UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Evaluacidn del uso de pectinasas obtenidas de Aspergillus
flavipes FP-500 para la produccién de jugo de naranjay su

comparacion con preparaciones enzimaticas comerciales

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA
PAULINA OLLIN MOLINA MUNOZ

MEXICO, D.F. ANO 2011

== =



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE Ortegdn Avila Aurora Irma

VocaL Aguilar Osorio José Guillermo de Jesus
SECRETARIO Giles Gdmez Martha

1ER. SUPLENTE Ruiz Villafan Beatriz

20. SUPLENTE Aburto Anell Jorge Arturo

SITIO EN DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Grupo de Fisiologia de Hongos Filamentos del Departamento de Alimentos y Biotecnologia,
Conjunto E Laboratorio 312, de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional

Autonoma de México bajo la direccidn del Dr. Guillermo Aguilar Osorio.

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Guillermo Aguilar Osorio

SUSTENTANTE:

Paulina Ollin Molina Mufoz



Dedicatoria

Dedico este trabajo a mis padres, que han sido un apoyo constante en mi vida, y que
gracias su esfuerzo y trabajo diario han sustentado mi carrera universitaria. Ustedes me
han alentado siempre para hacer mi mejor esfuerzo ante cualquier reto o circunstancia de
la vida, muchas gracias, este es el primer fruto de todo el trabajo y perseverancia que

ustedes siempre fueron los primeros en alentar.

Tambien agradezco a mi querida UNAM que me ha honrado con el privilegio de pertenecer
a su comunidad universitaria abiéndome las puertas de la superacién y tambien ha
inculcado en mi la tenacidad y la seguridad para afrontar mi vida profesional con la certeza

de contar con las mejores herramientas para mi desarrollo.



Agradecimientos

Mama y pap4, gracias por ser un ejemplo de perseverancia y motivarme en todo momento,
por ensefiarme con el ejemplo lo que es la constancia y por apoyar mis decisiones. Los

amo.

Hermanos, Désirée, Jair y Manuel, gracias por toda la experiencia que directa o
indirectamente han depositado en mi, ya sea en consejos o como lecciones de vida.

Siempre han despertado mi admiracién y respeto, los quiero mucho.

Héctor, tu me has ensefiado la importancia de escuchar al corazén y a ser constante en
todos los ambitos de la vida. Gracias por darme tu amor, por multiplicar mis sonrisas, por
ser mi mejor amigo, mi confidente, por ser la mejor compania y por ser maravillosamente

Unico. Te amo.

Dr. Guillermo gracias por permitirme ser parte de su equipo de trabajo y sobre todo quiero
reconocer su paciencia, compromiso y apoyo durante el tiempo que estuve bajo su
asesoria. Admiro su vocacién, ha sido una gran inspiracion para mi el amor con el que

realiza su trabajo.

Queridos amigos y amigas de la facultad: Mayleth Dominguez a ti, por tu invaluable
amistad, por la entrega incondicional y el hombro irremplazable que fue mi apoyo en
momentos importantes, a Veronica Camarillo que con su alegria, constancia y fortaleza me
dejo claro que cuando se quiere se puede, a Sonia Martinez que se encargd de mantener
presente la fortaleza espiritual y que compartié conmigo sus palabras de aliento, a Alicia
Villasefior que me hizo sonreir y que siempre realizd lo necesario para seguir adelante, a
Erika Rodriguez que me enseiid disciplina y compromiso, a Karina Torres que me contagio
su sonrisa y me recordd siempre el gran valor de la familia, a Viridiana Calzada que siempre
tuvo una actitud positiva y que es un ejemplo de organizacién y e iniciativa y a Paola
Dominguez a quien admiro por su renovacion constante que vence el miedo a los cambios.

De todos ustedes he aprendido algo y hemos compartido experiencias inolvidables, felices y



divertidas, pero también de responsabilidad y trabajo en equipo, siento por todos ustedes

un profundo carifio, muchas gracias por todo, los quiero.

Gracias a mis compafieras del laboratorio 312, Ruth por ser una conciencia amiga, mi guia
incondicional y excelente compaiiia, Brenda gracias por tu asesoria y ayuda a mi llegada al
laboratorio y por hacer tan buena eleccién con los pasteles de cumpleafios, Yanira y Gina
gracias por las conversaciones amenas y por los momentos alegres que compartimos

durante las horas de laboratorio.

A mis revisores de tesis, Aurora Ortegdn y Martha Giles muchas gracias por los comentarios
que hicieron al revisar mi trabajo, por su profesionalismo y aceptar ser parte de un

momento tan significativo en mi vida.

Gracias a mis siempre amigos Angel, Catalina, Eunice, Luis, Ximena, Manuel, y Jorge por
acompainarme a lo largo de esta etapa de mi vida y por los buenos y valiosos momentos

gue pasamos juntos siempre que nos reunimos.

Le agradezco también a todas las personas que iluminaron mi camino con su luz dejandome

alguna ensefanza.



iNDICE

RESUIMEN ....iiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiiiaiiieiieeiieesisestsierssesstasstassrassssssssstosstassssssssssssssssssasssassssssssssssssasssns 1
CAPITULO 1. INtrOTQUCCION ..cvveueeeereeeeeessessessessessessessessessessessessessessessesssssesseessessessessessessensessessenses 2
CAPITULO 2. GENEralidades ........ccceuvururueeciniresesisiecctstssssseesstsssssssssseetesssssssesessssssssssasnessssans 4
B R o3 ol ol e 1 TP 4

2.1.1 Citrus sinensis L. Osbeck : Naranja dulCe iieeceeieeeecciiineeciniennnsiniennssinieensscssennssessens 4

2.1.1.1 Composicién fisicoquimica de 12 Naranja ..eeeeeeeeeerrereeeneeeseeeereneennnnnnseees 5

2.1.1.2 Produccion de naranja €n MEXICO wuuuviiieerirneennnnssssisnniseennsssssssssssssssssnssssns 7

2.1.1.3 Consumo de Naranja €N MEXICO cceeeeerennnnceeereeeeennnnnseeeseseeeernnnssssssssseseens 8

2.1.2 El jugo de naranja y su proceso de ObteNCION .ueeeeeeeeceiririeremnnereeeereeeeennneesssesenens 9

2.2 Polisacaridos en la pared celular de 1as plantas .....eeececeiiiiinnnniiiieiiiiieim. 11

2.2.1 CelUlOSA turreeeiseriiiinnnnnunsssieniiiimmnmssssssnniiimmsssssssssesimimsssssssssssssssssssssssssssssssnns 12

2.2.2. HEMICEIUIOSA 1uvrreernnnnsnissssssssssssssnnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnss 13

2.2.3. Pectinas y sustancias PECLICAS vvereeerrrrrrrnmnssssseseiineernnssssssessissessnsssssssssssssesnns 13

2.2.3.1 Estructura de la pectina (Modelos) ceueeeeeeeeeceeerreeeeeeennccceneeneeennnnnn. 14

2.2.3.2 Propiedades y aplicaciones de las pectinas .....ccceeeerreeenennenceeernenens 16

2.3 Los hongos y |a bioteCnNOlOgIa ciiviieeeeeeiiiiiiiiiiennniiiiiiiiiieennneiiiinninieesssesssssssennesssssssses 16

2.3.1 El BENEIO ASPEIGIIIUS..uuuueeeeeeeeereenneeeeeereeeeennnnsaeeeseeeeennnsssnsessseeeennnnsssnsanseenes 17

2.3.1.1 Morfologia e identificacion ....cccceeeeerreeeeeenrscieeereeeeneensessseeeeeennannns 18

2.3.1.2 Caracteristicas fiSiOlOICAS cuveurrrrsseerrrrernnnnsssisniirsennnnssssissnensesnnennss 19

2.3.1.3 ASPErgillus flAVIPES ..cceeeeeereunneeeeeerreeeennnnnsesseseeeennnnsssssessessennnnnnnnnns 19

2.4 Enzimas usadas para la degradacion de la pared celular ...ueeeeeeeeeeeeerreeereeeeececerneeeenane. 21

2.4.1 PECEINASAS eerrennsserrrnnsserrensssssrrnsssssrensssssmenssssssessssssssasssssssassssssssssssssssnssssssanes 21

2.4.1.1 ClasifiCacion wiiiieeieeeiiniiiiiiiiiinnniiisssssssssssssssssssssssses 21

2.4.1.2 Produccion de pectinasas por fermentacion sumergida ................ 22

2.4.1.3 Pectinasas COMENCIAlES ciiiiiereeuiiiiieiineennnniisiisnnineenneiiiinnenseesssenses 23

2.4.1.4 Aplicaciones de [as pectinasas c.ciceeeeirreennsirieennsinieensienneennsesnennnenns 23

B 0 =Y 4 g1l =Y (1] 3 T 24

2.4.3 CelUlasas weuuesseeiiiiiirmnnnsiseeiiiiiieennsssseeniiiissssssssssssssiissssssssssssssssssssssssssssssssans 25

2.4.4 Importancia de las enzimas en 12 iNdUSEria ...cceieeeceinieeeccinieeeciinieesiinneeniennen 26

2.4.5 Importancia de las enzimas en el mercado mundial ........cccevrrreeeneeee. 27

CAPITULO 3. JUSHFICACION ...ecuvererrnrnenenecnietssssssesecttsssssssesettssssssssesesessssesssssssesssssssssssssnssensnsnns 28
CAPITULO 4. ODJELIVOS ....eeeureeeericriiieeinissesssessesssessssssessesssesssessassssssssssessesssessssssassssssassssssassssssans 29
B @ L oY 1=] n Vo T =1 oY1 =Y TN 29

4.2 Objetivos PArtiCUIAres cicciiiiiieeesesiseeniiiimmmmmsiieeiiiiismmmsssisseiiteesssmsisssstsssssssssssssssssssssnns 29



CAPITULO 5. Materiales Y MELOUOS ......c.ccvveereiueiiieiereeeiiissecseessesssesssessessssssesssessesssessssssessesssensns 30

5.1 MiCrOOrZaniSIMO ucieesiiressirnssrranssrsessrsessrsnssisssssnssssrsessrssssrssssrssssssssssssssssasssrassssssssssnssssnes 30

5.1.1 Preparacion del indculo: SUSpension de eSPOras ..ccciiieeeeeuesssssesiiseenennsssssssssasenns 30

5.2 Composicion del medio y condiciones de CUltIVO eeeeeeceeerrireeeeeenecccierereeeemmnnnceeesseeeeennnnnns 30

5.3 Obtencion y concentracidn del filtrado libre de células ...cccevveeemeeeeecceeerrrreereennreeceerneeenns 30

5.4 Métodos de analisis: Caracterizacion de los concentrados enzimaticos ..eeeeeeeeeeereeereeenens 31

5.4.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford .....ceeeeceeeerreeeeeennncceennens 31

5.4.2 Cuantificacion de actividad eX0pectinasa cuuveeeeeeeeeceerrrrrernnnnsseeesrereennnnssssssssnenes 31

5.4.3 Ensayo viscosimétrico para medir actividad endopectinasa ..cc..cceeeeeeeereennecerenne. 31

5.4.4 Cuantificacion de actividad XilanolitiCa ...eeeeeeeeeeseeennnenemmnemmmnemmeemmeemmeemmeemmessmsesssesssssnsen 32

5.4.5 Cuantificacidn de actividad de carboximetilcelulasas ...eeveeerreerreenneennninnnnnnnnnnnnnn 33

5.4.6 Cuantificacion de actividad de pectin y pectatoliasas ....cceerireeeeeenssiinninneenneennnnn 33

5.4.7 Obtencién de geles de SDS-PAGE Yy ZiIMOZramas cueeeeeeeeseeceeeeeeeennanssscsaeseesennnnnnnns 34

5.5 Métodos: Caracterizacidn del jugo de Naranja ..ccueeeeeeeeeeceeeerreeennnenssseeeseeeennnnssssssseseeennes 35

5.5.1 Obtencidn del jugo de NAranja ...iiieeeeeecsseciriiineennnsiieiiiiimsesmseeiimissssssssssnn 35

5.5.2 Determinacion de PH ...cccciieceeeeecceeeeereeeennnnnseeeeeeseeennmnsssssessessesnnnnssssssssssssnnnnnes 35

5.5.3 Determinacion de acidez t0tal ....eeeeeeeeeeemsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnmnnmmsnmmssmmsenmsensssemsserseennee 35

5.5.4 Cuantificacion de azucares reductores directos .....oevveeiiiiiiiiininniniinnnnnnn. 35

5.5.5 Cuantificacion de azUcares tOtales ...eeeeeeeeeeesseesesesnsesnsennssenssssssssssssssssssssssssssssens 36

5.5.6 Determinacion de sOlidos SOIUDIES weeeereeerreerreenrennmeenreeereeemeeermeeemeeeemeemeeeeeeeemeennn 36

5.5.7 Determinacion de la claridad del JUSO0 c.iiiiieeeeeriiiceiiiininnnniiiiesiiieenennnsisseenieeenanes 36

5.5.8 Determinacion de 13 ViSCOSIdAd cuuieiireeeieeeineeiiiniiiiiiniiiiiiiiiiiiiimn. 36

5.5.9 Determinacidn de los sélidos insolubles en alcohol ...covveiiiiiiiiiiniiinninnnninnninnennn. 37

5.5.10 Determinacion del peso resSidual ..cccceiiieeeeenisiiinniineemniiiiiniiiieeseeenees 37

5.6 Esquema general de 1a Metodologia e eeceiiiiiieeeeeeccecieriieeeeneeeceeeeeeeeeeennnsssesesesesennnnnes 38
CAPITULO 6. ReSUItados Y diSCUSION ......ceereererseeeieesseessessnessesssessesssessesssessssssessssssesssessesssessssssanes 39
6.1 Evaluacién preliminar de los pardmetros de cultivo para la produccidn de pectinasas.... 40

6.2 Caracterizacion y evaluacion de los concentrados enzimaticos .....cceeeeeeeemeenecccisrereeecnnnnns 44

6.3 Aplicacion de los extractos enzimaticos en el jugo de NAranNja ..eeeeeeeeeeecceeerrereeennnenseeennns 52

6.3.1 Evaluacion de las caracteristicas del jugo de naranja ......cceevveeeeeeciiiinnnnneeeneenn. 52

6.3.2 Pruebas de filtracion y analisis del jugo de Naranja .....ccceeeeeeereeeereennceceeeneeeennnns 55

6.4 DiSCUSION ZENEIAI iiieeeeeeenieeeiriiiernnneesseesrenreennnsssssesssereesnnsssssssssseesennnssssssssssneesnnnnnssssssnes 66
CAPITULO 7. CONCIUSIONES .....veveueerreerrrsesesseesssseessssessssssessssesesssssssssssesssssssssssssessssesssssssssssesessens 68
CAPITULO 8. PEISPECHIVAS ...eeverurierrerecsrissesseessesssessesssessesssesssessesssessssssessssssessssssesssessessssssssssassasss 69
CAPITULO 9. BiDlIOZIafia ..ecueeureeeeieeieiieeiresseesessssssesseessesssesssessessesssessssssesssessesssessssssessssssessssssens 70
CAPITULO 10. ANEXOS ..v.veuvrueueersessssssessssssestssesessssessssssessssssestesssestssessssssessssesessssssessesesestssessssasenes 76
10.1 Anexo A: Preparacion de SOIUCIONES ueeuuececeeeeeeeeemenneeeeeeeeeeennnsssessseseeseennnssssssssssssnnnnnnns 76

10.2 Anexo B: Composicién proximal de la cdscara de limén deshidratada ......cceeeeeeeeceeennnns 77

10.3 ANEXO0 C: CUIVAS ESTANTAI vuireeirerreireeireeernseraeesssessrassrassssssssssasssssesssessssssssasssasssnssssssanes 78



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacidon esquematica simplificada de los componentes principales de las frutas.... 7

