productor, pero se podria decir que la temperatura 6ptima para la sintesis de
enzimas pécticas por el A. niger es de 37°C y el pH varia entre 2.5 y 4 (23).

Otros parametros no menos importantes son la nutricién del
microorganismo, de la que se hablard mas adelante, y la utilizacién de otras
sustancias en el medio de cultivo como son los solventes y los surfactantes.

C) Reconocimiento del ciclo de crecimiento. Para poder lograr un buen
crecimiento del microorganismo, y por lo tanto, una mayor produccién de
enzlma;s. es muy importante conocer lo mejor posible la curva de crecimiento del
microorganismo en cuestién (2).

1. INDUCCION ENZIMATICA,

Los genes estructurales para la produccién de muchas enzimas estdn
normalmente inactivos en la ausencia del sustrato enzimético. A éste fenémeno
se le llama produccién reprimida. Sin embargo, cuando el sustrato indicado es
adicionado, los genes estructurales empiezan a funcionar y la enzima es
entonces producida. A este proceso se le conoce como “induccién® y a la enzima
como "inducida®.

En muchas ocasiones, los mejores inductores son analogos del sustrato,

en otras, los productos intermedios son los inductores, como es el caso del dcido
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galacturénico, inductor de la pectinesterasa y producto intermedio del sustrato;
4cido poligalacturénico. )

Para eliminar la dependencia enzimatica de un inductor se puede realizar
una mutacién denominada "mutacion regulatoria® ya que el gen es regulador y
no estructural, Los mutantes que producen una enzima inducible normal sin un

inductor son ilamadas "mutantes constitutivas® (37).

2, REPRESION DE RETROALIMENTACION

Algunas enzimas se sintetizan en forma regular durante el crecimiento del
microorganismo, sin embargo, llega un momento en el que esta sintesis es
reprimida cuando hay una alta concentracién de productos finales.

Los productos finales poseen pesos moleculares muy bajos y se les llama
“corepresores”, estos se combinan con una protefna intracelular coditicada por e!
gen regulador y es denominada “aporepresor®, es entonces cuando se forma el
“represor" (14). , : " : )

El represor dafia el gen que codifica la produccién enzimdtica. Las
enzimas que siguen este patrén de écllﬁldéd se les llama *enzimas represibles®.
Para solucionar este problema se debe evitar la acumulacién de productos
finales en el medio.

Otra alternativa es obtener mutantes reguladoras, las cuales no sean
reprimidas por los productos finales (67).

3. BEPRESION CATABQLICA,

Las enzimas de! tipo inducibles catabélicas, son reprimidas cuando las
células crecen rapidamente en un medio que contenga una fuente de carbono
tacilmente utilizable. Esto causa una disminucién en la concentracién intracelular

del AMPciclico impidiendo asi que los genes estructurales dejen de funcionar.
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Existen numerosas enzimas de uso industrial que estan sujetas a este tipo
de represién. La poligalacturonasa sufre una reprasién catabélica, por lo que en
este caso también se pueden crear mutantes modificadas en su catabolismo de
glucosa.

Con suerte, en el futuro se podran realizar manipulaciones genéticas, las
cuales producirdn muchos beneficios para los microorganismos productores de

enzimas de importancia industrial (53).

4.  COMPOSICION DEL MEDIO.

La seleccion de un buen medio tiene la misma importancia que la
seleccion del microorganismo para lograr el éxito de la fermentacién, El medio
pl;ory‘eef Ios: nutrientes para el cracimiento, la energfa, la construccién de las
cél_uiak's’y"la:blos'(mesls de los productos de fagmentacién. Tienen particular
iméérianbiéiaé ‘fdken’tes de carbono y los componentes nitrogenados ya que las
célubla:'s';c‘iye. los microorganismos se componen en gran parte de estos elementos.
Adem‘z‘i;s‘ un lrmedio,debe contener sales inorgdnicas, agua, vitaminas y otros
fé‘ctorés de crecimiento, precursores de los productos de fermentacién, oxigeno
disuel(b. otros gases, buffers y antiespumantes (18).

Si fa preparacién del medio no se realiza adecuadamente, el crecimiento
microbiano no serd el adecuado y por lo tanto el rendimiento del o de los
productos deseado serd muy bajo.

También un medio pobre puede provocar productos de diferentes tipos a
los deseados, por lo que los tipos y cantidades de los componentes de un medio
nutritivo son criticos.

La composicién particular de un medio de fermentacién puede ser simple

o complejo, estos a su vez se dividen en otras dos categorias; sintético o crudo,
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Un medio sintético es en el cual todos los constituyentes son definidos y
conocidos especificamente. Cada constituyente es un compuésto relativamente
puro y son conocidas las cantidades exactas de cada uno de ellos. Un ejemplo
de este tipe de medio podria ser alguno que contenga sales minerales, agua,
azUcar purificada, amonidco o aminodcidos.

El medio sintético ofrece muchas ventajas, sin embargo, es muy costoso
ya que los materiales puros son caros y los rendimientos obtenidos son bajos
(18). No obstante este tipo de medios se utilizan con fines experimentales.

El medio crudo permite obtener rendimientos mucho mas altos, ademds
de ser mds econdmico. Un ejemplo de un medio crudo es uno que contenga
soya, melazas, licor de maiz, sulfato de amonio, carbonato de calcio y fosfato
4cido de potasio.

Como un medio crudo contiene fuentes crudas de nutrientes, estos
proveen un exceso de factores de nutricién.

Ademds es necesario adicionar a un medio sintético o crudo, otros
productos como agentes antiespumantes, agentes controladores de REDOX,
agentes de inhibicidn de microorganismos contaminantes y otros (18).

El principal componente en todo medio, es el agua. Como los
microorganismos viven en medios acuosos, sus nutrientes deben estar disueltos
en ella. Normalmente, un medio posee de un 70 a un 90% de agua, la cual
provee a los microorganismos de trazas minerales, metales como el cobre,
molibdeno, zinc o boro y otras sustancias que son requeridas en cantidades
minimas y que en caso de no encontrarse presentes se podrian inhibir

actividades escenciales del microorganismo (67).
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5. ESTERILIZACION DEL MEDIO.

La apropiada esterilizacién del medio nutritivo juega un papel muy
importante en la fermentacién llevada a cabo por ei A._niger para la produccién
de las pectinasas.

La esterilizacidn del medio puede ser llevada a cabo por la remocién de
los microorganismos contaminantes o bien por la dastruccién de éstos. Sin
embargo, la prdctica mds utilizada es la destruccién de los microorganismos ya
que los métodos de remocién no siempre garantizan una esterilizacién del
medio y no se puede correr el riesgo.

Los métodos destructivos pueden ser quimicos, térmicos, congelamiento,
ondas sonoras o irradiacion. En la actualidad, el método mds utilizado es el
térmico ya que es el mas simple, econdmico y confiable.

Para lograr una esterilizacién térmica dptima, se deben tomar en cuenta
los siguientes aspectos:

- Entre mas componentes crudos contenga el medio, mayor serd el
tiempo del tratamiento térmico, ya que el medio es mds viscoso y
por que se podrian presentar esporas terméfilas.

- El medio no debe ser sobrecalentado ya que se pueden
caramelizar los azitcares, ademas que se pueden presentar
reacciones entre los azicares y los fosfatos.

- Muchos componentes pueden degradarse durante el tratamiento
térmico a valores de pH altos o bajos, por lo que es
recomendable neutralizar el medio antes del tratamiento térmico

y después ajustar el pH al valor adecuado.
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- Otros componentes pueden volatilizarse por Io que es necesario
que éslos so esterlllcen aparte por medlo de un mtro
bacterloléglco (50). ‘ e

6. AE.B_EA_Q!DE.Y_AGIIMJ_ON.

Es muy reconoclda Ia Imponancla que tiene la aareacién y la agltaclén de

los procesos aerébicos de fermentacién

xigeno" necesario ‘a. los

El objetlvo pnnclpal es el de proveer el

microorganismos para asf poder llevar a ca amente Ias;éctlv'ldade‘s'v

‘Ademas, en la

mayorfa de los casos se lncorpora el ‘ox geno alecu qué él’bxfgeno

proveniente de las reacciones de reduccién de un oxidante qulmlco. Por esta
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razén, es necesario que continuamente se provea al medio de ox/geno para asi

satisfacer las demandas metabdlicas de los organismos (5).
3.2. FABRICACION DE PECTINASAS

1. E E P!

Se ha mencicnado varias veces en esta tésis que la mejor especie resulta
ser Aspergilius niger A 138, la cual es una especie mutante escogida de varias
espacies (27).

Esta especie mutante se obtuvo por medio de rayos ultravioleta sobre la
primera especie. Para lograr esto, la especie se mantuvo en agar de mosto de
cerveza en plano inclinado. Las esporas de 2 tubos de ensayo se suspendieron
en 40 ml. de agua estéril (aproximadamente 10 esporas/ml.), y fueron utilizadas

para 9 Lt. de medio (27).