Figura 2. Productos de mayor producciéon en México en €l 2008 ......cceeeeeeereeiirrereeennennceeessereeennennnes 8
Figura 3. Extractor de jugo de CitricoS d& FIMC ...iiiieeeeeeeeeeereeeeemmnnnceeeeseeeennnnsssesessesesnnnnsssssassessenns 10
Figura 4. Estructura de 1a pared CEIUIAN .uuuiiiiiiiiiiiieiiiiciiiiniiinssesnineeseansssssssssiesesssssssssssssasssnns 12
Figura 5. Representacion esquematica de 12 PeCtiNg ..ccceiriiiereeerisiceiiiietreessseeereeernnnsssssseeseeeennnns 15
Figura 6. Estructuras morfoldgicas del ENero ASPergillUs .....uueeeeueeeeeeerreeernnnnseeeeereeeennnnnssseenneeees 18

Figura 7. Imagen de una colonia de A. flavipes FP-500 sembrada en medio PDA e incubada a 37°C

PO 5 0IAS tiiiiireennneiiaiiiiinimennnesiiiiiiiiieesnsessssiisiiimessssssssssssstmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsss 20
Figura 8. Morfologia de una cabeza conidial de A. flAVIPES ...ccuuueerrieeeriirermunnsssiseerieeennnnnsssssesseeeenns 20
Figura 9. Micrografia de una cabeza conidial de A. flOViIPes ....uuuueeeeeerreeerrennseeeeerreeernnnssssseeseeeeennnns 20

Figura 10. Estructura principal de la molécula de pectina y sitios de accién de las enzimas
[oX<Totn g o] [ uTor L3P TTPUPROPPPRRPIR 22
Figura 11. Estructura hipotética del xilano y las enzimas requeridas para su completa hidrélisis ... 25
Figura 12. Representacion hipotética de la degradacidon de la celulosa ....ccovvereeeeeeenccciiinrneeceennnnnnn. 26
Figura 13. Evaluacion del pH de produccidon de exo y endo-pectinasas en medio con cdscara de
limdn al 2%, 37°C, 200 rpm con agitacion reciprocante por 72 ...cuiveeeeeeessiisninneeensennnes 41
Figura 14. Actividad exopectinolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos para
una incubacion a 45°C durante 20 MIN ciccccceeeeeiiiiiiniieeeeeieeee s sanee 44
Figura 15. Actividad endopectinolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos
(o L= =T g g a1 =T F= T TG 10 R 45
Figura 16. Actividad xilanolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos para una
incubacion a 50°C durante 20 MiN ..eeeeeeiieiississeeeeininiseeeeisasesees s ssssssasssesssssssssnns 46
Figura 17. Actividad especifica de pectin y pectatoliasas de los diferentes concentrados enzimaticos
cuantificadas para su incubacion a 40°C durante 60 MiN ....cceeeeeeeereenneereenneereensseessensneens 47
Figura 18. Actividad especifica de carboximetilcelulasas de los diferentes concentrados enzimaticos
para una incubacion a 50°C durante 60 MIiN ..cceeeeeeeeeeeeeeeereeeemnnssseseeeeeeeennnssssssssssesennnnnnes 47
Figura 19. Cuantificacion de proteina de los concentrados enzimaticos por el método de
2 =T |0 o 48
Figura 20. Geles SDS-PAGE ....ccciiiiiiiimmniiiiiiiiiiiimmmiiiiieiiieesmmmssmiiimeessmmsssstimsessssssssisssssssssssssssss 51



Figura 21. Actividad exopectinolitica y xilanolitica de enzimas presentes de forma natural en el jugo
(o LI AT 1= - T TP 53
Figura 22. Exploracién de 3 diluciones del control de jugo de naranja tratado por 3h a 45°C.......... 53

Figura 23. Exploracién de 3 diluciones de jugo de naranja tratado enzimaticamente por 3 h a

Figura 24. Resultados de las pruebas de filtracion ......ccccciveiiiiiiiiiiiiii, 55

Figura 25. Cinética de tiempo de filtracidon del jugo de naranja con tratamiento enzimatico a

Figura 26. Azucares reductores directos del jugo de naranja a diferentes tiempos de tratamiento
ENZIMATICO terrreiiieiiiiiiienniiiieeiiiitsennsiseeetiitessssssssssssstetssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssss 57
Figura 27. Pruebas de filtracion del jugo de naranja tratado con los extractos enzimdticos a 45°C
dUrante 90 MiN.uiiiiiiiiiiiieiiieiiieiiieeiiiiisiiissiissiisssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 58
Figura 28. Determinacion de la reduccidon de viscosidad del jugo de naranja tratado con los
extractos enzimaticos a 45°C durante 90 MiN ccciiieeeeeeeiiiceiiiieennnmsiieeiiieesmmmsseeiseeesanes 59
Figura 29. Determinacion de la claridad del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a
A5°C dUrante 90 MIN ceeeeceeeieiiiimmmmueiiiiiiiimmmsssiiiissssestiiirsmssssstiimssssssssssssnn 60
Figura 30. Determinacién del pH del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C
AUraNTE 90 MIN cireuueiiieeiiiiiiinniiieeiiteetennsiiieeetteeesnsssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnss 61
Figura 31. Efecto del tratamiento con los concentrados enzimaticos a 45°C durante 90 min sobre la
acidez total del jug0 de NAranja .iiueeeeeeeeceeeerrereeemmeeieeesreereeennnnsseessseeeeennnsssssssessessennnnnnnnns 61
Figura 32. Determinacién de los azlcares reductores liberados por la actividad enzimatica para el
jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C durante 90 min .....cceeeeeeee. 62
Figura 33. Determinacién de los azlcares totales del jugo de naranja tratado con los extractos
enzimaticos a 45°C durante 90 MIN ...cceeeersessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 63
Figura 34. Determinacion del % de los residuos sélidos del jugo de naranja tratado con los extractos
enzimaticos a 45°C durante 90 MIN ciiieeeeeeeiieeiiineemniiiieiinieesmeiiisessssisssmssssssssses 63
Figura 35. Determinacion de los sdlidos solubles del jugo tratado con los extractos enzimaticos a
45°C POr 90 MIN tieeeeiiiiennnsiiiennierienniessrnnssssesssssssenssssssensssssssnsssssssnsssssssnsssssssnsssssssnssssssan 64
Figura 36. Determinacion de los sélidos insolubles en alcohol del jugo tratado con los extractos

enzimaticos @ 45°C dUrante 90 MIN veceeeeeeeeenerenereeereseenssessressrassssssssssssssssesasessssssssasssasssas 65



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicién proximal de las naranjas de la variedad valencia ...ccceeeeeeeceerreeeeneennecccenneeennes 5
Tabla 2. Composicién quimica promedio de la porcidn comestible de la naranja .....cceceeeeeeeeeeennnnee. 6
Tabla 3. Actividades exo y endo pectinoliticas de los FLC obtenidos en diferentes condiciones ..... 40
Tabla 4. Efecto del almacenamiento en las actividades endo y exo-pectinoliticas del CE ............... 42

Tabla 5. Resumen de las actividades enzimaticas especificas y cantidad de proteina del CE de A.
flavipes y de las preparaciones enzimaticas COMErciales ....ccccerrrreeemnneeeeerreeeeeennnnseeeennenes 48
Tabla 6. Estandarizacidn de los concentrados enzimaticos Utilizados ...cceiiiereeneeiscceniiniennnniseennnnn 57

Tabla 7. Constituyentes proximales de la cdscara de limdn deshidratada ...ccceeeeeeeeeeereeenncereennncenenns 77



ABREVIATURAS USADAS

A. flavipes Aspergillus flavipes FP-500

°C Grados Celsius
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T Temperatura
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mV Milivolts

ug Microgramos
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Resumen

Se compard el Concentrado Enzimatico (CE) de A. flavipes obtenido por Fermentacion
Sumergida (FS), empleando céscara de limén como fuente de carbono, con 3 preparaciones
enzimaticas comerciales usadas industrialmente para la despectinizacidn de jugo de naranja.
Una vez obtenido el CE, se cuantifico la actividad enzimatica de todos los concentrados,
encontrando actividad endopectinolitica, exopectinolitica y xilanolitica principalmente, pero
también estan presentes las actividades de pectin y pectatoliasas y la de carboximetilcelulasas.
Se prepararon geles SDS-PAGE para conocer los perfiles electroforéticos de proteina, y
zimogramas de actividad pectinolitica y xilanolitica donde se identificé la presencia de bandas
de actividad caracteristicas en cada uno de los concentrados analizados.

Posteriormente se caracterizaron lotes de 1 L de jugo provenientes del prensado de naranjas
maduras y frescas tratadas enzimaticamente durante 90 min con la adiciéon de 1.0 mL de los
concentrados enzimaticos estandarizados a 267.8 U endopectinoliticas/mL. Se hicieron
pruebas de filtracién a los lotes de jugo tratado y se utilizaron controles para verificar que los
resultados estuvieran dados Unicamente por el tratamiento enzimatico. También se hizo el
analisis de la cantidad de azucares reductores, azlcares totales, solidos totales en solucidn,
claridad y azucares insolubles en alcohol, entre otros, y se encontré que la cantidad de
azucares reductores aumenta con el tratamiento enzimdtico lo que es congruente por la
liberacion de monosacaridos debida la actividad enzimatica. De la misma forma se
incrementaron los azlcares totales y los sélidos totales en solucidn, la claridad aumenté vy los
azucares insolubles en alcohol disminuyeron.

Las pruebas de filtracion muestran que el CE mejord la filtraciéon en un 46.61%, mientras que
las preparaciones enzimaticas A, By C mejoraron la filtracidn en un 54.24%, 37.29%, y 38.98 %
respectivamente, lo que coloca al CE en el segundo lugar de mejoramiento en el rendimiento
de extraccidn de jugo de naranja con respecto a las preparaciones enzimaticas comerciales y
sin embargo todos los concentrados enzimaticos cumplieron con su funcién de aumentar el
rendimiento de obtencién de jugo de naranja.

Por los resultados obtenidos, el concentrado enzimatico de A. flavipes FP-500 tiene potencial

para ser utilizado en el procesamiento industrial del jugo de naranja.




CAPITULO 1. Introduccién

Las sustancias pécticas se producen a partir de una sustancia insoluble en agua llamada
protopectina (Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006) y su presencia en el zumo de frutas origina
problemas importantes durante el procesamiento industrial, debido a que por su escasa
solubilidad, retienen el jugo y disminuyen el rendimiento de su extraccién. (Yegres, et al.
2001).

Actualmente, la industria de alimentos utiliza preparaciones enzimdticas de pectinasas, un
grupo heterogéneo de enzimas que degradan a la pectina, (Dhillon, et al. 2004) extensamente
usadas por las ventajas que aportan al procesamiento, porque ademas de incrementar la
extraccién de jugo a partir de la materia prima, mejoran la eficiencia del proceso (Hohn, et al.
2005) facilitando el prensado y ayudando a la separacion del precipitado floculado por
sedimentacion, filtracién o centrifugacidon para la extraccién de jugo clarificado (Pandey y
Ramachandram, 2006), considerado un producto final mas atractivo (Hohn, et al. 2005).
Industrialmente, se usan hongos del género Aspergillus para producir pectinasas tanto por
fermentacion en fase sdélida como por fermentacion sumergida y frecuentemente, las
preparaciones comerciales contienen mas de una enzima debido a que la degradacién de los
polisacdridos de origen vegetal, entre ellos la pectina, involucra una gran variedad de enzimas
(Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006). Las especies mds usadas para la obtencidn de pectinasas
son: A. niger, A. carbonarius y A. foetidus (Pandey y Ramachandram, 2006).

Para el género Aspergillus, la produccién de pectinasas extracelulares por FS esta inducida por
la presencia de material péctico en la composicion del medio de cultivo (Venkatesh y Umesh-
Kumar, 2006), e influye sobre la diversidad y cantidad de enzimas pécticas, sabiendo ademads
gue la produccién de pectinasas es inducible y no constitutiva (Arroyo, 2002). Por ello, los
inductores que se afiaden a los medios de cultivo incluyen fuentes ricas en pectina como
cascara de citricos, pulpa de remolacha y de manzana (Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006).
Siendo México un pais rico en productos agricolas, es importante aprovechar los subproductos
remanentes de la industria, desarrollando bioprocesos orientados al aprovechamiento integral
de dichos recursos, disminuyendo el impacto en el ambiente por el desecho de residuos
provenientes de estas fuentes mediante su uso para la obtencién de subproductos o como

sustrato para la obtencién de enzimas con aplicaciones industriales.




El presente trabajo realiza una evaluacién del tipo de enzimas presentes en un CE de A.
flavipes y tres preparaciones enzimaticas comerciales para determinar si existe la presencia de
la actividad de enzimas pectinoliticas y otras enzimas involucradas en la degradacién de la
pared celular y por tanto, en el aumento del rendimiento de la filtracién del jugo de naranja.

Se determinaron las condiciones de mayor produccion de enzimas pectinoliticas a partir de A.
flavipes usando cascara de limén deshidratada como fuente de carbono compleja, rica en
pectina.

Posteriormente, se caracterizaron tanto el CE de A. flavipes como las 3 preparaciones
enzimaticas comerciales en cuanto a los niveles de produccion de exopectinasas,
endopectinasas, xilanasas, celulasas, y las pectin y pectatoliasas.

Una vez identificadas las actividades enzimaticas de mayor importancia de los concentrados
enzimaticos, se corrieron geles SDS-PAGE y zimogramas de actividad pectinolitica y xilanolitica,
para permitir la visualizacion idénea de las bandas de proteinas constitutivas del CE de A.
flavipes y de las preparaciones enzimaticas comerciales, logrando la identificacién de actividad
pectinolitica y xilanolitica por la presencia de bandas caracteristicas en los zimogramas de
actividad.

Por ultimo, se hicieron pruebas de filtracién de jugo de naranja para observar el efecto del
tratamiento enzimatico con cada uno de los concentrados y se analizaron algunos parametros
del jugo para evaluar la actividad de las enzimas presentes y explicar cémo influyen dichas

enzimas en el aumento del rendimiento de extraccidon del jugo de naranja.




CAPITULO 2. Generalidades

2.1 Los citricos

Se le da el nombre de citricos a todas las especies de los géneros Citrus, Fortunnela y Poncirus. De
estos tres géneros el que ha alcanzado mayor importancia comercial es el Citrus (Baraona vy
Sancho, 2000). Son arboles o arbustos de hoja perenne, excepto las del género Poncirus (Augusti,
2003), y su crecimiento aunque intermitente, presenta alternancia de un periodo de crecimiento
con uno de reposo.

El género Citrus se subdivide en dos subgéneros: Eucitrus y Papeda; todas las especies cultivadas
pertenecen al género Eucitrus ya que las especies de Papeda no presentan frutos comestibles
(Baraona y Sancho, 2000).

El fruto de los citricos es un hesperidio (baya comestible) con 1) una céscara protectora (exocarpo)
llamada flavedo de color verde-amarillo-anaranjado que presenta vesiculas con aceites esenciales
caracteristicos, 2) albedo (mesocarpo) o parte blanca y pomposa que a veces es amarga y sus
restos se utilizan para obtener subproductos, y 3) la pulpa (endocarpo) compuesta de varios
segmentos o gajos divididos por una membrana (tipicamente son diez u once) (Consejo Citricola
Mexicano, 2009), las semillas se ubican en el dngulo interior y cada segmento esta lleno de pelos
vesiculares, pedunculares, fusiformes llenos de jugo (Baraona y Sancho, 2000) que estan unidos
por un filamento vascular a las paredes dorsales de los segmentos (Augusti, 2003).

Los frutos citricos de mayor interés comercial son los siguientes: Citrus medica (cidra), Citrus limén
(limoén agrio), Citrus aurantifolia (lima), Citrus aurantium (naranja agria), Citrus sinensis (naranja
dulce), Citrus reticulata (mandarina) y Citrus grandis (toronja) (Baraona y Sancho, 2000). De entre

los citricos la naranja es el fruto mas comun y la mds conocida en el dmbito mundial.

2.1.1. Citrus sinensis L. Osbeck : Naranja dulce

La naranja es un fruto citrico comestible proveniente del sureste asiatico (Consejo Citricola
Mexicano, 2000) perteneciente a la familia de las Rutdceas, que abarca a las especies de
citricos de mayor interés comercial (Augusti, 2003).