Aunque los fabricantes de pectinasas mantienen sus procedimientos de
fabricacion confidenciales, se sabe que la especie mas utilizada es A._niger. Sin
embargo, existen patentes utilizando otras como A, wentii, A, flavuus, A._oryzae,
A. fumigatys, Penicillin glaucum y Bhisopus tritci (24).

2. POSICH MEDI VO,

La composicion del medio de cultivo dependerd directamente del
microorganismo utilizado. El A. niger A138 producird con alto rendimiento
pectinasas utilizando el siguiente medio: 2% de pectina de manzana, 0.5% de
sacarosa, 1% de suero seco, 0.2% de nitrato de amonio y 0.05% de suifato de

amonio en agua corriente (27). El pH del medio se ajusta a 4.5 con hidréxido de
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potasio. Este medio de cultivo es muy sencillo’ y se obtienen altos
rendimientos de pectinasas. "

La pectina de manzana es un producto inductor ae las enzimas pectinicas.
Se han realizado varios experimentos para comp?obar esto. Por ejemplo,
Paskova realizd la siguiente fermentacidn; el medio se compone de 5% de
sacarosa, 15% de pectina de manzana, 1% de fosfato cido de amonio, .05% de
sulfato de magnesio y el resto de sustancias aportadoras de nitrégeno tales
como peptonas o mezclas de levaduras. La fermentacién se llevé a cabo con
aereacion y a una temperatura de 27-31°C.

£l rendimiento obtenido fue una mezcla de pectinasas con una actividad
enzimatica de 73-98 unidades/}nl. Cuando se remplazo la pectina de manzana
por un extracto acuoso de remolacha de azticar o pure de manzana, la mezcla
enzimética obtenida tuvo una actividad de 41-52 unidades/m! respectivamente
(63).

La sacarosa y el suero son carbohidratos, los cuales proveen de energia al
microorganismo y las sales de amonio funcionan como materiales nitrogenados
para un adecuado aporte de nitrégeno. ‘

Ei agua provee al microorganismo de trazas minerales como Cu., Zn., Bo. y
otros. Ademds, el agua disuelve a los nutrientes para que puedan ser
aprovechados por el microorganismo.

Otros autores recomiendan ademds el uso de otras sales como fosfato
didcido de potasio, sulfato de hierro, sulfato de magnesio, carbonato de caicio o
cloruro de sodio para proveer de todos los minerales necesarios para el
crecimiento de A, niger (86),(79).

El fosfato didcido kd'je“pofa'slo funciona como buffer y se puede utilizar en
lugar del hidéxico de 'po’tﬁé'.élb. Se ha demostrado que la fabricacion de
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pectinasas poligalacturonasa y pectinesterasa puede ser incrementada
aumentando la capacidad buffer del medio de crecimiento. Se recomienda
utilizar de 280 a 800 g. de fosfato didcido de potasio por litro de medio,
obteniéndose asi un rendimiento del doble del normal (86).

a. Li N

El medio se esteriliza en un fermentador a 121°C por 30 minutos con
agitacion de 200 rpm (87).

4.  FERMENTACION.

La produccién de pectinasas es llevada a cabo por medio de una
fermentacidn. Existen escencialmente tres diferentes métodos para la produccién
de enzimas microbianas en la industria. Estos son: el método de sustrato sélido,
el de sustrato sumergido y el de sustrato sumegido en dos etapas.(1)

Actualmente se utiliza con mayor frecuencia la fermentacién sumergida ya
que esta es mas fdcil de estudiar y de controlar .

Aunque las pectinasas son fabricadas en muchos paises, los europeos
son los que poseen mas experiencia en este campo. Los fabricantes pubiican
patentes de la fermentacién de Aspergillus niger para la producciénde pectinasa
en cultivo sumergido, sin embargo los datos de las condiciones de la
fermentacién son contradictorios. Estas contradicciones se deben a la
espacificidad de cada especie flngica, Ademaslos resultados también resultaln
contraponerse, esto se debe a los diferesntes métodos de determinacién de
actividad enzimatica.(27)

La fermentacién en cultivo sumergido se puede efectuar en un sistema
batch o en un sistema continuo. El sistema continuo ofrece una mayor

productividad. Ademas de lograr la habilidad de desaparecer los mecanismos de
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represién bajo Ias_llmitacloneé de! suministro de nutrientes especificos.Sin
embargo su uso Industrial sse‘ ha visto limitado.

Las cuatro principales razones de esta limitacién industrial son las
siguientes;
a) Una poslble falla provocada por la asepsia debido al largo periédo de

duracién del proceso contmuo. provocando asi, un producto contaminado.

b) Si ocurre una produccion enzimatica baja debido a una reversién del

creclmiento acelerado se produce una degeneracién de la especie productora

de Ia enzlma )
’ c) El hacho de que el rendlmlento de muchas enzlmas extracelulares es menor

queen un sistema batch :

d) La dificultad de que con un medio comple]o. utlllzado comunmeme para

enzimas industriales, ya que puede ocurrir una determlnaclén equlvocada del’

nutriente limitante y el contro! de su nivel.

Por estas razones, la produccién de pectihaéas' k's'e rea"za en una
fermentacién sumergida en un proceso batch.

En toda fermentacidn, siempre se deben controlar tres factores de suma
importancia que influyen en el curso de una sintesis enzimdtica. Estas son;
temperatura, pH y la tensién de oxigeno disuelto el cual es funcién de fa
velocidad de aereacion y de agitacion.

1. TEMPERATURA

. Mencionamos en la introduccién que los microorganismos pueden ser
clasificados en tres grupos basados en sus temperaturas éptimas de crecimiento;
psicréfilos cuya temperatura dptima se encuentra debajo de 20°C, mesdfilos
cuya region optima es cerca de 35°C y, termdfilos creciendo mejor a

temperaturas mayores a 50°C,
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En cada clase de microorganismo, cuando la temperatura se acerca al
punto dptimo, la velocidad de crecimiento especifico del cultivo seguird la
ecuacion de Arrehnius: n=Ae-ERT
en donde A es una constante, E es la energfa de activacion, R es la constante de
los gases y T es la temperatura.

Por lo tanto, la velocidad de crecimiento microbiano y en este caso del
Aspergillus_niger como funcién de la temperatura seguird este comportamiento
(Gréfica 1).

Para minimizar los tiempos de crecimiento en un proceso batch, la
temperatura del cultivo deberd controlarse lo mas cerca posible a esta
temperatura éptima.

La formacién de enzimas también esta gobernada por la temperatura.
Generaimente |a temperatura 6ptima de la sintesis enzimética difiere de la del
crecimiento microbiano.

Por esta razén, la temperatura a utilizarse se selecciona
experimentalmente.(1)

Para la sintesis pe pectinasa llevada a cabo por Aspergillus niger la
temperalura se mantiene a 37°C. Para lograr esto se utiliza un termostato, el cual
comanda una vdlvula electromagnética regulante de la emisién de agua( fria o
caliente); la temperatura se registra en un termémetro SIS tipo RE 3b, el cual
mide también el tiempo en la que esta fue registrada .

L. Tutobello realizé una amplia investigacién acerca del efecto de la
temperatura en la produccion de enzimas pécticas por medio del Aspergillus
niger. El llegé a la conclusién que en cultivos sumergidos, la endoactividad de la
mezcla enzimatica resultante, es directamente proporcional a la temmperatura,

no asi la exoactividad.(60)
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2.4

Las enzimas, al ser protelnas, contienen grupos ionizables,
consecuentemente, el pH del medio de cultivo afecta su estructura y su
funcionamiento. Ei crecimiento de células microbianas también resulta afectado
por el pH, y al igual que la temperatura, el pH Sptimo de la mdxima velocidad de
crecimiento especifico de un organismo difiere del pH éptimo de una enzima
extracelular.

En algunos casos se deben utilizar diferentes condiciones de pH
dependiendo de la etapa de la fermentacidn . Otras ocasiones se utiliza
solamente uno, el cual favorezca a los dos aspectos.(1)

Durante la fermentacién del Aspergillus niger el pH es controlado en 3.5.
Aunque se ha comprobado que el pH éptimo para la etapa de crecimiento

microbiano es de 4.5, y en la etapa de sfntesis enzimatica es de 2.8.(40)

! DEL OXIGENQ DI T

El provisionamiento de un suministro adecuado de oxigeno a un cultivo
aerdblco en crecimiento es un requerimiento escencial, ademds de que influye
en el rendimiento y/o productividad de una fermentacién enzimética. Por este
motivo @s necesario proveer al fermentador de una aereacién y una agitacién
adecuadas.(1)

Otra razén por la que se necesita agitar un fermentador es para que la
transferencia de masa y de calor sea mas uniforme y fécil de controlar.