Existen muchas variedades de naranja alrededor del mundo, pero las mas comunes son las
naranjas redondas: “Valencia”, “Hamlin” ,“Pineapple” y “Shamouti”; las naranjas de ombligo
como las “Moro” o “Tarocco”; y las naranjas de baja acidez como las “Succari”. Dependiendo
de la variedad cultivada, la forma de la naranja sera redonda u oblonga y el fruto tendrd o no

semillas. El color de la cascara del fruto maduro cambiard de verde a naranja palido o naranja
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intenso. Una naranja de calidad debe estar madura, su cdscara debe ser firme, turgente, tener
una textura suave, y su color naranja caracteristico debe estar distribuido uniformemente a
través de toda la superficie del fruto. (Do Nascimento, 2008).

La naranja es una especie subtropical y no resiste los frios extremos. El factor limitante mas
importante para su produccion es la temperatura minima, ya que no tolera temperaturas
inferiores a -3°C. Necesita temperaturas calidas y humedad en el suelo durante el verano para
la correcta maduracién de los frutos (Consejo Citricola Mexicano, 2009).

La fruta madura experimenta un incremento gradual de contenido de jugo, un declive en la
acidez y sustancias pécticas, ademds de un incremento del contenido de sélidos solubles. (Do
Nascimento, 2008) De hecho, dependiendo de la variedad, los criterios de madurez de la
naranja estan definidos por una coloracidn tipica y por el contenido de jugo minimo extraible
en una prensa manual que debe representar del 30 - 45% del peso de la fruta (FAO y OMS,
2007). En cambio, los atributos fisicos y sensoriales, tales como la jugosidad, la calidad de la
cascara, el dulzor, y la textura son considerados como los mds importantes al comprar
naranjas.

El desarrollo de tecnologia de produccién citricola aunado a las propiedades nutricionales de la
naranja y a las cualidades de su sabor y aroma, hacen de esta una fruta muy apreciada,

posicionandola en la preferencia de los consumidores a escala mundial.

2.1.1.1 Composicidn Fisicoquimica de la Naranja
La composicidn de las frutas puede estar muy influenciada por la variedad y por su madurez,

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

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

Nutrimento Unidades Valor por 100 g
Agua g 86.34
Energia kcal 49
Proteinas g 1.04
Lipidos totales g 0.30
Cenizas g 0.42
Carbohidratos por diferencia g 11.89
Fibra, dietética total g 2.5




Adaptado de: (USDA, 2010).

Tabla 2. Composicion quimica promedio de la porcidon comestible de la naranja.

Medicion Valor
Materia seca 14.3%
Azucares totales 8.3%
Acidez titulable® 11
Fibra Dietética 1.6%
Pectina® 0.59%
Cenizas 0.5%
pH 33

2Suma de acidos: citrico + malico + tartarico °Los resultados se expresan como pectato de calcio

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

La mayor parte del agua de la fruta (75 - 90%) se encuentra en las vacuolas, dando turgencia
(rigidez de textura) al tejido de la fruta (Lozano, 2006). Las tablas 1 y 2 muestran que el
contenido de materia seca de los citricos esta entre el 10 y 20%. La mayor proporcidn de los
componentes estd dada por los azlcares, polisacdridos y acidos organicos, mientras que los
compuestos nitrogenados y los lipidos estdn presentes en cantidades menores. Los
constituyentes en menor proporcién incluyen a los pigmentos, a los compuestos que dan el
aroma que son muy importantes para la calidad organoléptica, y a las vitaminas y minerales de
gran importancia nutricional (Berlitz, et al. 2009).

Los betacarotenos y algunos carotenoides, asi como los precursores de la vitamina A estan
presentes en las frutas de color amarillo-naranja y es bien conocido que los citricos son
excelentes fuentes de vitamina C (Lozano, 2006). Dependiendo de la variedad cultivada, las
condiciones de cultivo y las condiciones de manipulacién de postcosecha, las naranjas pueden
tener entre 31 - 79 mg de vitamina C y 71 microgramos de betacaroteno por cada 100 g de

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

de: Lozano, 2006).

2.1.1.2 Produccion de naranja en México

México es el quinto productor de citricos en el mundo. Tiene una extensién de 520 mil
hectareas establecidas en 23 estados del pais, en los que se producen, aproximadamente, 6.7
millones de toneladas anuales con un valor superior a los 8,050 millones de pesos (SAGARPA,

2009).




La citricultura mexicana se encuentra concentrada en la regién Golfo-Norte del pais,
particularmente en lo referente a la naranja (Consejo Citricola Mexicano, 2009). Es el tercer
cultivo perenne de mayor importancia por su superficie cultivada después del café y de la cafia
de azlcar y se obtiene en su mayor parte (cerca del 70%) en Veracruz, San Luis Potosi y
Tamaulipas (INEGI, 2007), y como se puede observar en la Figura 2, es el cuarto producto de

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

La naranja “Valencia” es una de las variedades dulces mas apreciada comercialmente para la
extracciéon de jugo porque produce un jugo de calidad muy superior al de otras naranjas. En el
afio 2007 representd el tercer cultivo de mayor importancia en el estado de Veracruz (Consejo

Citricola Mexicano, 2009).

2.1.1.3 Consumo de naranja en México

En México, el consumo per capita de la naranja por dia es de 101.7 g, colocandose entre los 20
paises de mayor consumo en el mundo.

El 80% de la produccion de naranja obtenida se canaliza al mercado de fruta fresca debido a
gue el mercado mexicano consume la naranja principalmente para extraer el jugo en casa, lo
que causa una depresidn en los precios. Aunado a esto, la sobreoferta estacional de
produccién agravada por el dominio de la variedad “Valencia” y la concentracion regional,
permiten que siempre existan excedentes baratos que la industria suele utilizar y como la

produccién de México es casi univarietal por esta variedad, se asegura que el jugo mexicano




sea de buena calidad (Consejo Citricola Mexicano, 2009).

El jugo es el liquido extraido de las células de frutas maduras (Lozano, 2006). Y representa una
categoria creciente en el mercado de bebidas. En México, el consumo de jugo de frutas y
bebidas funcionales aumenta de 6 a 7% cada afio, cerca de 16 litros per capita (Cano, 2006). El
jugo de naranja es el jugo mds popular con el 60% del jugo total consumido (Boylston, 2007),
ya que esta posicionado en la mayoria de los consumidores como un producto saludable y lo
incorporan a la dieta diaria. Representd el 60% del volumen de ventas en el afio 2008 dentro
del segmento “100% jugo”, aunque las mezclas comienzan a ganar popularidad (Consejo

Citricola Mexicano, 2009).

2.1.2 El jugo de Naranja y su Proceso de Obtencion

El jugo de frutas el producto liquido sin fermentar, pero fermentable obtenido al exprimir
frutas en buen estado, debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen
estado por procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie aplicados
después de la cosecha, clarificado o no, y sometido al tratamiento adecuado que asegura su
conservacion en el envase. No debe contener corteza y semillas, ni materia extraiia objetable.
Dentro de las caracteristicas sensoriales se debe cumplir con un color caracteristico semejante
al de la variedad empleada, olor caracteristico a jugo de naranja, sabor caracteristico, sin
sabores extrafios (Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Seguridad al Usuario,
2009).

El jugo estd compuesto por agua, sélidos solubles (azlcares y acidos organicos), compuestos
del aroma vy del flavor, vitaminas y minerales, sustancias pécticas, pigmentos y en un grado
menor de proteinas y grasas. Los azUcares como la fructosa, glucosa y sacarosa combinados
con acidos orgénicos (siendo los mas importantes el citrico, el malico y el tartarico) le dan a la
fruta su dulzor y acidez caracteristicos (Lozano, 2006). La calidad y estabilidad de anaquel del
jugo de naranja para la industria se evalia como la razon entre los sélidos solubles (grados
Brix) entre el nivel de acidez (Consejo Citricola Mexicano, 2009), y entre mas bajo sea el valor
obtenido, el jugo sera de mejor calidad.

El proceso de obtencién de jugo inicia con la preparacidn de la fruta, que involucra el lavado, el
secado y la seleccion. Posteriormente se hace la extraccion del jugo.

Hay tres tipos principales de extractores: (Lozano, 2006)




(1) El extractor de jugo de citricos de FMC Technologies, en el que el jugo se extrae de la fruta
entera sin cortar a la fruta en mitades. El flujo de salida transporta el jugo de la cascara, la
parte central y la emulsion de aceite.

(2) El extractor de Brown, en el que la fruta se corta por la mitad. Los flujos de salida son el
jugo de alto rendimiento y calidad, y el bagazo y la cscara.

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

Mas del 75% de procesadores del mundo utilizan la tecnologia FMC, que funciona de la
siguiente forma: cuando las copas superiores e inferiores comienzan a acercarse la una a la
otra, las cuchillas superior e inferior cortan dos agujeros en la fruta (Fig. 3a). Mientras las copas
superiores e inferiores siguen llegando juntas, se separa la cascara del fruto (Fig. 3b). Las frutas
peladas se mueven en el tubo de filtro en el que se separan de forma instantdnea el jugo de las

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

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

El producto obtenido por prensado es viscoso -debido a la pectina disuelta- y persistentemente
turbio -por los fragmentos de paredes celulares en suspension-. Cuando se afiaden pectinasas,
la viscosidad disminuye y las particulas pueden eliminarse facilmente, dejandolas sedimentar,
centrifugando el liquido o filtrandolo. Por otra parte, el tratamiento aumenta el rendimiento
en jugo de la fruta prensada, pues al apretarla se forma una masa semigelificada que carece de
microcanales por los que pueda fluir el zumo. Las pectinasas destruyen el gel y dan lugar a que
el liquido corra libremente, mientras los sélidos remanentes, insolubles, forman una pulpa que

es facil de prensar. Los jugos de citricos, deben llegar turbios al consumidor, por lo que se usan
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las mismas enzimas para causar un efecto contrario al aclaramiento. Con el tiempo, las
pectinas de alto peso molecular tienden a precipitar (Camperi, et al. 1996), a causa de la
pectinestarasa enddgena que produce acido péctico que se agrega y flocula en presencia de
Ca?* presente en el jugo, pero si se trata de manera controlada con poligalacturonasa (Berlitz,
et al. 2009) que reduce el peso molecular del dcido péctico se evita que se precipite en
presencia de iones divalentes, estabilizado la turbidez del jugo (Camperi, et al. 1996).
Finalmente se preserva el jugo por pasteurizacidn, congelacion, almacenamiento en atmésfera
modificada o concentracién y secado.

Los concentrados de jugos de fruta son quimica y microbiolégicamente mas estables que los
jugos, y los costos de almacenamiento y transporte son menores. Se pueden obtener por
evaporacion, congelamiento o por filtracién a altas presiones. Sin embargo para poder hacer la
concentracion del jugo hasta un 36-48% de materia seca se debe degradar a la pectina para
evitar altas viscosidades y estancamiento del gel (Berlitz, et al. 2009).

Por lo tanto, de forma general, la fruta puede ser convertida en jugo de acuerdo con el
siguiente esquema: preparacion > lavado > extraccion —> tratamiento enzimatico >

filtracién = pasteurizacidon/concentracion = llenado/transporte.

2.2 Polisacaridos en la pared celular de las plantas

Las paredes celulares forman una matriz extracelular Unica y continua a través del cuerpo de la
planta, y las paredes de muchas células forman el esqueleto de los tejidos vegetales (Schols y
Voragen, 1996). La matriz celular estd compuesta de varios tipos de polisacdridos: celulosa,
hemicelulosa y sustancias pécticas (Lozano, 2006), asi como de proteinas y lignina en
cantidades variables, organizados de tal manera que la pared celular es quimicamente mas
estable y fisicamente robusta, pudiéndose describir como un gel reforzado, de varios
componentes. Las paredes celulares controlan el crecimiento celular y actian como una

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

Los atributos de calidad de frutas y hortalizas frescas (ej. madurez, textura) y sus caracteristicas
de proceso en la fabricacién de alimentos (jugos, néctares, purés, conservas) se determinan en
gran medida por las paredes celulares de las materias primas vegetales, porque influencian las
caracteristicas de extraccion de los componentes importantes como la pectina, azucares,
aceites, proteinas, etc. El conocimiento detallado de los principales componentes que
conforman las paredes celulares y de la ultra-estructura de la pared celular es importante para
controlar y mejorar el procesamiento y la utilizacién de productos vegetales (Schols y Voragen,

1996).

2.2.1 Celulosa

La celulosa es el biopolimero mas abundante sobre la tierra. Se produce principalmente por las
plantas superiores. y forma parte de la pared celular primaria y secundaria. De hecho, la pared
celular de las plantas es referida como pared celuldsica aunque sélo representa el 20% de la
pared primaria, pero su funcion es muy importante ya que todas las paredes celulares
dependen de las microfibrillas de celulosa para mantener la fuerza de tensidn (Albersheim, et
al. 1996).

Quimicamente es un homopolimero que consiste hasta de 1000 unidades de
anhidroglucopirandsido unidos por enlaces -(1,4). Sin embargo, su estado fisico lo hace un
sustrato muy dificil para las enzimas. Los polimeros de glucosa estan empaquetados uno sobre
el otro formando un material fibrilar altamente cristalino en el que las cadenas de celulosa

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

2003).

2.2.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa esta formada por una serie de matrices con entrecruzamientos de
heteropolisacaridos. que incluyen una variedad de glucanos, mananos, arabinanos, galactanos,
xilanos y lignina, un polifenol complejo (Biely, 2003). El xiloglucano y el arabinoxilano son dos
hemicelulosas que forman parte de los componentes de la pared celular primaria, aunque su
proporciéon varia de planta a planta. La tercer hemicelulosa es el glucomanano o
galacturomanano (Albersheim, et al. 1996).

Las microfibrillas de la pared celular no pueden agregarse debido a que su superficie esta
cubierta por hemicelulosas que se unen estrechamente a la superficie de las microfibrillas de
celulosa por medio de multiples puentes de hidrégeno, creando una red, que le da muchas
propiedades fisicas y bioldgicas a la pared celular. (Albersheim, et al. 1996).

Después de la celulosa, el xilano es el polisacarido mas abundante en la naturaleza. Forma
parte de componentes de la pared celular de las plantas y es un polimero natural.

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

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

2.2.3 Pectinas y sustancias pécticas

Las pectinas o sustancias pécticas son nombres colectivos para un grupo de polisacaridos
estrechamente asociados y de caracter anidnico (Schols y Voragen, 2003) que tienen en comun
una alta proporcién de residuos de acido galacturdnico (Schols y Voragen, 1996). Estan
formadas por 150-1500 unidades de acido galacturdnico (Barret, 2005) unidas mediante
enlaces glucosidicos a(124) y los grupos carboxilo estdn parcialmente esterificados por
grupos metoxilo o neutralizados por iones sodio, potasio o amonio. (Kashyap, et al. 2001).
Forman la segunda red de polisacaridos presente en la pared celular de las plantas
coexistiendo con la red de celulosa-hemicelulosa y sus proporciones varian de lugar a lugar,

incluso dentro de una misma célula (Albersheim, et al. 1996).
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Son los componentes principales de la lamina media, una capa delgada de material adhesivo
extracelular que se encuentra entre la pared celular primaria de células jévenes adyacentes,
manteniéndolas unidas (Alkorta, et al. 1998).

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

2005).

2.2.3.1 Estructura de la pectina (Modelos)

Después de muchos aios de investigacion, la estructura de la pectina aun esta en bajo debate.
Sin embargo existen dos modelos principales, los mas aceptados, que describen su estructura:
el modelo de las regiones lisas y ramificadas, y el modelo de la columna de
ramnogalacturonano. (Gruben y Vries, 2009).

En el primer modelo, la pectina estd conformada por regiones ramificadas muy complejas que
estdn compuestas de ramnogalacturonano-l, formado por acido galacturdnico parcialmente
metil-esterificado (Wainwright, 1995), con cadenas laterales de azlcares neutros (Gruben y
Vries 2009) como ramnosa, arabinano, galactonano, xilosa y fucosa (Kashyap, et al. 2001) y
acidos urodnicos (Wainwright, 1995), intercaladas con regiones lisas de homogalacturonano-I
metil-esterificado (Gruben y Vries, 2009).

Existe otro modelo que coloca al homogalacturonano, formado por unidades lineales de acido
galacturénico, como una cadena lateral del ramnogalacturonano, al igual que las cadenas de
azUcares neutros. La localizacion de xilogalacturonano con respecto de la del
ramnogalacturonano-l es indistinta, pero puede considerarse como intercambiable con el
homogalacturonano. La principal diferencia entre estos modelos es la relacion del

homogalacturonano con respecto al ramnogalacturonano-l (Gruben y Vries, 2009).
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Figura 5. Representacion esquematica de la pectina. A) En el modelo de las “regiones lisas y ramificadas” la
estructura de sostén alterna el homogalacturonano y/o xilogalacturonano (gris claro) con el
ramnogalacturonano (gris oscuro). Las cadenas laterales de azlcares neutros (que no estan
representadas en la figura) constituyen la parte ramificada de la molécula. B) En el modelo de la
estructura de soporte del ramnogalacturonano-l, el ramnogalacturonano-l (gris oscuro) esta
decorado no sélo con cadenas laterales de azlcares neutros (que no estan representadas en la
figura), sino también de homogalacturonano y/o xilogalacturonano (gris claro). (Fuente: Ralet y

Thibault, 2009).

La relacién de ramnosa-acido galacturdnico de la pectina proveniente de la cascara de citricos
es de 1:31, por lo que es muy evidente que existe un exceso de acido galacturédnico, y en
consecuencia, debe haber mds unidades de homogalacturonano por unidad de
ramnogalacturonano-l. (Gruben y Vries, 2009).

La pectina actia como inductor en la produccién de enzimas pectinoliticas y, debido a que la
cascara de citricos contiene un una cantidad apreciable de pectina puede ser usada como
sustrato para la produccion de enzimas pectinoliticas por los microorganismos (Dhillon, et al.

2004).
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2.2.3.2 Propiedades y aplicaciones de las pectinas

Tradicionalmente, las sustancias pécticas han encontrado aplicaciones en la industria
alimentaria al ser los componentes gelificantes mas usados (Alkorta, et al. 1998) debido a su
capacidad de formar geles en determinadas circunstancias, aumentan la viscosidad de las
bebidas y también se aplican extensamente como estabilizadores en los productos lacteos
acidos. Los especialistas en alimentos estan interesados en las pectinas porque se les considera
como fibra dietética y se ha demostrado que pueden reducir los niveles de colesterol en sangre
(Schols y Voragen, 1996).

En las células, aparte de su funcién como lubricante, o de agente “adhesivo” de la pared
celular de plantas superiores, las sustancias pécticas también estan involucradas en las
interacciones de los hospederos de las plantas, en sus patégenos, y en la textura de frutas y
vegetales durante su crecimiento, maduracidn y almacenamiento (Alkorta, et al. 1998).

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

pulpay la cascara de los citricos (Schols y Voragen, 1996).

2.3 Los hongos y la biotecnologia

Los hongos son los organismos mas Uutiles en la biotecnologia, por su importancia econdmica.
Los hongos filamentosos son quimioheterdtrofos estrictos, incapaces de fotosintetizar y por
consiguiente, necesitan sustratos ricos en energia para alcanzar sus requerimientos de energia
y biomasa. Producen una amplia variedad de enzimas extracelulares y pueden utilizar la mayor
parte de los sustratos orgdnicos que existen naturalmente. Los carbohidratos son las
principales fuentes de carbono, siendo metabolizados para proporcionar energia y también
actian como precursores para sintesis de material celular (Wainwright, 1995).

En general, el uso comercial de los hongos en diversos sistemas alimentarios involucra la
cosecha de las conidioesporas asexuales para ser usadas como indculo lo que permite la
adicion de una cantidad precisa de esporas por unidad de volumen. Por razones fisicas obvias,
es mas dificil utilizar el micelio como inéculo porque se complica la determinacion directa de la

cantidad de células (Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006).
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2.3.1 El género Aspergillus

Desde tiempos ancestrales las especies del género Aspergillus se han utilizado para la
preparacion de alimentos fermentados por su habilidad de producir dcidos orgdnicos, por lo
que no es de sorprenderse que juegue un papel tan importante en la biotecnologia. Fueron de
los primeros organismos fungicos cultivados en medios artificiales, y que se estudiaron por sus
propiedades bioquimicas, ademas de ser la especie de hongos mds comun en el medio
ambiente del hombre (Samson, 1994).

Los miembros del género Aspergillus se producen en diversos habitats. Los mas comunes son
saprofitos del suelo, pero también se encuentran en los en los productos alimenticios, en los
alimentos almacenados y en la vegetacion en descomposicion, siendo el género dominante de
contaminacién, junto con Penicillium, por su capacidad de desarrollarse en condiciones de
baja actividad de agua y altas temperaturas (Smith, 1994).

Frecuentemente secretan enzimas extracelulares que rompen las moléculas complejas en
formas mas simples que puedan ser absorbidas por la hifa (Hogg, 2005). Gracias al elevado
numero de enzimas que producen, son capaces de utilizar una gran variedad de sustancias
para alimentarse. Desde luego, es dificil encontrar alguna sustancia que contenga materia
orgdnica y una baja humedad donde no puedan crecer (Diaz, 2001).

Al ser hongos filamentosos, los factores extrinsecos como el agua, la temperatura, el pH y la
composicidon de gases del medio, tienen una gran influencia sobre su crecimiento y en la
biosintesis de micotoxinas, que esta limitada a algunas especies. El estudio del efecto de los
parametros fisiobioquimicos puede proveer la metodologia para prevenir su crecimiento y la
produccidn de micotoxinas en los alimentos (Smith, 1994).

Las especies de Aspergillus spp. que producen micotoxinas de mayor preocupacion para la
salud vy repercusidon econdmica son: A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, y A. fumigatus. Las
micotoxinas producidas por estas y otras especies pueden ser téxicas, mutagénicas, o
carcinogénicas (Calvo, 2005).

Aspergillus es el genero de hongos mas estudiado con respecto a las enzimas pectinoliticas y a
sus genes. Produce un amplio rango de actividades pectinoliticas y tiene multiples genes que

codifican para dichas actividades (Gruben y Vries, 2009).
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Aunque las pectinasas son producidas tanto por bacterias, como por hongos filamentosos y
levaduras, las enzimas producidas por el género Aspergillus son las mads importantes

(Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006).

2.3.1.1 Morfologia e Identificacién

Tipicamente las especies de Aspergillus producen el aspergillum, un conidiéforo de hifa
aseptada que termina en una vesicula, sobre la que nacen las células del conidiéforo (fidlides y
métulas). Las fidlides producen conidios en seco, formando diversas ornamentaciones con
cadenas largas de pigmentaciones variadas. Adicionalmente, existen otras estructuras tipicas
como los esclerocios, los cuerpos fructiferos y las células de Hiille que pueden ser producidas
por algunas especies del género Aspergillus (Samson, 1994). Se puede observar estas
estructuras haciendo una preparacion en fresco y observandolas por medio de un microscopio

optico.
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Figura 6. Estructuras morfoldgicas del género Aspergillus. A-B: conidiéforos; C-D: cabezas conidiales

(Adaptado de: Abarca 2000).

Frecuentemente se utiliza el color y el diametro de la colonia para la delimitacidon de las
especies, asi como las caracteristicas del micelio vegetativo, el exudado (gotitas sobre la
superficie de la colonia), y el pigmento soluble o reverso de la colonia (coloracidon del agar

circundante a la colonia) (Samson, 1994). Aunque, ademas de las caracteristicas de las colonias
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y de la morfologia convencionales, se ha utilizado el estudio de perfiles enzimaticos para
algunas especies aisladas, y los perfiles de los metabolitos secundarios que han sido muy utiles
para la sistematica de Aspergillus.

Sin embargo, para determinar la relacion entre diversas especies del género Aspergillus,
resolver ciertas disputas taxondmicas y para diferenciar algunas especies de caracteristicas
morfoldgicas muy similares, se realizan estudios por métodos moleculares y se aplican

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

2.3.1.2 Caracteristicas fisioldgicas

Los ascomicetos (tanto hongos como levaduras) incluyen a los hongos que producen
ascosporas. Los hongos de esta clase tienen paredes cruzadas completas en sus hifas y por ello
no presentan flujo protoplasmico. Todos los ascomicetos producen conidioesporas
caracteristicas, que se producen en cadenas o racimos. La coloracidn caracteristica (amarilla,
café, verde) de las especies del género Aspergillus se debe a la coloracion de las
conidioesporas (Levin, 2006).

El criterio principal para la organizacién del género y especies de esta clase es, la coloracion de
la colonia, la observacién del crecimiento en masa, junto con la apariencia microscépica y la
vista tridimensional de las hifas y de las conidioesporas. La mayoria de los ascomicetos
produce ascas con ascosporas internas, dentro de la estructura fructifera conocida como

cleistotecio o como un peritecio (Levin, 2006).

2.3.1.3 Aspergillus flavipes

El grupo de los Aspergillus flavipes esta conformado de una sola especie, sin variedades. No
representa una de las especies mas estudiadas, pero entre de las enzimas degradadoras de
polisacaridos que producen las cepas de esta especie, se han reportado las a-galactosidasas y
pectinasas, destacando las poligalacturonasas del tipo endo y exo, y las pectinliasas (Martinez,
2009).

La cepa A. flavipes FP-500 fue aislada por el Grupo de fisiologia de hongos filamentosos de la
FQ de la UNAM, a partir de tomates en descomposicién. Es un hongo que forma colonias
blancas (sin pigmento) de 2 - 3 cm de didmetro, con aspecto aterciopelado y se adhiere al agar

formando estriaciones y relieves en el medio de cultivo.

19



Figura 7. Imagen de una colonia de A. flavipes FP-500 sembrada en medio PDA e incubada a 37°C por 5 dias.

Diversos proyectos de investigacién han demostrado que esta cepa produce xilanasas, a-y p-

galactosidasas, asi como diversos tipos de pectinasas, con productividades y caracteristicas que

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

(Martinez, 2009).

Figuras 8 y 9. 8) Morfologia de una cabeza conidial de A. flavipes. 9) Micrografia de una cabeza conidial de A.

flavipes
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2.4 Enzimas usadas para la degradacion de la pared celular

2.4.1 Pectinasas
Las sustancias pécticas son degradadas de forma natural por las enzimas pectinoliticas. La
clasificacién de las enzimas pectinoliticas esta basada en su “ataque” sobre la estructura base

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

2.4.1.1 Clasificacion

En general, las enzimas que actlan sobre las sustancias pécticas se pueden dividir en dos
categorias: las enzimas despolimerizantes y las desesterificantes. (Venkatesh y Umesh-Kumar,
2006).

Las enzimas despolimerizantes rompen los enlaces a-(1,4)-glicosidicos entre los mondmeros
de acido galacturdnico en las sustancias pécticas por hidrdlisis (hidrolasas) o por [3-eliminacién
(liasas) (Alkorta, et al. 1998), despolimerizando la cadena a fracciones mas cortas hasta llegar
al mondédmero de acido poligalacturdnico (Vasquez, et al. 2007).

Las hidrolasas han sido divididas en 4 grupos: Las endo- y exo- poligalacturonasas que actuan
principalmente sobre los pectatos y las endo- y exo- polimetilgalacturonasas que actuan
principalmente sobre la pectina (Alkorta, et al. 1998) Los prefijos endo- y exo- denotan un
patrén de accién aleatorio o terminal, respectivamente.

Las enzimas desesterificantes, pectinesterasas son responsables de la hidrdlisis de grupos
éster-metilicos que inducen la formacién de metanol y por ende, también se producen
pectinas de menor metoxilo (Vasquez, et al. 2007).

Las pectinas saponificantes cominmente referidas como pectinmetilesterasas, catalizan la
desesterificacién de los grupos metoxilo de la molécula de pectina haciéndolas susceptibles a
la accién de enzimas hidroliticas (Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006).

Las pectinacetilesterasas remueven los grupos acetilo del O-2 y/o O-3 de los residuos del acido
galacturdnico tanto en el homogalacturonano como en el ramnogalacturonano (Benen, et al.
2003)

Muchas pectinasas como las ramnogalacturonasas, arabinofurosidasas e hidrolasas del

xilogalacturano han encontrado aplicaciones especificas en la industria de procesamiento de
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alimentos debido a su habilidad de actuar sobre ciertas regiones de la pectina (Venkatesh y
Umesh-Kumar, 2006).

En las frutas no maduras, la pectina existe en forma de protopectina, ddndole a la fruta una
estructura firme/dura. Durante la maduracién, las protopectinas son metabolizadas en
moléculas mas pequefias (Nip, 2006) por las protopectinasas, enzimas que solubilizan a la
protopectina, es decir, liberan pectina polimerizada altamente soluble de la protopectina
déndole a las frutas una textura mas suave (Alkorta, et al. 1998). Estan clasificadas en dos
tipos, las de tipo A que reaccionan con la region de acido poligalacturénico de la protopectina y
las del tipo B que reaccionan con las cadenas de polisacarido que pueden estar unidas a la

cadena de acido galacturdnico y a los constituyentes de la pared celular.

Figura 10. Estructura principal de la molécula de pectina y sitios de accion de las enzimas pectinoliticas

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

2.4.1.2 Produccion de Pectinasas por Fermentacion Sumergida (FS)

La FS es la técnica mas utilizada para producir una gran variedad de productos partir de una
amplia gama de microorganismos disponibles.

La actividad de agua del medio es alta, haciéndola vulnerable a la contaminacién si no se
mantiene un ambiente aséptico adecuado. Si se utilizan altas concentraciones de sustrato se

pueden presentar problemas reolédgicos. La transferencia de gases a la fase liquida es
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usualmente un factor limitante, pero debido a una buena homogeneizacién, la limitacién de la
difusién de nutrientes no se considera en la FS (Levin, 2006).

El medio usado para la FS contiene una cantidad de ingredientes relativamente grande, se
utilizan medios de cultivo sintéticos o medios basados en sustratos naturales complejos con
una alta concentracién de pectina como la pulpa de remolacha, cascara de limén, pulpa de
henequén, desechos de manzana, etc. (Diaz, 2001).

Los residuos agroindustriales tales como la pulpa de manzana, residuos de citricos (cascara de
limén y de naranja), fibra de soya, bagazo de cafia de azucar, salvado de trigo, pulpa de café,
entre otros, son usados como sustratos para la produccion de enzimas pectinoliticas (Pandey y

Ramachandram, 2006).

2.4.1.3 Pectinasas Comerciales

Las enzimas pécticas comerciales (pectinasas) y otras enzimas son ahora parte integral de la
tecnologia de jugos de frutas. Las preparaciones de pectinasas comerciales disponibles usadas
en el procesamiento de frutas, a menudo contienen una mezcla de enzimas: pectinesterasas,
poligalacturonasas, y pectinliasas (Lozano, 2006). Aunque por razones econdmicas obvias, es
muy dificil encontrar informaciéon confiable acerca de la produccién de enzimas pécticas
(Alkorta, et al. 1998). Sin embargo, las preparaciones enzimaticas comerciales pueden tener
actividades pécticas de PG, PL, PE y otras como las hemicelulasas, celulosas, proteasas y

amilasas (Mutlu, et al. 1999).

2.4.1.4 Aplicaciones de las pectinasas

Las pectinasas estan involucradas en la degradaciéon de la pared celular. Por lo que estas
enzimas proveen una buena alternativa al procesamiento quimico. Sus mayores aplicaciones
involucran a la industria de las bebidas debido a su habilidad de mejorar el prensado de las
frutas y la clarificacién de los jugos de frutas (Venkatesh y Umesh-Kumar, 2006).