En el caso especifico de las pectinasas, Jozica Friedrich y Alezka

Cimerman (1989), realizaron un estudio muy completo de como manejar las
condiciones de aereacién y agitacion para obtener mejores resuitados y llegaron

a las siguientes conclusiones:
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-La morfologia especffica del Asperqillus niger produce una masa viscosa
y densa al crecer por lo que influye en la transferencia de masa y de calor.(27)
-Como el resultado de la fermentacion es un complejo de enzimas pécticas
producidas por el Aspergillus niger, la mdxima produccién de cada enzima
ocurre a diferentes velocidades de transferencia de ox/geno.
-Experimentalmente se concluyd que se requiere utilizar una aereacién de
0.5 vvm (5 //min) y una agitacién de 300 rpm al principio de la fermentacidn, y al
llegar al punto de maximo crecimiento microbiano, Ia aereacion deberad ser
aumentada a 1.2 vvm (10 Vmin) y ia agltacion a 500 rpm 5
Estas condiciones logran que la actlvndad despectlnlzame sea del doble
de la que se logra cuando no se usa aereaclon y aglracién Y que el tiempo de

fermentacidn sea reducido de 96 a 90 horas 27)

EQUIPO
La fermentacion debe ser llevada a cabo en el equipo adecuado para
poder lograr controlar estos tres factores. : " : ’
Los fermentadores utilizados son de acero inoxidable, clllﬁdricos y con una
tapa hermética de hule la cual se sujeta con tornillos, atravesado de una asta
metdlica terminada en una hélice con tres paletas unidas en lo alto a un sistema
con motor eléctrico por medio de una banda de transmisién.
El fermentador debe ser enchaquetado para regular la temperatura. Su
capacidad debe ser de 10 It. y deben contener 4.5 It. de medio de cultivo.(60)
También debe tener un manémetro en la tapa. La presién a la que se
debera llevar la fermentacion es de 1 atm. En el esquema No.7 se muestra un
termentador en un proceso batch para llevar a cabo la fermentacién de las

pectinasas.
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ESQUEMA # 7
- Fermentacién tipo batch para la produccién de pectinasas
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MENTA! IVIDAD ENZIMA

Los microorganismos crecen en un amplio espectro de ambientes
quimicos y fisicos, su crecimiento y otras actividades fisiolégicas son de hecho
una respuesta de su ambiente fisico-quimico. La cinética de la fermentacién nos
describe el crecimiento y la formcién del producto por los microorganismos.

La cinética de la fermentacién de un microorganismo es un tema muy
amplio, que requiere de un estudio detenido del método de medicién de las
variables de una fermentacién, tales como; concentracién celular, velocidad de
crecimiento especifico concentracion de los nutrientes, formacion del producto y
viscosidad entre otras cosas.

La reaccidén estequiométrica del crecimiento microbiano y de la formacion

de un producto puede ser descrita de la sigulente manera:

C-fuente+N-fuente+fosfato+O2--->masa celular+CO2+ H2O+producto+calorA

De esta ecuacién podemos concluir que el rendimiento de la masa celufar,
y del producto dependen de la eficiente utilizacién de las fuentes de carbono y
de nitrégeno. Ademas, de este balance es posible calcular el oxigeno necesario
para producir la combustién de los nutrientes para obtener diéxido de carbono,
agua y energia para el crecimiento.

Durante la produccién sumergida de pectinasas por el Aspergillus niger,
en las condiciones mencionadas en el inciso anterior, sa midieron el pH, el
potencial Redox, blomasa, materia seca soluble, nitrégeno de amonia, protefna
soluble y actividad enzimatica por medio del *The Apple Juice Depectinizing
Assay"(ADJA).
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A las 50 horas de fermentaclén el culuvo se hlZO muy grueso Sln embargo

no se observaron hmnaclones serias de transferencla de masa yde calor ’i‘

Como se muestra en las graflcas 2y 3, el curso de la’fermentacldn tuvo un

enzimatica apareci ‘
durante el periédo de maxi en un valor -
minimo de pH 22 ' ra: 6 entonces a elevarse.
A pesar del bajo vala 0 Inactivacién de

la poligalaciu'fo s

empezé a eleva;sé ) leron como

indlcadores vallosos' d

rla

un valor minimo, coincidiendo con el mdximo de biomasa. Tan pronto comor

empezd a decrecer la concentracién de biomasa, el nitrégeno del amonlaco
empez6 a elevarse. Esto pudo ser el supuesto resultado de la autdlisis pero ésté
afirmacién no puede ser confirmada ya que la actividad proteolitica ﬁlé muy- -
baja. :
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GRAFICA #2
Curva del potencial redox, pH y actividad enzimatica
con respecto al tiempo y con variaciones en las
velocidades de aereacidn y agitacion
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GRAFICA 3

Curva de materia seca, biomasa, actividad enzimatica,
materia seca soluble y nitrogeno de amonia
con respecto al tiempo.
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El consumo de sustancias solubles comenzé después de 25-30 horas de
Incubacién, y la biomasa se empezé a elevar lentamente, El Aspergillus niger
comenzd a crecer rapidamente a partir de las 40 horas, que fué cuando la
aereacién y la agitacién se elevaron. A las 50 horas aparecié la actividad
enzimdtica, y en el momento de mdximo crecimiento microbiano, esta se empezé
a incrementar continuamente. Después de el momento de méxima cancentracién

de biomasa, se seguian produciendo enzimas por otras 20 horas.(27)
3.3. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y PRESENTACION.

La extraccion de enzimas, asi como de microorganismos ha sido utilizada
desde hace muchos afios. La primera enzima que se logré aislar fue la ureasa
en 1926 por Summer, reconociendo asi su naturalesa protéica. Para 1968 ya se
hablan reconocido alrededor de 1300 enzimas, la mayoria habian sido aisladas
pocas veces y en pequeia cantidad (55).

Sin embargo, un estudio realizado en 1970 mostré que sélo 120 enzimas
se anunclan en la literatura comercial. De éstas, 50 se encuentran disponibies
en paquetes de 1 g. 0 menos, mientras que 35 se manejan en envases de 1 Kg.
o mds.

El aislamiento enzimdtico a nivel industrial se realiza casi en su mayorfa
para enzimas extraceluléres. como es el caso de las pectinasas, ya que su
aislamiento es mucho mds sencillo que la operacién de extraccién de enzimas
intracelulares. Esto se debe a que muchas veces las enzimas intracelulares

presentan las mismas propledades que otras enzimas y que otros
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contaminantes. Ademés muchos m«croorgamsmos poseen paredes celulares

fuertes y ésto dnﬂcuha més su extraccién (5
‘ La extraccién se reﬂere zi as de as células ode
los constituyentes celulares e requerif procesos mecdnicos,
fisicas o quimicos. A e .

Las técnicas existe I Iamiento enzlmétlco son muy varladas y
complicadas por fo qua nos emos a’ mostrar Ia clasiticacién de éstos
métodos -y se exphcaré sélo en manera detallada aquéllos umlzados en’ el

aislamiento ds las pectlnasas (15)

METODOS DE PUBIFICAC(ON ENZIMATICA
L Precipitacidn - -
- Formando sales (con amoniaco o con sulfalo de sodno)

e Acarreado s, :
o Coagulaclén y F!oculaclén 2

- Hldrocolo(des minerales o i

‘. Hldrocoloides vegekales )
- Electrouto anfénico fuerte. '
- Electromo aniénico débil -

- Polielectroh(o caﬂénlco

55



- Polimero no idnico.
- Base fuerte.
M. . Centrifugacién.
- Centrifuga tubular.
- Cenirifuga multicdmaras.
- Centrifuga tubular con discos.
- Solid bow! scroll centrifuge.
- Perforate bowl basket centrifuge.
- Zonal centrifuge.
V. Filtracidn.
- Filtracién Bater.
- Tambor rotatorio.
- “Alvaclo,” '
V..o ‘Ultrahltracién
VVI.“ Cromatograﬁa
. Por adsorclén.
- Interaccién bloqu(mlca.

lnlercambio Iénlco

e Flltraclén en gel.

vil. : 'Electroforesis (6).
Hablando
método de extraccién y puriticacién dependeré del método de {ermentacién
umizado (23)

Cuando :

‘pecmcamente de fas pectinasas. podemos decir que el

nzimas pectmomlcas son p du das en un cultivo

sumergldo, ‘se requlere separar unicamente la mas celular por medio de

filtracién o centnfugaclén, seguldo por la adiclon de’ conservadores Cuando el
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caso es un medio semi-sélido, las enzimas pueden ser extraidas, utilizando un
sistema de extraccién en contracorriente, utilizdndo agua y algunos
conservadores. Este método produce una solucién relativamente ciara.
Altemativamente, la masa semisélida puede ser secada a una temperatura baja.
Este material seco puede ser utilizado como una preparacién comercial cruda, o
puede ser almacenada y extraer después las pectinasas (6).