En el tratamiento enzimatico de clarificacidn de jugos, se lleva a cabo la despectinizacién para
poder concentrar el jugo sin interferencia de agentes gelificantes y sin desarrollo de turbidez
(Lozano, 2006). La pectina forma un recubrimiento sobre las proteinas en suspensién. En un
ambiente acido, las moléculas tienen una carga negativa lo que causa que se repelan unas a

otras. Las enzimas pectinoliticas degradan a la pectina y exponen parte de las proteinas que
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posiblemente estan cargadas positivamente. Mientras la repulsiéon electrostatica de las
particulas que causan la turbidez disminuye, se van agrupando y, eventualmente se
sedimentan (Lozano, 2006) y asi es mas facil producir concentrados de alta densidad.

El tratamiento enzimatico de la pulpa de frutas blandas permite una mejor liberacién del jugo y
también se utiliza para incrementar el rendimiento de obtencion de aceite, en el olivo y en el
coco.

En la maceraciéon de frutas y vegetales se utilizan para obtener las bases de néctar y alimentos
para bebé (Lozano, 2006).

En la licuefaccidn de frutas y vegetales se usa para obtener productos con un alto contenido de
solidos solubles. Se aplasta el material para obtener una pulpa que es tratada con una
combinacion de pectinasas y celulasas, después de cierto tiempo de incubacién, el material se
convierte en un liquido y el jugo se recupera por decantacidon. Después de obtiene un jugo
claro por ultrafiltracién (Beldman, et al. 1996).

Otras aplicaciones en las frutas citricas son la preparacidn de los agentes de enturbiamiento a
partir de la cascara de los citricos, la limpieza de cdscaras antes de su uso en la produccién de
dulces y mermeladas, la recuperacion del aceite de la cdscara de los citricos, y la
despectinizacién durante el lavado de la pulpa de citricos. (Lozano, 2006).

También se utilizan para la produccién de pectina de bajo metoxilo para alimentos de

diabéticos y para la eliminacién de la “turbidez” de los vinos.

2.4.2 Hemicelulasas

La degradacidén de la hemicelulosa se lleva a cabo por hidrolasas tanto por via endo como por
via exo. La especificidad del sustrato dependerd del tipo de monosacaridos que constituyan las
uniones y el tipo de enlace. Estas enzimas estan presentes en las plantas y en los
microorganismos, y actian frecuentemente junto con celulasas (Berlitz, et al. 2009). Como el
xilano es el constituyente mas importante de las hemicelulosas, nos referiremos a las enzimas
hemicelulasas como a las enzimas xilanoliticas.

Fisioldgicamente las enzimas xilanoliticas estan presentes en las plantas participando en el
proceso de extension de la pared celular, divisién celular y germinacién principalmente.

Ademads son componentes importantes de los sistemas enzimaticos para la licuefaccidon de
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frutas y vegetales, y para la clarificacion de jugos, aunque también tienen aplicaciones en otras
industrias como en la del papel (Biely, 2003).

El sistema de degradacién xilanolitico requiere de la accion de muchas enzimas que en
conjunto se llaman sistema xilanolitico, y entre mas compleja sea la estructura del xilano se
requerira de una mayor cantidad de enzimas para degradarlo. La enzima crucial para la
despolimerizacion del xilano es la endo-f-1,4-xilanasa que ataca la cadena principal mas
rdpidamente en regiones no sustituidas generando oligosacdridos ramificados y esterificados.
Los sustituyentes de la cadena principal son liberados por glicosidasas o esterasas como las a-
L-arabinofurosidasas, a- glucuronidasas. La B-xilosidasa ataca los oligosacédridos de xilosa de
los extremos no reductores liberando xilosa. Asimismo, las hidrolasas que remueven las

cadenas laterales de xilano se denominan enzimas xilanoliticas accesorias (Biely, 2003).
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Figura 11. Estructura hipotética del xilano y las enzimas requeridas para su completa hidrdlisis (Fuente:

DeBoy, et al. 2003).

2.4.3 Celulasas

Los animales no poseen enzimas digestivas capaces de degradar la celulosa. Sin embargo,
muchos microorganismos, incluyendo a los hongos filamentosos son capaces de hidrolizar la
celulosa a oligosacdridos y eventualmente a glucosa, que pueden usar como fuente de
carbono. Para lograr la degradacion de la celulosa cristalina insoluble en agua, los

microorganismos producen una mezcla muy compleja de enzimas que actian sinérgicamente.
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Todas las celulasas acttan en el mismo enlace -1,4 entre dos unidades de glucosa anhidra,
pero difieren en el sitio de ataque a la cadena de celulosa. Las endoglucanasas actian en
medio de la cadena de celulosa, mientras que las exoglucanasas actian en cualquiera de los
extremos de la cadena de celulosa. De cualquier forma esta clasificacion no es muy
satisfactoria porque algunas exoglucanasas poseen actividad endoglucanasa (Tenkanen, et al.
2003).

La adicidon de celulasas se utiliza para licuar por completo el tejido de las plantas haciendo

posible el filtrado del jugo sin necesidad de aplicar presion sobre la pulpa (Lozano, 2006).
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Figura 12. Representacion hipotética de la degradacion de la celulosa (Fuente: Tenkanen, et al. 2003)

2.4.4 Importancia de las enzimas en la industria

Las enzimas de origen microbiano presentan aplicacion industrial debido a su elevada
eficiencia catalitica, a que su uso no dafia el medio ambiente y a su alta rentabilidad
econdmica. Por este motivo existe un renovado interés en sustituir los procesos productivos
convencionales por procesos biotecnoldgicos en los que estan involucrados microorganismos y
enzimas microbianas tales como pectinasas, xilanasas, celulasas, mananasas, amilasas, lacasas
y ligninasas; los cuales no sélo proporcionan alternativas econémicas viables, sino que ademas

permiten el desarrollo de tecnologias respetuosas con el medio ambiente (Soriano, 2004).
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Aspergillus muestra algunas ventajas para la produccion industrial de enzimas: tiene un alto
nivel de produccién, presenta buenas propiedades para el cultivo, lo que posibilita la
produccién a gran escala, sus productos son generalmente considerados como GRAS
(Generally Regarded As Safe), lo que permite su aplicacion en la industria de alimentos
(Contreras, 2003). Aspergillus sp. también produce enzimas como lipasas, pentosanasas,

proteasas, B-glucanasas, glucoamilasas y glucosa oxidasa (Wainwright, 1995).

2.4.5 Importancia de las enzimas en el mercado mundial

Se sabe que la venta de las enzimas industriales representé un billén de délares en el mercado
mundial en 1995, de los cuales, 75 millones fueron generados por pectinasas, y para 2005 se
estimé que el mercado mundial de enzimas industriales alcanzaria los 1.7 — 2 billones de
ddlares (Kasyap, et al. 2000) dejando muy clara la creciente aplicaciéon e importancia la de la
produccién enzimas para el sector industrial.

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

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

27



CAPITULO 3. Justificacion

Debido a la importancia del procesamiento de frutas para su preservacién y posterior
consumo, y a la necesidad de la industria por hacer mas eficientes los procesos, se utilizan
enzimas que permiten obtener mayores rendimientos durante la extraccion de jugos y
néctares, y para mejorar sus caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas.

Las pectinasas son ampliamente usadas para hidrolizar a la pectina, asi como flocular y
sedimentar las sustancias que causan la turbidez, mejorando la filtracién y estabilidad de los
zumos y de sus concentrados. Su aplicacidon es de tal importancia, que continuamente se
estudian y mejoran los microorganismos responsables de su produccidn, obteniendo
actividades enzimaticas cada vez mas altas y mezclas mas especificas, lo que aumenta el valor
comercial de las preparaciones enzimaticas disponibles en el mercado.

A. flavipes ha demostrado tener una gran capacidad de produccién de enzimas pectinoliticas,
convirtiéndose en un productor potencial, que con estudios y mejoras futuras podria adquirir
importancia en la industria de produccion de enzimas de gran valor econémico en la industria

de procesamiento de jugos y frutas.

28



CAPITULO 4. Objetivos

4.1 Objetivo General
Evaluar efecto de las pectinasas producidas por A. flavipes FP-500 en el tratamiento de jugo de

naranja y comparacion con tres preparaciones enzimaticas comerciales.

4.2 Objetivos Particulares
®Evaluar el efecto del pH sobre la produccién de pectinasas producidas por A. flavipes.
®Evaluar los niveles de produccién de exo- y endo-pectinasas, xilanasas, pectinliasas, y
carboximetilcelulasas producidos por A. flavipes.
*Comparacion de los perfiles electroforéticos del CE de A. flavipes con el de las
preparaciones enzimaticas comerciales.
*Comparar el efecto producido por el tratamiento de jugo de naranja con pectinasas
producidas por A. flavipes y con preparaciones enzimaticas comerciales usadas en la

industria de procesamiento de citricos.
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CAPITULO 5. Materiales y métodos

5.1 Microorganismo

Se usé la cepa de Aspergillus flavipes FP-500 y se incubd en agar dextrosa y papa (PDA)
adicionado con agar bacterioldgico al 0.5% (p/v) a 37°C por 96 horas, resembrando cada tres
semanas por picadura y extension masiva para su conservacion y posteriormente se mantuvo

en refrigeracién a 4°C.

5.1.1 Preparacion del indculo: suspension de esporas

Para la preparacion de la suspension de esporas se utilizaron cajas de medio PDA resembradas
con el microorganismo A. flavipes FP-500, incubadas a 37°C por 96 horas. Se us6 una soluciéon
isotdnica al 0.9% de NaCl (p/v) con Tween 80 al 0.05% (v/v) para liberar mecanicamente las
esporas mediante un raspado superficial de las colonias con un asa Drigalsky estéril. La
suspension obtenida se centrifugd a 500 rpm, descartando el sobrenadante y posteriormente
se adiciond un volumen de solucién salina-Tween 80 equivalente a desechado y se agité para
resuspender el botén de esporas. Se hicieron dos lavados mas, centrifugando vy
resuspendiendo en nueva solucidn salina-tween 80, todo en condiciones asépticas. Una vez
resuspendido el botdn tras del tercer lavado, se tomd una alicuota, se hizo una diluciéon 1/100
y se determind la concentracién de esporas de la suspensién, contando al microscopio el

nlimero de esporas en una camara de Neubawer.

5.2 Composicion del medio y condiciones de cultivo

Se usé un medio de cultivo liquido compuesto por medio basal (ver anexo A) con cdscara de
limon al 2% (p/v) como fuente de carbono compleja, ajustando el pH a 3.0 antes de esterilizar
a121°C, 15 psi por 20 min.

Se hizo una fermentacién en lote de 10 matraces de 500 mL con 100 mL medio de cultivo
liquido (medio basal con cascara de limdn al 2% (p/v)), inoculando para una concentracion final
de 1X10° [esporas/mL de medio de cultivo], e incubando a temperatura de 37°C con agitacién

de movimiento reciprocante a 200 rpm.

5.3 Obtencién y concentracion del filtrado libre de células

Una vez finalizado el tiempo de la fermentacion, se filtré el caldo de cada uno de los matraces
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por separado a través de algoddn separando asi la biomasa y obteniendo el filtrado libre de
células.

Se ultrafiltraron 805 mL del FLC (provenientes de los 10 matraces de la FS) en una celda de
ultrafiltraciéon de 400 mL usando una membrana de 10,000Da, con una presion de 40 psi

obteniendo 37.5 mL de concentrado enzimatico libre de células.

5.4 Métodos de analisis: Caracterizacion de los concentrados enzimaticos

5.4.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

En tubos de ensaye de 13X100 mm se agregaron 50 uL de muestra, 150 uL de agua destilada y
1mL de reactivo de Bradford. Después de agitar en el vértex se hicieron las lecturas en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 495 nm, calculando la cantidad de proteina

total por medio de una curva patréon de 0 -250 ug/mL de albumina bovina sérica.

5.4.2 Cuantificacion de actividad exo-pectinasa

Se prepard la mezcla de reaccion en tubos de 16x150 mm con 0.5 mL de solucidn de pectina
de frutas citricas al 1% p/v, 0.4 mL de solucién amortiguadora de acetatos 100 mM (pH=5) y
100 uL de FLC. La reaccion enzimdtica se inicié adicionando los 100 pL de FLC e incubando
durante 20 min a una temperatura de 45°C. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la
reaccion adicionando 2 mL de reactivo 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Se incubd en un bafio de
agua a ebullicién por 5 min y se afiadieron 5 mL de agua destilada. Se centrifugaron las
muestras a 500 rpm durante 5 min. Se determind la absorbancia de las muestras a una
longitud de onda de 575 nm. En el caso de los blancos se incubaron sin muestra y al término de
los 20 minutos se incubacién se afadieron primero los 2 mL de DNS y después los 100 plL de
FLC. Se determiné la actividad exo-pectinolitica partir de la cuantificacién de grupos reductores
liberados por la actividad enzimatica empleando una curva patrén de 0 - 1000 pg de acido
galacturénico. La actividad se expresa en unidades enzimaticas (U), definidas como la cantidad

de enzima que produce un micromol de acido D-galacturénico en dichas condiciones.

5.4.3 Ensayo viscosimétrico para medir actividad endo-pectinasa

Se instaldé un viscosimetro tipo Cannon-Fenske No. 200 limpio y seco en un bafio de agua a
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30°C en posicion vertical. Posteriormente se pipetearon 10 mL de sustrato en el viscosimetro y
se mantuvieron a 30°C durante 5 min. A tiempo cero se adicionaron 0.5 mL de solucién de
enzima en el matraz de sustrato, oprimiendo el crondmetro (1) y se mezclé vigorosamente. De
inmediato se pipeted la mezcla de reaccion. Se aplicd succion por el tubo conectado al capilar
del viscosimetro, hasta que la solucién quedé arriba del menisco superior. Se midié el tiempo
de eflujo de la solucién al atravesar los meniscos con el cronémetro (2). Al mismo tiempo se
registro la lectura en el crondmetro para el tiempo de reaccién. Se succioné inmediatamente la
mezcla de reaccién sobre el menisco superior y se midié nuevamente el tiempo que tarda la
solucidon en atravesar los meniscos con el crondmetro (2). Se registré de nuevo la lectura en el
crondmetro (1) al pasar por el menisco superior. Se repitid la operacion hasta obtener 4
determinaciones del tiempo de reaccidn.

Se prepard un blanco de sustrato pipeteando 0.5 mL de agua destilada en el matraz de
sustrato y se tomaron las mismas mediciones que cuando se agregd la solucién enzimatica,
calculando el promedio de los cuatro valores obtenidos.

También se prepard un blanco de agua pipeteando 10.5 mL de agua destilada equilibrada a
30°C y se midio el tiempo de eflujo cuatro veces, calculando el promedio de los valores
obtenidos.

Se calculd la fluidez relativa (Fr) y el tiempo de reaccién (Tn) en minutos para cada tiempo de
reaccién, asi como las pendientes entre las 4 determinaciones y se hizo un promedio que dio
como resultado las UFR/min. Las U/mL se calcularon multiplicando el dato anterior por un

factor de 20.

5.4.4 Cuantificacién de actividad xilanolitica

Se determiné a partir de la cuantificacién de azlcares por la técnica DNS empleando una curva
patrén de 0 - 1000 pg xilosa. La mezcla de reaccidn se prepard con 0.5 mL de solucién de xilano
de abedul al 1% (p/v), 0.4 mL de solucién amortiguadora de acetatos 100 mM pH=5.0y 1 mL
del FLC. La reaccién enzimdtica se inicié adicionando 100 pL de FLC e incubando durante 20
min a una temperatura de 50°C. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la reaccién
adicionando 1 mL de reactivo DNS. Se incubd en bafio de agua a ebullicién por 5 min y se
anadieron 5 mL de agua destilada. Se determind la absorbancia de las muestras a una longitud

de onda de 575 nm en el espectrofotémetro. En el caso de los blancos, se incubaron sin
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muestra y al término de los 20 minutos se incubacidn se afiadié primero 1 mL de DNS vy
después los 100 pL del FLC. Se definié como una unidad enzimatica xilanolitica (U) la cantidad
de enzima necesaria para catalizar la produccién de un micromol de xilosa 20 minutos de las

condiciones del ensayo.