Para llevar a cabo la extraccién de las peclinasas, a parir de la solucién
clara anteriormente mencionada, puede llevarse a cabo una concentracién en
vacio o alternativamente se puede usar una sal ( sulfato de amonio, sulfato de
sodio, cloruro de sodio o fosfato dcido de amonio) o solventes orgdnicos
(isopropanol, acetona, etil acetato, metano! o etanol), pueden ser utilizados para
la precipitacion de la mezcia anzimdtica. Después de la precipitacion, la mezcla
enzimatica es centrifugada o filtrada y después secada a bajas temperaturas o
secado por esprea. Subsecuentemente, es molido a un tamafo de particula
standard y usado para la preparacién de formulaciones enzimaticas comerciales
(55).

El polvo resultante es vendido como un concentrado con una actividad
especifica o diluido con varios agentes para darles una actividad estandar.
Algunos ejemplos de diluyentes 'son la gelatina, coseina, glucosa, sacarosa,
lactosa, almidén y sales. En ocasiones se llega a usar buffers para mantener
condiciones de pH adecuadas para la actividad enzimética (23).

A continuacién se cita otro método muy utilizado para la extraccién y
purificacién de las pectinasas: al cultivo se le adiciona una solucién al 0.9% de

NaCl y después se centrifuga. El supemadado se precipitd con etanol al 85%.
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La mezcla enzimatlca se extrae, aisla y se concenlra por. medio de
ultrafiltracidn con una membrana con poros de 20 a 25 nm Después es secada
con frio (42). ; o

Una vez que la enzima es secadafis'

eta bara poder ser
comercializada. ‘ s

Otro método de alislamiento, muy u‘tl'lirz do s el nte; el producto se filtra,
el filtrado se coloca en un contenedor c gir:étbrio. enchaguetado
en donde circula una mezcla fna a i ‘o'l, la cual asegura una
temperatura de -18°C, Si el pH 'de uy écldo, se adiciona
‘Ientamente una solucién saturada d“ : so
un pH de 4. El lfquido se aglta a i
preenfriado a -20°C Se centrifu

'protélco de’color "oscuro”

repltlendo la: operaﬁdn con alcohol etmco a 65& prééhfrlado, aste

procedlmlento produce un precipalado liofillzado en forma 6IVo con 90% del

total de la activrdad enzlmética El producto se conserva enla oscurldad a 5° .,

3.4, CONTROL DE CALIDAD.
Exlsten varlos ensayos para evaluar la calidad de las pectinasas, las

cuales var{an en Ias condlclones estandar.

S El princlpal factor de una enzima es su activldad la cual debe ser evaluada

por el productor. el dlstribuldor y el consumldor El‘.método de ensayo de la
actlvldad de la pecﬂnasa debe proveerse por el fabrlcante o ol distribuidor para
que la lnterpretacidn de los resultados sean los mlsmos y no exista confusién en
éstos (33)

A comlnuaclén se mueslran algunos e)emplos de éslos
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CUADRO No. 10 Condiclones de Ensayo para Evaluar la Calidad de las

Pectinasas
ENZIMA TIEMPODE | TEMPERATURA pH SUSTRATO
REACCION
Pectinasa 120 - 180 min. 45°C 3.4-3.6 | Jugo de manzana
100%
Pectinesterasa >10 min 37°C 3.5 Pectina con alto
contenido de
; metoxilo 0.5%
Paligalacturonasa 15 min. 30° 42 Polipectato de
. : sodio 0.2%
(33)
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CAPITULO IV
APLICACIONES

4 R TR APLI 1

MECANISMO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA El mecanismo de activndad

ientras mds alta sea la temperatura, mds répido se

ctiﬁdad enzimdtica. Este principio tan importante es
uy ’a menudo También pueden acelerar la
las condlciones poco favorables; como son el pH no

K favorable, contenldo de polifeno! alto. contenido de biéxido de

- azufre alto o Ia presencna de inhibidores enel sustrato (7).
En el cuadro sigulente se muestran los tiempos en los cuales las pectinasas

permanecen activas en relacion con la temperatura de procesamiento.
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CUADRO No. 11 Tiempos de actividades de las Pectinasas a Diferentes

Temperaturas
TEMPERATURA LAPSOS DE TIEMPO EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Pectinasas Pectinasas A.T.*

debajo 30°C (86°F) Varios dias Varios dfas
40°C {104°F) 4-8hrs. 8-16hr
45°C (113°F) 2-4hrs, 4- 8hrs
50°C (122°F) 1-2hrs. 2- 4 hrs.
55°C (131°F) 1/2 - 1 hrs. 1- 2hrs.

60°C (140°F) pocos min, 1/2- 1 hrs,

(15)

‘Pectinasas A.T.:Pectinasas que tienen mayor resistencia a las temperaturas
“altas.

MECANISMO DE HIDROLISIS DE PECT!NA. Este mecanismo se puede

dividir en dos etapas

a) La dlsolucldn dela protopectlna

- b) La disolucidn'de a pecllha solubte

‘Esto puede ser I|U§tfﬁdp por medio de los tres casos generales que se
presentan, ] . f\, o
CASO1. - LEl 'sustréto es4 constituido por 5% de protopactina y 95% de
pecﬂna soluble, Este caso es tipico en la depectinizacién del jugo de manzana.

La pequena cantidad de protopectina se disuslve rapidamente al tlempo
t1, y se disielve después junto con la pectina soluble {Grdfica 4). La curva que
muestra el decremento de la viscosidad con el tiempo se muestra en la grédfica
No.5.

Con el equipo de medicién adecuado puede ser posibie detectar una
pequefia y lenta reduccidn de la viscosidad durante el primer perfodo de tlempo
de to a t1, este retardamiento puede deberse a la disolucién de la pequeia

cantidad de protopectina presente.
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En el tiempo tn, los pesos moleculares de las sustanmas pécllcas
presentes se han reducido’ hasta un punto en el cual su contribuclén ala
viscosidad es casi nula. Esto se‘muestra en la grafica No.'5 (7) La curva de

viscosidad se aproxima cada vez mas a la del agua.

CASO 2, .Cuando el sustrato se compone de un 50% de protopectina y
de un 50% de pecllna‘sol‘umlizada, como es el caso de la ﬁace}aclén de frutas
dificiles de prensar.

Durante el per(odo de tlempo 1o aty se disuelve aproximadamente la
misma cantidad de protopectlna y pectina (gréfica. No. 6).

La concentracnén de pectina disuelta permanece constante durante este

. perfodo de tlempo, la curva de viscosidad permanece mas o menos horizontal en
el tlempo 1, Cuando Ia protopectlna se ha agotado la viscosidad empieza a
disminufr gradualmente (grafica. No.7).(7)

CASO 3. Cuando el sustrato contiene el 90% de protopectina y el 10%
de pectina disuelta como es el caso de la maceracion de las manzanas
inmaduras.

Durante el lapso de tiempo t0 a t1 ocurre en mayor medida la disolucién
de la protopectina que la degradacién de la pectina. En consecuencia, el nivel
de la pectina disuelta se incrementa durante ese periodo de tiempo (grafica
No.8), y la viscosidad se incrementa (grédfica No.9). En el tiempo t4, después de
que la mayor parte de la protopectina ha sido disuelta, comienza una nueva fase
en ia cual la cantidad de la pectina disuelta decrece gradualmente disminuyendo
asl su viscosidad(5).
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4.2, MECANISMO DE CLARIFICACION.
E! mecanismo de clarificacién puede ser dividido en tres etapas:

a) Hidrdlisis enzimatica.

b) Coagulacién,

c) Sedimentacion.

Cada etapa esta influenciada por la viscosidad. Los jugos extraldos de
frutas frescas son en general sistemas coloidales estables, en donde su principal
estabilizador es la pectina, el cual actia a través de su viscosidad como un
coloide protectivo, evitando que reaccionen las proteinas del jugo con los
polifenoles para producir asi una clarificacién espontdnea.

En la primera fase de la clarificacion el sistema coloidal debe ser
desestabilizado para proseguir con la segunda etapa. La dessestabilizacién se
puede llevar a cabo por la misma accién del jugo o por un adicionado comercial
que contenga enzimas del tipo de endohidrolasas. La viscosidad debe
dascender hasta un punto en el cual no mds del 5 al 10% de los enlaces
glucosfdicos de la pectina se encuentren rotos.

En la segunda etapa de la clarificacion ocurre una floculacién o
coagulacién de coloides suspendidos, junto con un rompimiento de la nube. Este
proceso normaimente estd reforzado por medio de la adicién de agentes
aproplados, teniendo cuidado de no adicionarios al principio ya que una
floculacién forzada en un jugo insuficientemente depectinizado origina una
clarificacién incompleta.

Si el Jugo ha recibido una pasteurizacién anterior a la segunda etapa, la
clarificacién espontdnea no se presentard ya que el tratamiento térmico elimina

algunas protelnas.
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En la tercera etapa de la clarificacién la velocidad de la sedimentacién -
esta determinada por el tamafio y la gravedad especifica de las partfculays.

También determina la velocidad de sedimentacién la viscosidad del fluido y

4,3, APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PECTICAS
EN LOS PROCESOS DE:

A, INDUSTRIA DE JUGQS.

Las primeras enzimas utilizadas en la industria de jugos de frutas fueron
las enzimas pécticas para la clarificacién de Jugo de manzana. Fueron
introducidas simultdneamente a Estados Unidos por Z.J. Kertesz y en Alemania
por A. Mehlitz. Dasde entonces el procesamiento de jugos y frutas se ha
desarrollado en una industria de grandes avances tecnoldgicos. Las funciones
de las enzimas pécticas han llegado a ser mas especializadas que otras
enzimas, tales como amilasas y celulasas, las cuales también forman una parte
integral en la tecnologla actual de jugos de frutas (7).

Las enzimas que tienen un uso mds generalizado en la industria de jugos
son las enzimas pécticas. Su sustrato, la pectina resulta ser un componente
escencial en la estructura de la fruta, en donde junto con la hemicelulosa, se
encarga de ligar las células para asi formar un tejido. Durante el procesamiento
del jugo, cuando el tejido de la planta es desintegrado, algunas pectinas se
solubllizardn saturando el jugo, la pectina restante permanece en las paredes
celulares. Las pectinas de algunas frutas, pueden dificultar el procesamiento o
disminuir la calidad del jugo, por fo que en la mayoria de los casos es deseable

disminuir la cantidad de pectinas o eliminarlas por completo (8).
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Las enzimas pécticas son comunmente utilizadas para la produccién de

jugos de frutas y vegetales. Existen dos operaciones en las que se utilizan éstas:

a)

b}

Maceracién. Para lograr una licuefaccién total o parcial de la
pulpa de la fruta para la produccién de néctares de fruta.

Para incrementar el rendimiento del jugo y mejorar la extraccién
de otros componentes de la fruta, tales como el color y el sabor,
Tratamlento det jugo. Reduccién de la viscosidad y facilidad en la
operaciéon de concentrado. Ademds de incrementar el
rendimiento en las operaciones de clariticacidn, flltracién y
estabilizacién.(21)

Existen tres mecanismos escenciales que influyen en la aplicacion de las

enzimas pécticas, éstos son:

1.

El mecanismo de actividad enzimatica que estd basado en la
interaccién de tres parametros: concentracién de la enzima,
aplicacién de temperatura y tiempo de reaccién. Estos
pardmetros pueden ser variados con ciertos limites para
adecuarse a las operaciones de! proceso.

El mecanismo de la degradacién de pectina depende del tipo de
enzima utilizada y de la composicién péctica del sustrato. Las
enzimas pueden ser seleccionadas para atacar
preferenciaimente sobre sustancias pécticas especificas que se
encuentran presentes. La composicién propia del sustrato
gobernard como la viscosidad incrementa o decrementa durante

el tratamiento enzimdtico, dependiendo de la relacién entre
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pectina soluble y pectina insotuble. Una aplicacién apropiada de

astos factores es escencial para lograr e! objetivo deseado (22),
3. ' El mecanismo de clarificacion toma lugar en tres diferentes fases

) sucesivas: desestabilizacion, coagulacidén y sedimentacién (24).
,Ac'tualmenle la aplicacidn de las enzimas pécticas en el tratamiento de
Jugos puédé ser utilizada para diferentes propdsitos. Esto se debe a que existen
muchas presentaclones comerclales de los jugos, debido a los diferentes gustos
de Ios consumldores y a las posibilidades que ofrece cada fruta para su

procesamlento.

e 'En, a” Ultima década, en muchos paises europeos se ha practicado

comunmente la practica de concentracién de jugos turbios durante la estacién
corta de produccién de frutas, dejando a la clarificacién para ocasiones en
donde se cuente con mds tiempo. Sin embargo, la produccién de jugos
concentrados solamente es posible si el jugo es suficlentemente depectinizado.
Para fograr este sstado, la depectinizacidn tiene que ser ilevada hasta un punto
en donde la viscosidad del jugo aicance su valor minimo. Para este propésito se
deben romper entre § y el 10% de los enlaces glicosidicos (32).

Se utiliza un tratamiento similar en la produccién de jugo de naranja
concentrado. Se tiene que tener cuidado especial para no llegar a depectinizar
demasiado ya que esto ocasionarfa el deterioro de la estabilidad de !a nube en
el jugo rediluido. Esto puede ser prevenido utitizando una
endopoligalacturonasa libre de ésteres.

En la clarificacion de jdgos. la pectina debe ser suficientemente
degradada para no impedir fa fase qé coagulacién de la clariticacién. El sustrato

péctico debe ser depolimerizéad més alld del punto en donde e! ensayo de
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viscosidad sea mapllcable y cuando la prueba,de alcohol nos dé una

aproxlmaclén atil, -

formacién de la nube es

en ocasiones las ﬁocul

cualquler paso del proceso. varfaAde acuerdo al ob]etlvo’ perseguldo Esto

tamblén se cumple para fos demas cololdes presentes en el sustrato. en el cual
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la pectina es el mds importante. En el caso del almiddn, las enzimas naecesarias
han sido desarrolladas y pueden ser suministradas ya sea por separado o junto
con las pectinasas.

Las protefnas son removidas generalmente por un tratamiento de
bentonita, ya que la utilizacién de enzimas ha representado problemas que no
han podido resolverse por completo. En el caso de las hemicelulasas contenidas
en jugos de frutas, se ha hecho muy poco acerca de su identificacién y
cuantificacién y por lo tanto no se han desarrollado enzimas especificas (49).

PROCESO PARA EL JUGO DE MANZANA, El esquema No. 8, muestra un
diagrama de flujo tipico de una linea de procesamiento de jugos. Después de
que las frutas han sido lavadas, almacenadas y escaldadas, son desintegradas
en un molino y calentadas a la temperatura necesaria para el tratamiento
enzimdtico de prensado. Esto puede ser llevado a cabo utilizando de 3 a 20 gr.
de pectinasas por cada 100 Kg. de fruta, y de 0.2 a 2.0 gr. de celulasas por cada
100 Kg. de fruta. La temperatura 6ptima para el tratamiento enzimético de
prensado de las manzanas es de 30°C (66).

El tratamlento de prensado también ayuda a romper a la pectina insoluble,

" la cual se presenta como particulas pequeiias de aspecto gelatinoso. Estas
partfculas obstaculizan la extraccidn del jugo de dos maneras; la primera,
saturando el jugo, el cual no estd disponible para el prensado; y la segunda,
porque las particulas bloquean los canales del drenaje por los que el jugo debe
de fluir. Ei tratamiento de prensado, se puede considerar terminado, cuando el
jugo alcance el nivel de coloracion deseado y cuando su viscosidad ha
regresado ai valor inicial o inclusive menor (al inicio de la reaccién enzimatica la
viscosidad se incrementa debido a la solubllizacién de la pectina insoluble). La

molienda de la manzana no debe ser lievada a una temperatura mayor de 30°C
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debido a que esto puede destrulr su estructura fisica, la cual es escenclal para la
operacién de prensado.

Después de que la masa ha sido preslonada, el aroma de los jugos es
eliminado y el jugo se dirige hacia el tanque de clarificacion. El jugo de manzana
es centrifugado antes de pasar al tanque con el fin de lograr la separacién de la
mayor parte del aimidén no gelificado.

La parte restante del almidén (aproximadamente un 5%) es gelificado en
dicho tanque. La depectinizacion y clarificacién de los jugos puede ser llevado a
cabo a una temperatura de 20 a 25°C, utilizando normalrﬁente de 1.5a 3.0 gr. de

pectinasas y de 0.5 a 2. 0 gr. de amilasas por hectolitro de jugo. Se sabe que una

temperatura més alta ofrece vemala debido a que las enzimas en general,

incluyendo a las pécticas, tlenen 'mayol actlvldad a mayor temperatura, Sin

embargo, el rango de temperatura entre 25'a 45°C debe ser evnado. ya que se

crean™ condiciones::ideale e,mlcroorganlsmos,

especlalménte de levaduras (7)

La depectlnizacidn produce dos efectos; la coagulacién de la nube. la cual

se establliza con“pectina:insoluble y rompe’|

scosidat causando pectlna

soluble Como menclonamos anteriorment uando los jugos de manzana estin

siendo procesados. el 5% del almldén gelificado restante debe ser hidrolizado

por medio de una amiloglucosidasa

Después de este proce" jug arado por decantacién,
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ESQUEMA #8

Diagrama de flujo de una linea de procesamiento de jugos
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clarificacién y Ias pectlnas son hldrollzadas sélo hasta el punto requerido para la
filtraclén (@2). ' L

Hace algunos afios,

n nuevo proceso origlnado de la industria de la

remolacha d azucar fue Imroducldo este proceso el“cual se denomina

extraccldn a contracorrlenle, la cual sustituye la operaclén unitaria de prensado.

Los jugo obtenidos por.medio de éste’ proceso generalmeme contienen

rendlm|ento En , se debe utilizar de 1 6 a 5 0 gramos de pectinasa por

cada 100 Kg de ru spues de drenar el jugo, el prensado Testante es

reprensadO' Bl ]ugo ol enldo es depectinizado en los tanques de clarmcacidn.

después tablllzado, clanﬂcado. centrifugado y/o flltrado, por ultimo es

pasteurizado concentrado y emboteilado.