5.4.5 Cuantificacién de actividad de carboximetilcelulasas

Se determind a partir de la cuantificacion de azlcares reductores por la técnica DNS
empleando una curva patrén de 0 - 1000 pg de D-glucosa. La mezcla de reaccion se prepard
con 0.5 mL de solucién de carboximetilcelulosa al 1% (p/v), 0.4 mL de solucién amortiguadora
de acetatos 100 mM pH=5.0 y 1 mL de FLC libre de células. La reaccién enzimatica se inicid
adicionando 100 pL de FLC e incubando durante 1 h a una temperatura de 50°C. Una vez
transcurrido el tiempo se detuvo la reaccidn adicionando 1 mL de reactivo DNS. Se incubd en
bafio de agua a ebullicidon por 5 min y se afiadieron 5 mL de agua destilada. Se determind la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 575 nm en el espectrofotémetro. En el
caso de los blancos, se incubaron sin muestra y al término de la incubacién se afiadié primero
1 mL de DNS y después los 100 pL de FLC. Se defini6 como una unidad enzimatica de
carboximetilcelulasas (U) a la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccién de un

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

5.4.6 Cuantificacion de actividad de pectin y pectato liasas

Agregar a un tubo de ensayo, 0.5 mL de solucién amortiguadora tris-acetatos 100 mM pH=9.5
con CaCl; 24 mM y 0.5 mL de solucion de pectina 1% (p/v) pH=5.0, el pH de la mezcla de
reaccién sera 8.8. Atemperar por 5 minutos a 40°C y enseguida afadir 200 uL del FLC libre de
células, mantener la reaccién en un bafio de agua a 40°C durante 1h. Inmediatamente
transcurrido el tiempo detener la reaccidon con 100 uL de HCl 1N. Posteriormente hacer una
dilucién 1/10, tomando 200 pL de la mezcla de reaccion y 1.8 mL de solucién HCl 10 mM, la
cual se lee a una longitud de onda de 235 nm en el espectrdmetro. Con las absorbancias
obtenidas se determinan las unidades enzimaticas (U), como la cantidad de enzima necesaria
para formar un micromol de producto por minuto de reaccién. En el caso de los blancos, el
filtrado enzimatico se agregd después de transcurrida la hora de incubacién, todo lo demas se

hizo de la misma manera que para la muestra.
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5.4.7 Obtencidn de geles de SDS-PAGE y zimogramas

La preparacion de los geles de poliacrilamida con SDS de 8 x 8 cm se realizd en condiciones
desnaturalizantes. La electroforesis se corrié con 5 pL de muestra estandarizadas a 50 ug de
proteina para las preparaciones enzimaticas comerciales y con 101 ug de proteina para el CE
de A. flavipes. Se corrid a corriente constante (15 mA por gel) por 66 min a través de la unidad
de geles verticales de 1.5 mm Migthy Small SE-245 (Hoefer Sci Ins USA). Después de ese
tiempo, los geles de proteina (con el marcador de peso molecular) se sumergieron en una
disolucion de azul de coomasie R-2050 al 0.025%, metanol al 40% v/v y acido acético al 7% v/v
durante 30 min para teiiir la proteina y se destifieron con una solucidn de acido acético al 10%
(v/v). En cambio, los zimogramas de actividad no se tifieron con azul de coomasie sino que se
incubaron a 37°C en 100 mL de buffer de renaturalizacion sin agitaciéon durante 1h. Se decanté
el buffer y se adicionaron 100 mL de solucién amortiguadora de acetatos 100 mM pH=5
incubandose a 37°C por 30 min. Nuevamente se decanté el buffer y el zimograma de actividad
pectinolitica se sumergié en 100 mL de solucién de pectina 1% (p/v) en buffer de acetatos 100
mM pH=5 mientras que el zimograma de actividad xilanolitica se sumergié en 100 mL de
solucion de xilano de abedul 1% (p/v) en buffer de acetatos 100 mM pH=5, ambos se
incubaron a 37°C durante 30 minutos mas. Se decantd el buffer, se elimind el exceso de
pectina o de xilano con agua destilada y se incubaron los geles por separado en 40 mL de
etanol al 96% a temperatura ambiente durante 15 min. Se retiré el etanol y se lavd el exceso
con agua destilada. Se rehidrataron en 100 mL de agua destilada durante 10-15 min. Para la
tincién se sumergid el gel de actividad pectinolitica en 100 mL de una solucién de rojo de
rutenio durante 20 min y después se lavd en agua destilada dejandolo en agitacién suave para
facilitar el lavado del colorante haciendo cambios de agua periédicamente hasta que las
bandas fueron visibles. Para el zimograma de actividad xilanolitica se sumergio el gel en 100
mL de soluciéon de rojo congo durante 20 min y después se decantd la solucién de rojo congo y
se le adicionaron 100 mL de solucién NaCl 1M durante 15 min aprox. ya que las bandas se
hicieron visibles en este tiempo y se capturd su imagen en rojo dentro de la siguiente media
hora. Se sumergid en una solucion de acido acético 10% (v/v) para su mantenimiento.

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

y las preparaciones enzimaticas comerciales que no fueron dializadas.
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5.5 Métodos: Caracterizacion del jugo de naranja

5.5.1 Obtencién del jugo de naranja

Las naranjas fueron adquiridas en la central de abasto del D.F. comercialmente maduras y
libres de dafios fisicos, pertenecientes a la variedad “Valencia” y provenientes del estado de
Veracruz. El jugo se obtuvo por presiéon manual de al menos 17 kg de naranja. Se mezclé bien

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

5.5.2 Determinacion de pH
Se midiéd el pH usando un potencidmetro con electrodo de vidrio Marca Corning 320
previamente calibrado con soluciones amortiguadoras de referencia marca Hycel (México) pH

4.0 +£0.01y pH 7 +0.01.

5.5.3 Determinacidn de acidez total

Se realizé la titulacién volumétrica acido-base de 7 mL de jugo de naranja filtrado con una
solucién valorada de NaOH 0.0903N usando dos gotas de azul de bromotimol como indicador.
Se expresé la concentracidn de acido citrico en %, siendo el dcido que se encuentra en mayor

proporcion.

Volkon X Nkon X meQacido z
% acido Z = X100
peso muestra (g)

donde los meq del acido citrico para los frutos citricos es de 0.070

5.5.4 Cuantificacidn de azucares reductores directos

En tubos de 16 x 150 mm se adicionaron 100 pL de jugo diluido 1/10 y 900 pL de agua
destilada. Se agregd 1 mL de reactivo DNS, se incubé en baiio maria a ebullicion por 5 min y se
afiadieron 5 mL de agua destilada. Se centrifugaron las muestras a 500 rpm durante 5 min. Se
determiné la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 575 nm. No se requiere
de la preparacion de blancos. Se determind cantidad de grupos reductores empleando una

curva patron de 0 - 1000 pg de acido galacturdnico.
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5.5.5 Cuantificacion de azucares totales

En tubos de ensaye de 22x175 mm se agregaron 0.5 mL de la solucién problema cuidando de
que se tuviera una concentracién maxima de 0.1 mg/mL. Se agregaron 0.5 mL de fenol al 5%
(p/v). Se adicionaron 2.5 mL de &cido sulfurico concentrado con una pipeta de vidrio
permitiendo que el 4cido cayera vigorosamente sobre la mezcla de soluciéon de azlcares y
fenol. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y después de agitd en voértex. Se leyd la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 490 nm. Se determiné la cantidad de

azucares por medio de una curva patrén de 0 - 100 pg de acido galacturénico.

5.5.6 Determinacion de sélidos solubles
Segln la NOM-173-SCFI-2009 los sodlidos solubles provenientes de fruta son cuantificados
como grados Brix, por lo que se efectud la lectura de las muestras de jugo filtrado estabilizadas

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

5.5.7 Determinacidn de la claridad del jugo
Se determind la absorbancia de las muestras del jugo filtrado, centrifugado 10 mL de jugo a
500 rpm por 5 min y luego se midieron las muestras a una longitud de onda de: 660 nm, en un

espectrofotémetro.

5.5.8 Determinacidn de la viscosidad

Se midid la viscosidad del jugo en un viscosimetro tipo Cannon-Fenske No. 200 limpio y seco
en bafo de agua a 30°C en posicidn vertical. Se pipetearon 10 mL de substrato y 0.5 mL de HCI-
agua 50:50 en el viscosimetro y se equilibré a 30°C durante 5 min. Se midié el tiempo de eflujo
cuatro veces y se calculé el promedio.

Se calculd la velocidad de reduccién de la viscosidad de acuerdo con la siguiente férmula
propuesta por (Singh, et al. 2005):

A= (ta-t)/(ta-t0)*100

Donde, A=velocidad de reduccién de la viscosidad, t es el tiempo de eflujo de la muestra, t, es

el tiempo de eflujo de jugo al tiempo cero y to es el tiempo de eflujo del agua.

36



5.5.9 Determinacion de los sélidos insolubles en alcohol

Se pesaron 20 g de jugo con pulpa (sin filtrar) y se le agregaron 300 mL de agua destilada para
después cocerlo a fuego bajo por 30 min. Se filtré sobre papel filtro a peso constante y se lavd
con 10 mL de etanol-agua 80:20. Se sed el residuo a 37°C por 12 h. Se expresé el resultado

como porcentaje en peso % (p/p).

5.5.10 Determinacion del peso residual
Se secé el residuo de las pruebas de filtracion por corriente de flujo de aire hasta alcanzar peso

constante (se usd filtro a peso constante) y se expreso el resultado como porcentaje en peso

% (p/p).
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5.6 Esquema general de la metodologia
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CAPITULO 6. Resultados y Discusion

El presente trabajo se desarrollé en tres partes. Durante la primera parte (ver seccién 6.1) se
obtuvo un Filtrado Libre de Células (FLC) por Fermentaciéon Sumergida (FS) en lote con el valor
de actividad enzimatica mas elevado posible utilizando a A. flavipes como productor de
enzimas pectinoliticas. Una vez obtenido, el filtrado se concentrd por ultrafiltracion. En la
segunda parte (ver Seccién 6.2) se hizo la caracterizaciéon del concentrado enzimatico (CE)
obtenido en la etapa anterior y de las preparaciones enzimaticas comerciales (cuyos nombres
comerciales no son mencionados para resguardar el trato de confidencialidad del proveedor);
durante esta etapa se midieron cinco actividades enzimdticas relacionadas con Ia
transformacion de carbohidratos complejos presentes en la pared celular y también se realizé
la electroforesis de los concentrados enzimaticos para conocer el perfil de sus proteinas
constitutivas. Asimismo, con la elaboracidon de zimogramas se identificaron las proteinas del
perfil electroforético de los concentrados que presentaron actividad pectinolitica o xilanolitica.
Finalmente, durante la tercera etapa (ver Seccién 6.3) se cred una metodologia que permite
analizar el jugo tratado enzimaticamente con el CE de A. flavipes, asi como responder si se
facilita la filtracion del jugo de naranja y en qué medida lo hace en comparacién con enzimas

pectinoliticas comerciales.
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6.1 Evaluacidn preliminar de los parametros de cultivo para la produccién de pectinasas.

Se produjeron varios filtrados enzimaticos por medio de fermentacién sumergida conteniendo
cascara de limén como fuente de carbono a diferentes concentraciones y también a diferentes
valores de pH. Se utilizaron condiciones de incubacion predefinidas por el grupo de Fisiologia
de Hongos Filamentos que han demostrado dar valores Optimos de crecimiento y de
produccidn de pectinasas: temperatura de incubacién 37°C, agitacidn reciprocante a 200 rpm,
indculo de 1X108 esporas/mL y tiempo de incubacion de 72 h.

A continuacion se muestran las condiciones y los resultados obtenidos de la determinacion de

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

Tabla 3. Actividades exo y endo pectinoliticas de los FLC obtenidos en diferentes condiciones.

% Cascara de limén 3% 3% 2% 2%
pH inicial del Medio Liquido 4.5 4.2 4.0 3.8
Actividad Exopectinolitica Filtrado [U/mL] 0.138 0.018 3.008 8.51
Actividad Endopectinolitica Filtrado [U/mL] 0.305 0.468 0.142 1.095

De acuerdo a la tabla anterior, la cantidad de cascara de limén agregada al medio parecio
facilitar la produccién de pectinasas cuando se afiadié en una proporcién del 2%. Durante la
fermentacion se observd que los matraces con 3% de cascara de limén causan problemas de
heterogeneidad en el medio por la adhesidn y retencion del sustrato en la parte superior de los
matraces obstaculizando parcialmente la aireacién y por tanto la oxigenacién del medio. Por
esta razon se disminuyé la produccion de enzimas pectinoliticas, y ademas se podria favorecer
la formacidn de otro tipo de estadios fisioldgicos del hongo utilizado.

Las actividades obtenidas fueron en general bajas, por lo que se disminuyé aun mas el pH de
produccidn de pectinasas. Se probaron dos nuevos valores de pH, 3.0 y 3.5 y se compararon
con los valores anteriores utilizados de 4.0 y 4.2. Esta vez se utilizé un nuevo lote de cascara de
limén deshidratada debido a que el primer lote utilizado se termind. Debido a la naturaleza de
las frutas el nuevo lote debidé tener caracteristicas ligeramente distintas al lote utilizado
anteriormente en cuanto a su composicion, lo que repercutié en al pH natural del medio, la
cantidad de pectina que contiene y por tanto la capacidad que tiene de inducir la produccion

de enzimas pectinoliticas. En otros trabajos (Venkatesh y Umesh-Kumar 2006) se ha
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encontrado que la mayoria de las pectinasas de origen microbiano se producen por debajo de
pH=5.0, y el grupo de Fisiologia y Hongos Filamentosos ha utilizado un pH de 4.2 para la
produccidn de pectinasas con A. flavipes en trabajos previos (Victoria, 2007; Garcia, 2009).

La mayor actividad exopectinolitica en el rango de pH evaluado se encuentra en pH 3.0 (Figura
13). Las actividades exopectinoliticas en otros valores de pH son cercanas pero inferiores a
las del pH 3.0. En cambio, la actividad endopectinolitica en pH 3.0 es muy superior a las de
otros valores de pH, y siendo ésta la de mayor interés por estar relacionada con la disminucidn

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

26.3 H Actividad Endopectinolitica
@ Actividad Exopectinolitica

Actividad Enzimatica

.
3 3.5 pH 4 42

Figura 13. Evaluacion del pH de produccién de exo y endo-pectinasas en medio con cdscara de limén al 2%,

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

de datos por duplicado).

Por los resultados obtenidos es posible afirmar que el pH inicial del medio influyé en la
produccién de la actividad exo pero particularmente en la produccidon de la actividad
endopectinolitica. Segun (Martinez, 2009) los valores de pH mas acidos favorecen la
produccién de enzimas exo-pectinoliticas, sin embargo esto no se apreci6 de forma
determinante en la evaluacidon del pH realizada en este trabajo, en cambio la actividad
endopectinolitica es claramente superior en los valores de pH cercanos a 3.0.

Este comportamiento es congruente con las pectinasas producidas por los hongos saprofitos
gue se caracterizan por tener pH éptimos acidos, y se producen y secretan preferencialmente

a condiciones acidas de crecimiento (Martinez, 2009).
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A partir de las fermentaciones realizadas con anterioridad se dedujo que la cantidad de cdscara
de limén utilizada seria del 2% y que el pH del medio seria ajustado a 3.0. Se llevd a cabo una
fermentacién con estas nuevas condiciones. Cabe mencionar que el medio fue ajustado a 3.0,
sin embargo el pH final del medio para la inoculacién después de la esterilizacién en autoclave
fue de 3.2.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de las actividades endo y exo-pectinoliticas
del filtrado obtenido, concentrado 21.5x veces por ultrafiltracién. Se incluyen los resultados

del monitoreo a lo largo de su almacenamiento en congelacién a -18°C hasta su utilizacién.

Tabla 4. Efecto del almacenamiento en las actividades endo- y exo-pectinoliticas del CE.

Dias de almacenamiento a -18°C

0 17 82
Actividad endopectinolitica del CE [U/mL] 585.53 407.52 267.76
Actividad exopectinolitica del CE [U/mL] 225.23 132.45 588.44

Nota: El CE fue obtenido por ultrafiltracién a partir de un filtrado libre de células con 12.08 U/mL de

actividad exopectinolitica y 20.68 U/mL de actividad endopectinolitica.