Las uvas ro]as tlenen un contenido de pectina alto, lo que ongina algunos .

problemas enel prensado Este proceso y el escalado'de'”'as .uvas rojas se
realiza a temperaturas entre los 60 y 65°C donde 58 eva a cabo una

plasmélisis para acelerar la extraccién del color y donde el prensado es tratado
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con enzimas pécticas por apoximadamente de 0.5 a 1.0 horas para incrementar
el rendimiento. En algunos casos el prensado es calentado antes a una
temperatura de 80 a 82°C para destrulr las oxidasas de la fruta y asf prevenir la
oxidacién y pérdida de color. El jugo que fluye es drenado y el producto del
prensado es reprensado. Tanto el jugo libre como el jugo del prensado son
depectinizados con enzimas pécticas, si @s necesario se realiza un acabado del
jugo, estabilizado, centrifugado y/o filtrado y concentrado o embotellado (21).

B. P DE LA IND 1A CIT!

Las cuatro aplicaciones de las enzimas en la industria citrica son: el
lavado de la pulpa. déémlnbfr la viscosidad del jugo de naranja, la preparacién
de formadores de nube naturales y la clarificacién del jugo del Ilmén (38)

ULPA Durante el procesamiento de Ias 1rutas cftrlcas se

‘scara y pulpa. La pulpa, la cual forma la cuana parte del
total de la fru'ta'.' contlene una cantidad de jugo considerable el cual no puede ser

obtenldoy' féc‘ilm‘e'm p/bf medio- del prensado. Por este motivo se han

desarrollado para ob ner el ]ugo utilizando un proceso a contracorriente

consistlendo de tres clnco pasos utilizando agua. Las enzimas pécticas son
utllizadas en este broceso. las cuales se adicionan a la pulpa antes de la
extraccién y asi. lncrementar los sélidos lavables, ademds de disminuir la
viscosidad de la pulpa, de manera que se logre obtener un concemrado de

60°Brix sin correr rlesgos de gehﬂcaclén

El tratamlento de Ia pulpa puede ser llevado a cabo en un procesO'

commuooun proceso batch‘ L ; o
CLARIFICACION DEL JUGO DE LIMON El método tradiclonal de'

clarlﬁcacion del ]ugo de llmdn Involucra la proteccion de Ia descomposlclén

microbiana utllizando de 1000-2000 mg. de diéxldo de azufre por Iilro para



permitir que ocurra la autoclarificacion. Dependiendo del pH del jugo y de su

temperatura, esto puede tomar de 4 a 6 semanas. Este proceso requiere por lo

tanto de una gran capacidad de almacenamiento.
Ultimamente se han desarrollado las enzimas pécticas que '
incremento en su actividad a valores de pH bajos (2.2-2. 8) i
temperatura en el jugo del Himén en un tlempo de’3‘ h
amblente, . ' :
Futuros desarrollos en la lndustna cumca. ] : S 'anzimas que
desaparecen el sabor amargo en ol go de i . L
DISMINUCION DE LA V SCO

naranja preparado a p ¢ te‘hér'una'alta

mencionarse_que aplicacion de Ias enzimas pécticas es ilegal en algunos

pafée;»{:cﬁamo po e]e plo tos Estadgs Unidos.
' ) MAD N NATURAL

Debldo a que. el uso de los aceites bromados y de los formadores de

nubes amnclales en: las bebidas citricas ha sido prohibido en muchos paises,

existe | una demanda por ‘los formadores de nubes naturates adecuados
onginados de Ia m:sma fruta citrica. Entre los métodos utilizados actualmente jos
mds efectlvos son Ios que utmzan las enzimas pécticas.

Se utiliza como materia prlma la céscara del cftrico junto con su pulpa,

esta es molida hasta alcanzar un dlametro de partfcula entre 3a5 mm Después

es mezclado con el agua en una proporcion de ;'1’ a 1:1.5, esta mezcla es.

calentada a una temperatura de 95°C para lograr destru(r Ia pectinesterasa ’
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contenida en la fruta y después enfriado a 50°C. Después se adicionan las

enzimas pécticas y se dejan actuar,

Normalmente se utilizan 3.5 gr. de pecflnasa por cada 100 Kg. de materia
prima y se deja actuar por un lapso de 1 hora. Durante ese tiempo, las enzimas
llevan a cabo una clase de maceracién la cual permite la liberacién de los
materiales formadores de nube, tales como la celulosa, pectinas, himicelulosas y
organelos de los microorganismos. Este liquido es separado de los sdlidos para
ser pasteurizados y concentrados (23).

D.  INDUSTRIA VITIVINICOLA.

Podemos detinir al vino como un producto natural, el cual resulta de un gran
nimero de reacciones bioquimicas, especialmente enzimaticas que suceden
durante la maduracién de las uvas, y continian en la cosecha y a través de las
fermentaciones alcohéhca y maloléctlca. Ia clarlﬂcacion y aun después del

embotellado.

La producclén de jugo y ino de uva ulIIlza k 'lfe" ntes tecnologlas con una

mlsma meta. la’ enraccldn de compuestos Importantes. En algunas ocasiones, la

actlvidades enzlmatlcas naturales presentes en el sustrato (9).

Durante Ia maceraclén u operacion de prensado, se adicionan enzimas

para obtener una buenta extraccidn inicial de algunos constituyentes tales como
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co|or y sabor. Otra razén para adlcionar dichas enzrmas al vlno o al jugo es la de
hldrollzar Ias sustancias solubles de allo peso molecular como los coloides, los

cuales pueden establllzar la turbldez y dlﬂcultar Ia clarlﬂcaclén y filtracién del

producto lmal :
i ’ Héjéd&a la naturaleza y a

ero. Ia cléncia ha habilitado a los

EI tratamlento enzlm tlco sobre Ias uvas prensadas tiene las siguientes

venta]as'
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Mayor contenido en el mosto de: azicares lermeﬁtables,
componentes de sabor, dcidos minerales, etc.

Farmentacion rdpida y menos turbulenta.

Menor formacion de espuma.

Reduccién importante del tiempo que se lraduce en una
extraccién de color mds rdpida y mejor en el vino tinto." ‘
Facilidad de prensado.

Incremento en Ja produccién total.

Clarificacién mds rdpida y mejor.

Filtraclén facilitada.

Vinos con’ caracterfsttcas de mejor bouquet y cuerpo con ba]o
contenldo en taninos

Ma_durapién répida de vinos.

"Aumento en la cantidad de mosto de primera calidad y menos

" presionado en el vino blanco.

Mejoramiento general en la calidad del vino.

Con el tratamiento enzimético se hard una mejor utilizacién de! equipo de
proceso, ahorrando tiempo y aumentando la capacidad de éste.

En primer término, durante el prensado de las uvas se logra una mayor
extraccion del azucar si se utilizan enzimas. Esto se debe a que como el azicar
se concentra debajo de la piel de las uvas, las variedades ricas en pectina
presentardn dificuitad paré la extraccién de! aziicar durante el prensado
quedando asf en el residuo., Con el tratamiento enzimdtico el aziicar es
transferida completamente al mosto, dando como resultado un mayor

rendimiento alcohdlico. Lo mismo ocurre con los componentes que aportan el

Th TESIS WO DEBE
SFELS!R BE LA BIBLIOTECA
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En cuanto al tratamiento enzimético durante la fermentacién se presentan
las siguientes ventajas:
* Remocién méds rapida de las sustancias mucosas.
. Mejor clarificacion y menos oxidacion.
. Menor volimen de heces.
* Fermentacion mejorada con espuma controlada
. Clarificaclon mds réplda y mejor despues de la 1ermentacl6n

. Flnraclén mas réplda

: ‘lbntvensl(icaciébn y reﬂnamienlo del

contenldo alcohéll

La 1ermentacld es menos turbulenta sln prolongar el tlempo que tardab

La espuma que se forma es mds ﬂnal"y se deslntegra fécllmente, por lo que los

tanques de fermentacién pueden. ser llenados a un valdmen mayor que cuando

no se utillza\un tratamlento enznmétlco Con el uso de enzimas se ha detectado

un aumento én el volumen de fermentacién de un 30 a 40%, y los riesgos de
pérdidas por exceso de espuma en los tanques se ven considerablemente
reducldos (64). Ademas. existe un menor incremento en la temperatura y
précticamente no existen interrupciones durante la fermentacion debido al
sobrecalentamiento.