Las actividades pectinoliticas obtenidas para el nuevo CE de A. flavipes fueron muy elevadas,
tomando en cuenta que el CE de las primeras fermentaciones realizadas tuvo una actividad
endopectinasa de 6.5 U/mL y ahora el nuevo CE obtenido presenté una actividad
endopectinasa de 585.5 U/mL, es decir, noventa veces mas actividad. Por ello, se decididé que
fuera usado para las pruebas de aplicacidon en jugo de naranja y también fue caracterizado
junto con las preparaciones enzimaticas comerciales. Sin embargo, se observa que durante el
almacenamiento tanto la endopectinasas como la exopectinasas van perdiendo actividad a
pesar de que el concentrado se mantuvo en congelacion a -18°C hasta su uso. Con respecto a
la actividad exopectinolitica determinada en el dia 82 de almacenamiento, que evidentemente
se sale de la tendencia, se asume que pudo haberse incrementado por la sedimentacion de
una fraccién desconocida de sdlidos que probablemente inhibieron parcialmente la actividad
durante los primeros dias de almacenamiento y que una vez removidos permitieron recuperar
la actividad.

En un futuro seria interesante evaluar el efecto del almacenamiento en ultracongelacion para

estudiar como es que se modifica la estabilidad y actividad de las enzimas producidas.
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Se sabe que la limitada estabilidad al almacenamiento de las enzimas en formulaciones
acuosas liquidas debe considerarse como el factor limitante principal para la aplicacion mas
extendida de las enzimas (Luppo, et al. 2005) y es frecuente que las preparaciones comerciales
gue contienen enzimas aprovechen la ventaja de la estabilidad al almacenamiento de una
enzima en estado seco como es el caso de la PEC-A.

Si en un futuro se quisiera conservar el filtrado crudo enzimatico como formulacién liquida se
requeriria de la adicién de altas concentraciones de estabilizadores miscibles con el agua
destinados a rebajar la actividad de agua de la formulacidn, ya que una baja actividad de agua
en una composicidn acuosa también es ventajosa para prevenir el crecimiento microbiano en

la composicién (Luppo, et al. 2005).
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6.2 Caracterizacion de los concentrados enzimaticos

Durante la segunda etapa se llevd a cabo la caracterizacion del CE de A. flavipes y de las
preparaciones comerciales para conocer las actividades enzimdticas que presentan cada una
de ellas. Se cuantificd la proteina y se estandarizé su concentracion para comparar el perfil de
proteina de los concentrados mediante la preparacién de geles de electroforesis. También se
comparo¢ el efecto de la aplicacion de los concentrados enzimaticos para el tratamiento de jugo

de naranja. Los resultados obtenidos se muestran a continuacidn.

6.2.1 Determinacidn de actividades enzimaticas

Se ha demostrado que la pectina es un excelente inductor de actividad exopectinolitica en
diversos tipos de cultivos, sin embargo la naturaleza de las exopectinasas es constitutiva
(Martinez, 2009). Debido a que la cascara de limén tiene un alto contenido de pectina (15-21%
en base seca segun (Madrigal, et al. 1996) se espera que al utilizarla como Unica fuente de
carbono en un medio de FS se presenten buenas actividades exopectinoliticas para el CE.

En la Figura 14 se observd la actividad exopectinolitica medida por la liberacién de grupos
reductores (acido galacturénico) debido a la actividad enzimatica. La PEC-B es la que presenté
mayor actividad, seguido de la PEC-A y por ultimo de encuentran la PEC-Cy el CE de A. flavipes.
Cabe mencionar que esta determinacién no permite conocer cuantas y cudles con las enzimas

exopectinoliticas que estan presentes en cada uno de los concentrados enzimaticos.

100.00 -
85.6

80.00 72.2 w PEC-A
[5+]
E u PEC-B
% 60.00 4
5 45.2 449 PEC-C
g‘" 40.00 4
£ uCE
=)

20.00 -

0.00 -~
Concentrados Enzimaticos

Figura 14. Actividad exopectinolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos para una

incubacion a 452C durante 20 min.
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Con respecto a la produccion de endopectinasas, se sabe que es inducible y que la pectina es el
principal inductor (Martinez, 2009). Como la pectina esta presente en buena cantidad en la
cascara de limén, se esperaba que hubiera una elevada produccién de endopectinasas en el CE
de A. flavipes aunado a que hay una influencia clara de los valores mas acidos de pH sobre
dicha produccién.

Como se puede observar en la figura 15, la PEC-C tuvo una gran actividad endopectinolitica
dominando a todos los concentrados enzimaticos. Dado que esta actividad enzimatica es la
mas importante en la reduccion de la viscosidad de los jugos de frutas, se esperaria que su
aplicacion en el jugo de naranja fuera muy positiva para el aumento del rendimiento. El CE de
A. flavipes se encontré practicamente a la par con la PEC-A y tuvieron actividades
endopectinoliticas muy aceptables, mientras que la PEC-B y la PEC-C presentaron actividades

endopectinoliticas sobresalientes.

150.00
125.2
- 120.00 4
£ B PEC.
g 90.00 - PEC-A
a W PEC-B
%‘) 60.00 PEC-C
5 CE
30.00 B
0.00
Concentrados Enzimaticos

Figura 15. Actividad endopectinolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos determinada a
30°C.

A. flavipes es capaz de producir enzimas xilanoliticas con fuentes de carbono complejas, y la
sintesis de estas enzimas se ve fuertemente influenciada por los componentes presentes en el
medio de cultivo (Alvarez, et al. 2003). Debido a que existen hemicelulosas en la pared celular
de la céscara de limén y que la produccién de xilanasas es inducida por el sustrato, se esperaba
que hubiera produccion de este tipo de enzimas en el CE de A. flavipes.

Como se muestra en la figura 16 se observo que la actividad xilanolitica fue mejor para la PEC-

B seguida de la CE. Posteriormente se encontraron la PEC-C y por ultimo la PEC-A. Cabe
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mencionar que esta determinacién no permite conocer cuantas ni qué enzimas xilanoliticas
estdn presentes en cada uno de los concentrados enzimaticos, sino la liberacidn de grupos

reductores (xilosa) liberados por dicha actividad enzimatica.

10.00

8.00 + 7.2
[4+1
k= uw PEC-A
g 6.00 -
a 4.2 i PEC-B
g 400 PEC_C
S~
= 200 - 1.2 “CB

’ 0.8 ’
0.00 -
Concentrados enzimaticos

Figura 16. Actividad xilanolitica especifica de los diferentes concentrados enzimaticos cuantificada para una
incubacidén a 50°C durante 20 min.

La produccidn constitutiva de pectin y pectatoliasas no se ha reportado explicitamente en los
trabajos que estudian la produccién de pectinasas por diversos hongos. Por otro lado se
considera a la pectina y al acido galacturénico como inductores de esta actividad (Martinez,
2009). Las pectin y pectatoliasas son de gran valor para la despectinizacion de las bebidas
debido a que no producen metanol como las pectinesterasas que llevan a cabo Ia
demetoxilacion de la pectina.

La medicion de las pectin y pectatoliasas fue determinada por medio de la formacién de dobles
ligaduras entre el C-5 y el C-6 de las unidades de acido galacturénico que forman la molécula
de pectina. En la Figura 17 se observd la presencia de actividad conjunta de pectin y
pectatoliasas en todos los concentrados enzimdticos, siendo el CE de A. flavipes el que
presenta hasta 10 veces mas actividad y por tanto, el que domina a todos los concentrados

enzimaticos.
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Figura 17. Actividad especifica de pectin y pectatoliasas de los diferentes concentrados enzimaticos

cuantificadas para una incubacion a 40°C durante 60 min.

Fue posible determinar la actividad celulolitica de carboximetilcelulasas en los concentrados
enzimaticos por medio de la cuantificacién de la liberacidon de azucares reductores (dextrosa)
como resultado de la actividad enzimatica.

En la Figura 18 se observé que la actividad de las carboximetilcelulasas presentes en los
concentrados enzimaticos es poco relevante para la PEC-A, PEC-B y el CE, mientras que para la

PEC-C no se detecto actividad.
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Figura 18. Actividad especifica de carboximetilcelulasas de los diferentes concentrados enzimaticos

cuantificada para una incubacién a 50°C durante 60 min.

Para calcular la actividad especifica (Unidades enzimaticas por mg de proteina) fue necesario

cuantificar la proteina. Se utilizé el método de Bradford que es muy sensible y tiene como
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ventaja el ser rdpido y practico.

Los resultados que se muestran en la Figura 19 indicaron que la concentracidn de proteina de

los concentrados enzimaticos es suficiente grande como para afadir microvolimenes a los

geles SDS-PAGE y para ser suministrados en proporciones de ppm al jugo de naranja para su

tratamiento.
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Figura 19. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford de los concentrados enzimaticos.

Tabla 5. Resumen de las actividades enzimaticas especificas y cantidad de Proteina del CE de A.

flavipes y de las Preparaciones Enzimaticas Comerciales

Enzima CE de A. flavipes PEC-A PEC-B PEC-C
FP-500

Endopectinolitica 13.3 14.2 52.2 125.2
Exopectinolitica 44.9 72.2 85.6 45.2
Pectin y pectatoliasa 24.9 2.1 2.7 5.7
Xilanasa 4.2 0.8 7.2 1.2
Carboximetilcelulasa 4.5 2.8 7.1 0.0
Proteina 20.2 32.8 44.7 88.1

Segln se describe en la Tabla 5, el CE de A. flavipes tuvo actividades enzimaticas cercanas y en
algunos casos incluso mayores que las preparaciones enzimdaticas comerciales, por lo que se
esperaba que al aplicarlo en jugo de naranja puediera tener un buen desempefo para el

aumento del rendimiento de filtracién del jugo, lo que se estudid posteriormente en la Seccidn

6.3. De las preparaciones enzimadticas comerciales, la que parece que podria tener el mejor
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desempeiio en la aplicacién de jugo de naranja en la PEC-C por su alta actividad
endopectinolitica.

6.2.2 Perfiles Electroforéticos

Se corrieron geles SDS-PAGE al 12% de acrilamida para analizar los concentrados enzimaticos.
El CE de A. flavipes fue dializado contra buffer de acetatos pH=5 para mejorar su estabilidad
durante el corrimiento del gel. Los carriles de la PEC-A, PEC-B y PEC-C se corrieron con 50
microgramos de proteina y el del CE de A. flavipes se corrié con 101 microgramos de proteina
para permitir la visualizaciéon de las bandas menos evidentes. Se cargaron 3 series de las
muestras, la primera se utilizdé para la visualizacién de las bandas de proteina constitutivas de
los concentrados enzimaticos. La segunda y la tercera serie fueron tratadas para observar las
bandas de actividad pectinolitica y xilanolitica, es decir, se elaboraron zimogramas de actividad
in situ.

La Figura 20a corresponde al perfil electroforético de proteina por lo que se observan las
proteinas constitutivas de los diferentes concentrados enzimaticos. Los concentrados
enzimaticos son diferentes y por lo tanto tienen perfiles de proteina distintos debido a que
provienen de diferentes microorganismos y es muy probable que hayan sido producidos con
diferentes fuentes de carbono. Sin embargo, podrian tener algunas proteinas en comun debido
a que hay compatibilidad en los pesos moleculares de algunas de las bandas.

El carril 1 representa al marcador de peso molecular de bajo espectro con proteinas puras
ubicadas en un rango de 14.4 - 97.4 KDa. En el carril 2 se presentd un barrido lo que indica que
hubo una gran cantidad de proteinas presentes, y se logré observar que hubo al menos 5
bandas suficientemente definidas en un rango 35-60 KDa, en el carril 3 hubo una banda
intensa alrededor de los 46 - 47 KDa y muchas mas poco intensas a lo largo de todo el carril, en
el carril 4 hubo al menos tres bandas muy intensas en el rango de 31 - 55 KDa, pero también
hubo otras menos intensas a lo largo del carril, finalmente en el carril 5 hubo una banda muy
intensa en 46 - 47 KDa y otras mas mucho menos intensas pero muy bien definidas por debajo
de los 43 KDa.

Fue notable que la mayor parte de las proteinas presentes se encontraron en un rango de 30 a
60 KDa, ya que las enzimas de mayor interés de este estudio oscilaron precisamente en ese
intervalo. Se pudo observar también un nimero variable de proteinas constituyentes debido a

qgue los concentrados tuvieron diferentes origenes y los microorganismos utilizados para su
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obtencién también fueron distintos, sin embargo, hubo correspondencia entre algunas de las
proteinas presentes en dos o mas concentrados enzimaticos lo que podria indicar que pueden
estar presentes el mismo tipo de proteinas en algunos casos o simplemente tienen el mismo
peso molecular o uno muy aproximado.

En la figura 20b se muestra el zimograma de actividad pectinolitica. En todos los carriles se
observan bandas de actividad de pectinasas hidroliticas caracteristicas entre los 30 - 50 KDa
(halos por degradacion del sustrato, es decir degradacién de pectina). Asimismo, la presencia
de bandas de tipo “mancha oscura” presentes en los carriles 6, 7 y 8 con pesos moleculares
aproximados entre 20 - 30 KDa podrian indicar la presencia de pectinesterasas debido a que es
caracteristico del acido poligalacturdnico el tefiirse mas intensamente que la pectina. En el
carril 9 no parece haber presencia de pectinesterasas.

Observando la figura 20c se aprecia que si existe actividad xilanolitica en los concentrados
enzimaticos por que estdn presentes algunas bandas de actividad caracteristicas. En el carril
10, hubo una o varias bandas intensas arriba de los 50 KDa. En el carril 11 hubo bandas tenues
alrededor de los 33 KDa y alrededor de los 67 KDa, también se identifica una banda mds oscura
en alrededor de los 46 KDa y que se desconoce el motivo de su coloraciéon intensa pero podria
tratarse de una glicoproteina. En el carril 12 también se aprecian bandas en 25, 47, 58 - 67
KDa. Finalmente en el carril 13 se observan bandas en 25 y 46 KDa. A continuacion se

muestran las imagenes de los geles obtenidos.
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Figura 20. Geles SDS-PAGE. a) Electroforesis SDS-PAGE tefiido con azul de Coomasie. b) Zimograma de
actividad pectinolitica tefiido con rojo de rutenio. c) Zimograma de actividad xilanolitica tefiido con
rojo congo.
1)Marcador de peso molecular; 2,6,10) PEC-A; 3,7,11) PEC-B; 4,8,12) PEC-C; 5,9,13) CE de A.

flavipes.
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6.3 Aplicacidn de los extractos enzimaticos en el jugo de naranja

Se realizé una evaluacion de las caracteristicas del jugo de naranja sin adicidn de enzimas para
conocer el comportamiento de las enzimas enddgenas que se liberan de forma natural con la

extraccién del jugo.

Posteriormente se hizo el tratamiento del jugo de naranja con los diferentes concentrados

enzimaticos para compararlos entre si y se analizo el jugo resultante de dicho tratamiento.

6.3.1 Evaluacion de las caracteristicas del jugo de naranja

Se midié la actividad pectinolitica y xilanolitica de las enzimas presentes de forma natural en el
jugo de naranja para definir si tendrian algin impacto en los resultados de las pruebas
realizadas después del tratamiento enzimatico del jugo.

En la figura 21 se observa que las enzimas presentes de forma natural en el jugo de naranja
tuvieron una actividad exopectinolitica de 16.5 U/mL y una actividad xilanolitica de 5.8 U/mL.
Estas determinaciones se hicieron en las condiciones estadndar del Grupo de Fisiologia de
Hongos Filamentosos que comprenden un tiempo de incubacién de 20 min. Sin embargo, se
hizo la determinacién de las mismas actividades en un tiempo de 60 min para conocer su
comportamiento en un tiempo de incubacién mas prolongado. Para esas determinaciones la
actividad exopectinolitica fue de 19.1 U/mL y la actividad xilanolitica es de 7.9 U/mL, que son
valores que representan menos del 3% y 28% respectivamente de la actividad de las
preparaciones enzimaticas comerciales con menor actividad.