La experiencia ha indicado que los vinos que provienen de mostos
fermentados, son fdclimente clarificados después de la fermentacién. E|
mejoramiento en la calidad del vino, especiaimente en el bouquet, pueds ser

explicado por el hecho de que exista una remocién mds eficlente de las
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sustancias mucosas. Esta operacic’m lrae conslgo algunas desventajas. Sin
embargo, cuando las uvas tnturadas son ‘tratadas con enzimas, se puede

incrementar e} contenido en tanfnos 2 substancias coloridas debido a una alta

concentraclén de enzima. al ,"mp de maceracion y a la temperatura a la cual

se lleve a cabo este pr esoA En'estos casos se deberan encontrar las

eC! né 4ico. Ei uso de las pecunasas para el

det tratérh'tento !

'tratamlemo del mosto es muy simpl inmedlatamente daspués que el jugo ha

sldo separado se agrega el preparado’ enziméﬁco en una dosis de 0.5 a 1 gramo

por hectoh(ro de jugo.

) méAs_comun es agregar. las ectinasas pesadas al batch

proximo a 1ermema E: ne esano mezclal ‘l contanido del tanque. En ef caso

en que la enzlma se ag gua al tanq a e uiere de un mezclado més
rlguroso La dosis recomendada de enzlma L }ustada de acuerdo con
el contentdo de pectlna de mosto y al ﬂempo que se desee para remover las
sustanclas mucosas (40). :

La reduccién en el ((empo que tarda a ferm ntaccén de la plel de la uva es

probablememe fa ventaja més Importante en cuanto al tra!am(ento enzimdtico, Ef

tiempo de d(cha fermentacién se reduce de un 30 'a un 50% del total

n el .caso del vino tln!o. en Ios casos

Aumenta la extraccién del color

donde el tiampo de termentacién' es “desminufdo. Cuando se utmza un equtpo

espectal como rolotan

produccién seve aumem
Para’ obtener

contenido del tanque en un mfmmo de dcs veces al dfa con el ﬁn de mantener a
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la enzima en contacto con el hollejo y de esta manera pueda efectuarse la
extraccion de las substanclas que proveen el color (40).

La extraccion del ‘color por medio de las pectlnasas es lento inicialmente.
Las substancias mucosas que se encuentran debajo de la piel (escencialmente
peciinas). Iaé cuales deben ser descompuestas durante las primeras seis a ocho
horas, dna vez logrado esto, las substancias colorantes podrén ser liberadas.

El tiempo de extraccién es una desventaja en la produccion de vino tinto,
mlentras que en la produccidon de vino blanco se incrementa el rendimiento
mediante una maceracién enzimatica sin incremento de color. Los diferentes
preparados enzimaticos dan rendimientos diferentes en cuanto a la fnéxlrha
extraccién del color. El rendimiento del preparado depende de la hébilidad para
liberar la pectina altamente esterificada y no modificada directameme.de Ios
sdlidos, a esta habilidad se le llama actividad protopectinasa, v

Cuando se ha utilizado un preparado enzimatico adecuado‘ Ven"'la el
fermentacién de los hollejos, el resultado es un mejoramiento en Ia callded delr )
vino, debida al hecho de que las substancias que proveen el aroma y ol color
pueden ser extraldas, mientras que al mismo tiempo se reduce el contenldo de
sustancias tdnicas. Ademéds la maduracién de estos vinos es aceléféda; de tal
manera que en algunos casos se puede embotellar después de uno o dos
meses. En general estos vinos llegan a ser mas complacientes y placenteros al
igual que con mejor cuerpo y bouquet (9).

En la practica para el vino tinto, se agregan 2 gramos de preparado
enzimatico disueltos en agua por 100 Kg. de uvas maceradas. La cantidad total
de enzima requerida por al batch en produccién deberd ser afiadida al tanque
de fermentacion lleno inmediatamente después que las uvas hah sido

maceradas. Para obtener una distribucién éptima de las enzimas en el tanque,
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es necesario mezclar lo mejor posible. Es reédméndable que el mezclado se
haga cada 12 horas. »

Resulta escencial el drenar el liquido tan pronto como se haya alcanzado
el color y la intensidad deseados. El factor determinante para suspender la
fermentacion en este caso es la indicacion que dd la aparicién de las
caracteristicas de color e intensidad son ias deseadas y no la medicién de (a
densidad del mosto, como sa hace convencionalmente. Esta medida se
alcanzaria muy tarde, ya que aparecerfa una cantidad anormal de taninos, los
cuales pueden provocar una serie de reacclones secundarias no deseables.

£s importante hacer un uso completo de las venajas de una termenmtacién
corta sobre los hollejos, para producir vinos de la mds alta calidad (12).

En la siguiente gréfica (No.10) se muestran algunas mejoras por e} uso de
enzimas en el proceso de fabricaclén de vfné ﬁnto.

A A continuacién describiremos el't'rétartﬁienirbr a seguir en el caso del vino
blanco. En la prdctica el lratanﬂen(b eh;iméifco requiere de la insercién de un
tanque de maceracién entre la trituracién y el prensado La dosis de enzima
utmzada en este caso esdela2 gramos de preparado enzimético por 100 kg.
de uva tmurada Hesulla mejor aduc:onar las pedtinasas disuelitas en agua a una
concentracién del 1 al 2% a {atolva de la bomba de la trituradora. Si la enzima
es agregada a) tanque. se recomignda un buen mezclado con el fin de que la
enzlma sea dlstnburda homogeneamente Se debe mantener la mezcla en el
tanque de 2a 4 horas, dependiendo de latemperatura, cuando son menores a

fos 15°C se deberd In_cremen!ar la dosis de enzima.
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GRAFICA #10
Mejoras enziméticas en el procesamiento del vino

Densidad
g/ml)

Color
u.c.* .

H Taninos no deseables (9)

== Sin enzimas
— Con enzimas

*unidades colorimetricas



TERMOVINIFICACION. Esta técnica representa una alternativa para la
fermentacion sobre el hollejo que provee los medios para aumentar la calidad
del vino cuando para su fabricacién se utilizan uvas parciaimente dafnadas por la
presencla de hongos. - L

Dependiendo de las caracterfsticas de la vendimia, la termovinificacién se
realiza con o sin calentamlentok ﬂ'asvh de las uvas maceradas. E! tratamiento
térmico conduce a la plasmélisis de laé células rompiendo las membranas
celulares e incrementando su permeabmdad de tal manera que la velocidad de
extraccién de las sustancias celulares tales como azticares, 4cidos y
componentes de aroma y color, se ve inct hentada

A continuacién podemos menclo

s de las ventajas que tiene el

uso de enzimas pécticas en la termov!

* Extraccién més répid i ponentes de aroma Y sabor.

* Reduccién del tlerhpo de calentamlento a 50°C y por io tanto de
la capacidad de separaclén del mosto

* Incremento en el volumen del moslo Iibre

Incremento en la producc [

. Facilidad en el prensad de las uva‘

. Clarificacién més réplda y mejo

Menor formacldn de es a du nle Ia fermentacldn

. Facilidad de flltracion de los inos

Mientras mayor sea la camidad de substanclas mucosas en las paredes

celulares que puedan ser rotas. més rapida seré la extracclén y: menor

viscosidad del liquido utilizado por la extracclén, el mosto La solucrén llberada
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de las sustancias mucosas por la induccion de la enzima, st formada

principalmente por protopectina, e incrementa la cantldad de mostb en un 20%.

El incremento de viscosidad que provoca Ia pectina'dlsuelta. inhlbe la

clarificacién y produce problemas de formacién de espuma' o cual dismlnuye la

capacidad de farmentacidn. Gracias a la degradaclén ql ufre Ia peclina por el
ataque enzimatico se elimina este problema y '

Los mejores resultados se han obtemdo
preparado enzimatico por cada 100 Kg de uv
menor a 3.2, se recomienda usar la désls més alta
a ‘4 horas) se detiene tan pronto como’se alcance el c ‘:y la lntensldad
deseados (34). L :

MACERAGION DE FAI “Y‘\'/“ T

celulares ’
i Act‘ ¢

celulares

exactos y al mismo tiempo mds compllcado L estudlos alizados acerca de.:

este tépico revelan:que:las enzimas pectolftlcas sdlubihzan la protopectina que: :

se encuentra en la pared celular Iiberando asi los constituyentes elulares la

pect!na solubllizada‘ e va con ol ]ugo Incrementando asf su' viscosldéd Este

método ayuda mucho en el caso de las 1rutas de esta especie (4)

“Un caso dlferente 1=} presenta en las manzanas demasiado maduras,

Aqul, la estru_ctura de, la pared celular ha sido alterada por Ias enzimas propias

86



de la fruta, teniéndo asi una estructura mas suave en la que se encuentra el jugo
atrapado. En estos casos se debe utilizar una enzima péctica soluble y asf
disminuir la viscosidad del jugo (46).

Como el objetivo de la licuefaccién total o parcial del tejido de la fruta o
verdura es la suspension de células ilesas -como es el caso de los purés de
bebé- se recomienda la hidrélisis enzimética de las membranas intracelulares.

Este proceso se lleva a cabo por medio de macerasas, las cuales son
preparaciones enzimadticas especificas y contienen endopoligalacturonasas,
enzimas proteoliticas y celuloliticas. Las sustancias pécticas atacadas por estas
macerasas han sido clasificadas dentro del grupo de las protopectinas, las
cuales son insolubles en agua en su estado original y poseen un grado de
esterificacién medio. Los productos finales obtenidos tienen alta viscosidad (75).

Una aplicacion importante de esta tecnologfa es la produccién de bases
de néctares en donde se requiere adicionar el 50% de agua para reduclr la
viscosidad. La reducclén de la viscosidad también se puede lograr utiizando
una preparacién enzimatica que contenga pectinasas reductoras de la
viscosidad. Esta técnica es utilizada actuaimente por los productores de jugo de
zanahoria de primera clase.

Existen técnicas alternativas para lograr el mismo objetivo, sin embargo,
presentan algunas desventajas, como por ejemplo, el método térmico en donde
se llegan a alterar {as propiedades organolépticas del producto (7).

F. QTRAS APLICACIONES.

PRESERVACION DE LA MADERA. Una de las aplicaciones potenciales
de las enzimas pécticas es el tratamiento de las coniferas comerciales. Al
parecer, las enzimas pécticas provenientes de algunas bacterias logran

aumentar la permeabilidad de la madera. Para mejorar este efecto, se
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recomienda ademas utilizar amilasa y‘vxllasa. La operacién se lleva a cabo
dentro de tanques inoculados de bacterias que sintetizan las enzimas
mencionadas, durante 12 dfas. '

La actividad pectinica més Importante en este proceso es llevada a cabo
por medio de la endopoligaiacfﬁronasa-llasa. producida por el Baclillus subtilis y
el Flavobacterium pectinovordnﬁ (78).

ANALISIS QUIMICOS. Existen algunas indicaciones de que las enzimas
pécticas serdn en el futuro herramientas indispensables para el andlisis de
productos vegetales. Actualmente existen algunas marcas comerciales para este
propdsito tales como el PECTINOL 100.

Estas preparaciones enzimaticas han sido utilizadas para la evaluacién
del papel de los constituyentes pécticos en el jugo de tomate, en el andlisis de
los tejidos de las manzanas, ademas de otros casos.

La principal.dificultad en la aplicacién de estas preparaciones enzimaticas
es que no son suficientemente puras por lo que los resultados obtenidos no son
muy confiables. Sin embargo, se realizan desarrollos para lograr enzimas puras
y asfi lograr investigaciones mas fidedignas (74).

FERMENTACION DEL TABACO, TE, CACAO Y CAFE. Esta actividad
pectinica no estd muy estudiada y existen muchas pregunas sin contestar acerca
de este tema, sin embargo, lo citaremos ya que es muy interesante. .

Después del secado, las hojas del tabaco son colocadas en montones y
humedecidas hasta alcanzar un contenido de humedad de 20 - 25%, es
entonces cuando se lleva a cabo la fermentacion en la cual se alcanza una
temperatura de hasta 158°F (70°C). R

Al parecer las bacterias responsables de esta 1ermemack5n‘ son del tipo de

E. coli. Estas bacterias producen cambios importantes en los constituyentes
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pécticos de las hojas del tabaco. las cuales son ricas de pectin metilesterasa.
Aparentemente durante la fermentaclon la enzlma mencionada es un importante
producto, ya que esta enzima actia’ sob_re los dcidos pectinicos produciendo
metanol. Esta mezcla de la enzima con el sustrato puede realizarse por una
plasmélisis parcial debido a la exposicién a las altas temperaturas. También
durante la fermentacién se presehtan 'algunas hidrélisis de los constituyentes
pécticos y como no existen enzimas pectoliticas en las hojas del tabaco
probablemente ocurren debido a la presencia de enzimas bacterianas.

Después de que las vainas del cacao son recolectadas, las semillas son
removidas y aplladas en cajas o canastas en las cuales se lleva a cabo la
fermentacion. Las semillas crudas son envueltas en una masa de pulpa blanca
mucilaginosa, la cual debe ser removida. Los intentos que se han realizado con
enzimas o microorganismos para que realicen este proceso no han tenido éxito.

La fermentacién se lleva a cabo en 2 a 7 dfas durante los cuales la mayor

parte de la pulpa se agota por Ioﬂc‘;h se p n‘s:ai' que existen microorganismos

involucrados en este proceso. Se. conoce que en este proceso se producen

compuestos orgdnicos como el écIdQ: aééﬂco,- el dcido lactico, el &cido butirico el

etanol y algunos esteres (3).

Existen numerosas prebaracibnés'comérciales para la fermentacién del
café. Estas preparaciones contlenen prlnclpalmente mezclas de enzimas
. pécticas y en ocasiones celulasas y hemlcelulasas Estas preparaciones

comerciales no son muy utillzad ldo a razones comerciales. La mayoria de

las industrias las utilizan exclusivamente durante los periodos pico o cuando la
fermentacién natural es demaslado Ienta

La !ermentaclén se realiza con el objeto de remover el tejido que
envuelve los frijoles del café (74).
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4.4, INMOVILIZAClON DE LAS ENZIMAS PECTICAS

Una enzima Inmovlllzada es aquélla cuyo movimiento ha sido restringido

de alguna maner
La utlllzaclon de ‘enzimas en procesos industriales presenta una serie de
desventa]as ol mo: el costo del aislamiento de la enzima, su

Inestabllldad y el hecho de ¢ en su forma soluble libre sdlo puede ser utilizada

una sola vez Por todo to nc ntramos grandes ventajas en la utilizacién de la

Inmoblllzacion enzmatl el procesamlento de alimentos, ademds de tener la

posibilidad de reutlllza as zlmas se logra un mayor comrol de la reaccién

enzimatica evitdndose asf | omamlnacldn del producto con restos enzimaticos.

Para lograr-una‘ada

tienen que considerar los

N Iogfa Con esto queremos

n' Iogrando una mejor calidad

s muy importante 1a eficiencia

ato en el producto deseado.

lnmobihzaclén de una enzima se debe considerar que si el producto a fabricar es

nuevo o si ya se habfa producido antes (28).
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La inmovilizacién de las enzimas péclicas ha sido sugerida para la
clarificacién de varios jugos. La desventaja existente para la inmobilizacién de
estas enzimas es que estas no son muy costosas y el proceso ha sido
optimizado utilizando las enzimas en su forma soluble obteniendo magnificos
resultados.

Se han llegado a realizar estudios acerca del efecto del la inmobilizacién
de la endopoligalacturonasa dsl A. niger. En estos estudios la enzima fue
covalentemente unida a metacrilato utilizando glicina, B alanina, dcido 4-
aminobutandico, glicil-glicina y dcido aminohexandico como espaciadores.

La inmovilizacién de la enzima causé un decremento en su actividad
siendo este decremento inversamente propérclonal al tamano de la cadena. Este
hecho, ademds de los pardmetros cinéticos aparentes de la enzima inmobilizada
iﬁdicaron que el obstaculo estérico y probablemente los efectos de difusién son

los responsables de decremento de la actividad enzimética (41).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

La Biotecnologfa ofrece actualmente a la industria alimentaria un
mejoramiento de sus procesos, costos y de sus productos terminados
mediante la utilizacion de enzimas.

Las enzimas pectoliticas o pectinasas actian sobre las sustancias
pectinicas, constituyentes de algunas frutas, desintegrandolas, logrando
asf su desaparacidn en los casos en los que éstas no son deseadas.

El principal microorganismo productor de las pectinasas es el Aspergillus
Mediante una fermentacién sumergida, el Aspergillus niger producird con
alto rendimiento pectinaséé utilizando un medio de cultivo constitufdo por
pectina de manzana, éaéérosé, suero, nitrato de amonio y sulfato de
amonio.

La fermentacién sumergida debe llevarse a cabo de preferencia en un
sistema continuo, ya que éste permite mantener un estado uniforme.

Para lograr una dptima utilizacidon de las pectinasas se debe cumplir
estrictamente con los pardmetros de aplicacién los cuales son: la
concentracion enzimatica, la temperatura y el tiempo de reaccién,

Las enzimas que tienen un uso mds generalizado en la industria de jugos
son las pectinasas. Durante el procesamiento del jugo, las pectinas de
algunas frutas pueden dificultar el procesamiento o disminuir la calidad del
jugo por lo que es necesario disminuir la cantidad de pectinas o

eliminarlas por completo.
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8.

10.

La industria vitivinfcola requiere de las pectinasas para lograr extraer el

jugo de'lay uva ‘con un mayor rendimiento y para facllitar la clarificacién del

Jugo éxfra!dof ‘

‘Qtriés“se‘étor\e‘s de la industria que se ven beneficlados por el uso de las

pecﬁnasas son: maceracién de frutas y vegetales, preservacién de la

,'madera. fermentacién del tabaco, 1€, cacao y café, y , andlisis quimicos.

Ademads de existir otros que también las utilizan en una menor cantidad.
Actualmente no son fabricadas las pectinasas en México, por lo que éstas

tienén que ser importadas de Europa y Estados Unidos principalmente.
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