Con estos resultados se demuestra que las enzimas enddgenas de la naranja pudieron haber
tenido un impacto moderado en los resultados de las actividades exopectinolitica y xilanolitica

en las pruebas posteriores.
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Figura 21. Actividad exopectinolitica y xilanolitica de enzimas presentes de forma natural en el jugo de

naranja.

Adicionalmente, se encontré una longitud de onda adecuada para realizar las lecturas de las
pruebas de claridad en el jugo de naranja. Se hizo una exploracién espectrofotométrica de dos
muestras de jugo en diferentes diluciones, una tratada enzimaticamente por 3 horas y un
control tratado con agua por el mismo tiempo y ambos a una temperatura constante de 45°C.
Esta exploracion se corrid a través del espectro en un rango de 200 nm hasta 800 nm, y seguln
lo que se aprecia en las figuras 22 y 23 se comprobd que a 660 nm no existen especies
presentes que absorban cumpliendo con lo reportado por Rai, et al. 2004. Se utilizé6 una
longitud de onda de 660 nm para hacer las mediciones evitando que haya interferencias y que
los valores de absorbancia sdlo estén dados por la cantidad de solutos presentes en las

muestras.
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Figura 22. Exploracién de 3 diluciones del control de jugo de naranja tratado por 3h a 45°C.
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Figura 23. Exploracién de 3 diluciones de jugo de naranja tratado enzimaticamente por 3 h a 45°C.

También fue posible observar un incremento en los valores de absorbancia en las muestras de
jugo tratado enzimaticamente con respecto al control, lo que es indicio de que la

concentracion de los azucares en solucion aumenta debido al tratamiento enzimatico.




6.3.2 Pruebas de filtracion y andlisis del jugo de naranja

Como primer experiencia con la filtracidn del jugo de naranja se hizo una prueba para observar
el impacto que tiene el tratamiento enzimdtico sobre el tiempo de filtracién y asi poder
establecer un tiempo de filtracion fijo para las pruebas posteriores.

Se exprimieron naranjas maduras y libres de dafios fisicos partidas por la mitad para obtener
jugo. El jugo se dividid en dos lotes con el mismo volumen y uno se traté con la PEC-C
(200ppm) vy al otro se le agrego un volumen equivalente de agua. Ambos fueron tratados por
90 min. Al jugo tratado con agua se le considera el control. Una vez terminado el tratamiento
del jugo, se filtraron por duplicado 100 mL de jugo de cada uno de los lotes a través de papel
filtro de cafetera hasta obtener 20 mL de jugo filtrado.

Como se puede observar en la figura 24, el jugo tratado con 200ppm de enzima por 90 min
tuvo una filtracion 3.28 veces mas rapida que el control, dejando claro que si hubo un impacto
positivo con el tratamiento enzimdatico porque se disminuye el tiempo de filtracién de jugo de

naranja en un 66.89% utilizando una de las preparaciones enzimaticas comerciales.
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Figura 24. Resultados de las pruebas de filtracion.

Con los resultados obtenidos de las pruebas de filtracidn, se sabe que el tratamiento
enzimatico con pectinasas disminuye el tiempo de filtracién y con tales observaciones se
optimizd la metodologia de la siguiente parte experimental.

Se planteé una metodologia para la medicién de algunos factores como acidez total, claridad,

azUcares totales, % de azlcares insolubles en alcohol, entre otros. Se utilizaron técnicas
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confiables y reproducibles para su medicién, tomando muestras a diferentes tiempos de
tratamiento enzimatico del jugo de naranja. Se hicieron algunas pruebas iniciales y se fue
ajustando la metodologia de acuerdo con las necesidades del experimento.

Como primer paso se hizo una cinética de 3 h de tratamiento enzimatico muestreando cada 45
min para conocer el tiempo de tratamiento mds adecuado.

En la figura 25 se puede observar que en el intervalo de 0 - 1.5 h de tratamiento hubo una
tendencia lineal en el aumento de la cantidad de jugo filtrado con respecto al tiempo de
tratamiento enzimatico. Una vez que se sobrepasaban los 90 minutos de tratamiento la
relacién ya no fue lineal llegando a un valor maximo que se hace evidente a partir de las 2.25 h
de tratamiento. Por el hecho de mantener cierta linealidad hasta los 90 min, se utilizd

posteriormente ese tiempo de tratamiento para el jugo.
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Figura 25. Cinética de tiempo de filtracién del jugo de naranja con tratamiento enzimatico a 45°C.

También se realizaron pruebas para verificar si las técnicas utilizadas para el analisis del jugo
de naranja son Utiles para este tipo de muestra. Por ejemplo, se midieron azlcares reductores
directos a diferentes tiempos de tratamiento enzimatico por el método descrito por (Dubois,
et al. 1956) y se verificd si es que los polisacaridos fueron hidrolizados hasta azuUcares
reductores, lo que seria un indicador de que la pectina fue hidrolizada hasta acido
galacturénico.

En la Figura 26 se observé un aumento en la concentracion de los azlcares reductores con
respecto al tiempo de tratamiento enzimatico lo que indica que el tratamiento si generé

azucares reductores, principalmente acido galacturdénico, como resultado de la hidrdlisis de la
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pectina. En el caso del control se presentd un ligero aumento en la concentracién de azucares
reductores que esta dado por la presencia natural de enzimas pectinoliticas en la materia

prima.
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Figura 26. Azucares reductores directos del jugo de naranja a diferentes tiempos de tratamiento enzimatico.

Una vez definida la metodologia y las técnicas de medicién se llevé a cabo el tratamiento
enzimatico de cinco lotes de 1 L de jugo a una temperatura constante de 45°C durante 90
minutos.

Se estandarizé la cantidad de enzima usada para el tratamiento enzimatico del jugo de acuerdo
a la actividad endopectinasa de los concentrados enzimdticos, porque al ser la que
despolimeriza la molécula de pectina y por tanto la que disminuye su tamaiio, se esperaba que
tuviera mayor impacto en el aumento del rendimiento de filtracién del jugo.

Los volumenes de enzima utilizados para el tratamiento enzimatico de cada uno de los lotes de

jugo se muestran a continuacién:

Tabla 6. Estandarizacion de los concentrados enzimaticos utilizados

Enzima Actividad Cantidad de  Volumen de Volumen total usado para
Endo-pectinolitica* enzima** agua (mL) el tratamiento enzimatico
(U/mL) (mL)
PEC-A 466.36 0.831g cbp1mL 1mL
PEC-B 23344 159 pL 0.841 1mL
PEC-C 11030.78 33.6 uL 0.966 1mL
CE de A. flavipes 267.76 1000 ulL 0 1mL

*La actividad se estandarizé a 267.76 Unidades teniendo en cuenta la actividad del CE de A. flavipes
**Cantidad necesaria para tener 267.76 Unidades
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Una vez estandarizada la cantidad de enzima de cada uno de los concentrados enzimdticos a
una actividad endopectinolitica de 267.76 U/mL, se procedié a realizar las pruebas de
filtracion y el analisis del jugo de naranja para un tratamiento de 90 min a 45°C.

Durante la filtracion del jugo no tratado se lleva a cabo una acumulacidon de sustancias
pécticas, pero también de otras proteinas y fibras presentes en el jugo sobre el filtro
bloqueando sus poros, por lo que se buscé reducir ese efecto por medio del uso de enzimas
pectinoliticas para aumentar la cantidad de jugo filtrado.

En la figura 27 se puede observar que la cantidad de jugo filtrado después de 90 minutos de
tratamiento enzimdtico fue mayor que la cantidad de jugo filtrado al tiempo cero. Segun los
resultados de esta prueba la PEC-A es la que proporciond un mayor aumento en el
rendimiento de jugo con un 54.24%, seguida del CE con un 46.61%, posteriormente el PEC-C
con 38.98% y por ultimo la PEC-B con un aumento en el rendimiento de 37.29%. El control
sélo aumentd su rendimiento un 5.36% lo que es congruente debido a que no se le agregé
enzima y ese pequefio incremento puede ser explicado por las enzimas naturales presentes en
la naranja. Por lo que el aumento en el rendimiento puede ser atribuido principalmente al

tratamiento enzimatico con los concentrados afiadidos.
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Figura 27. Pruebas de filtracidn del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C durante 90
min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.
* En las figuras 27 a 36, la linea ubicada en el extremo superior de cada barra representa la

desviacion estandar entre las réplicas.
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Las condiciones Optimas de clarificacidn requeridas para el jugo son: la disminucién de la
viscosidad al minimo, aumento de la claridad al maximo y la disminucién de los sélidos
insolubles en alcohol al minimo (Rai y De, 2009) por lo que la optimizacidn puede ser
considerada como aceptable si se disminuyen los sélidos insolubles en alcohol y la viscosidad, y
si se aumenta la claridad.

Una forma indirecta de saber si hubo un cambio favorable en la viscosidad del jugo de naranja
es midiendo la velocidad de reduccidn de la viscosidad. Si hay un aumento en la velocidad de
disminucion de la viscosidad (A), entonces el jugo de naranja sera cada vez menos viscoso y de
ser asi, la pectina que es la principal responsable de la viscosidad del jugo estaria siendo
despolimerizada con el tratamiento enzimatico. Segun los resultados expuestos en la figura
28, si hubo un aumento de la velocidad

de disminucidn de la viscosidad para todos los concentrados enzimaticos lo que indica que
hubo hidrélisis de pectina por la accién de endopectinasas presentes en los concentrados
enzimaticos y que causaron un cambio favorable (disminucidén) de la viscosidad del jugo de

naranja.
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Figura 28. Determinacion de la reduccidén de viscosidad del jugo de naranja tratado con los extractos

enzimaticos a 45°C durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Otra propiedad que define un tratamiento de jugo dptimo es la claridad. Los jugos extraidos
son usualmente turbios debido a las particulas de la planta que no son solubles en agua (fibras,

celulosa, hemicelulosa, protopectina, almidén y lipidos) y macromoléculas coloidales: pectina,
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proteinas, fracciones de almiddén soluble, etc. Dependiendo de el producto final, estas
sustancias deben ser parcial o completamente eliminadas para evitar su precipitacién o que
sean causantes de turbidez, asi como para mejorar los atributos sensoriales. La turbidez-
opacidad de los jugos de fruta se puede disminuir mediante el tratamiento enzimatico debido
a la eliminacién de la pectina cargada negativamente depositada en la materia en suspension
gue podria causar turbidez debido a su coagulacion (Raju y Bawa, 2006).

El jugo de naranja analizado se pudo considerar como clarificado debido a que tuvo un
tratamiento enzimatico previo a la filtracion. Se midié la claridad del jugo tratado con los
diferentes concentrados enzimaticos y se encontré que se aumentd la claridad del jugo con
respecto a los controles en todos los casos (Figura 29), lo que indicd que se puede esperar una
mayor estabilidad del jugo filtrado y también se obtiene un jugo homogéneo visualmente mds

atractivo.
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Figura 29. Determinaciéon de la claridad del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C

durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Segun (Berlitz, et al. 2009), el pH de la porcion comestible de la naranja es de 3.3 y lo
reportado por (Lozano 2006) es que el pH del jugo de naranja puede estar dentro de un rango
de 3.2-3.8. Estos datos son congruentes con los resultados obtenidos para el jugo analizado.
Segun la Figura 30, aun cuando se aplica un tratamiento enzimatico el pH no se modificé en

ninguno de los casos.
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Figura 30. Determinacién del pH del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C durante 90
min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Las frutas contienen acidos orgdnicos que dan el gusto acido, y en combinacién con los
azucares en solucién le dan el sabor caracteristico a las frutas. Las naranjas contienen acido
citrico principalmente y una pequefia cantidad de acido malico.

En la Figura 31 se observd un incremento en la acidez total, reportada como porcentaje de
acido citrico y en definitiva este aumento no fue causado por una adicién de acido citrico sino
gue hubo una liberacién de acidos compartimentalizados en el tejido de la fruta y que son
disgregados por el tratamiento enzimatico. También hubo liberacién enzimatica de algunos
monosacaridos como el acido galacturdnico. En conjunto estas razones pueden explicar el
ligero aumento en la acidez total del jugo después del tratamiento. Cabe mencionar, que a los

resultados mostrados en la Figura 30 se les restd el control para observar Unicamente el

efecto del tratamiento enzimatico.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con los concentrados enzimaticos a 45°C durante 90 min sobre la acidez

total del jugo de naranja. Cada valor es un promedio de 3 mediciones*.
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Los concentrados enzimaticos utilizados para tratar el jugo de naranja contienen pectinasas y
otras enzimas que degradan la pared celular. Las pectinasas tienen la capacidad de
despolimerizar a la pectina asi como de liberar residuos de monosacéridos de los extremos de
la molécula. Por medio de esta catalisis se libera dcido galacturdnico al medio. Se cuantificé la
liberacion de los azlcares reductores liberados por el tratamiento enzimdatico y los resultados
se muestran en la Figura 32 donde se han restado los controles a todas las determinaciones
para observar Unicamente el efecto del tratamiento enzimatico en el jugo filtrado. Es evidente
que hubo una liberacidon importante de azucares reductores y el CE de A. flavipes es el que

muestra un mayor efecto de la actividad enzimatica por la liberacién de dichos azlcares.
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Figura 32. Determinacion de los Azucares reductores liberados por la actividad enzimatica para el jugo de
naranja tratado con los extractos enzimaticos a 45°C durante 90 min. Cada valor es un promedio

de 4 mediciones*.

Como resultado del incremento de los azlcares reductores en el jugo filtrado después del
tratamiento enzimdtico se esperaba un incremento de los azlcares totales cuantificados, por
lo que el aumento de la cantidad de azucares totales en el jugo que se aprecia en la Figura 33
fue debido a la liberacion de los aziucares de los polisacaridos despolimerizados por el
tratamiento enzimatico pero también por la liberacién de azlcares contenidos en las células de
la fruta que son disgregadas por las enzimas adicionadas . Cabe sefialar que los azlcares
totales mostrados estdn dados Unicamente por el efecto del tratamiento enzimdtico porque

les fueron restados los controles correspondientes.
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Figura 33. Determinacién de los azlcares totales del jugo de naranja tratado con los extractos enzimaticos a

45°C durante 90 min. Cada valor es un promedio de 4 mediciones*.

Se determiné el porcentaje de sélidos residuales de la filtracién del jugo de naranja tratado
enzimaticamente. Segln se observa en la Figura 34, hubo una disminucidn de los sélidos
residuales de la filtracién de jugo de naranja, lo que indica que el tratamiento enzimatico si
tuvo efecto sobre los componentes de la pared celular, permitiendo una mayor filtracién y por

ende un aumento en el rendimiento de jugo obtenido.
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Figura 34. Determinacién del % de los residuos soélidos del jugo de naranja tratado con los extractos

enzimaticos a 45°C durante 90 min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*.

Se midié el porciento de solidos solubles provenientes de la fruta del jugo de naranja filtrado y

se expresaron como grados Brix (°Bx). En la Figura 35 se observaron los resultados de las
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mediciones al tiempo cero y a los 90 min del tratamiento enzimdtico. Hubo un incremento
moderado de los sdlidos solubles después del tratamiento enzimatico, este incremento fue
dado por la solubilizacién del acido galacturdnico y otros azicares como la xilosa y glucosa
liberados por la actividad enzimatica de los polisacaridos despolimerizados. El control se
mantiene prdcticamente constante lo que indica que el cambio estd dado exclusivamente por

el tratamiento con los concentrados enzimaticos.
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Figura 35. Determinacién de los sdlidos solubles del jugo tratado con los extractos enzimaticos a 45°C por 90

min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*.

La pectina puede ser extraida en agua caliente a ebullicion de los sélidos insolubles en alcohol
(Sinclair y Crandall, 1951) . Y como la mayor parte de la materia seca de la pulpa es soluble en
alcohol al 80% y se hizo un lavado de las muestras con dicho reactivo, entonces la mayoria de
los constituyentes solubles como los azlcares, aminoacidos, aceites esenciales, glucdsidos
fueron extraidos.

Debido a este tratamiento de la muestra de jugo, se podria considerar como pectina a los
residuos obtenidos mediante la metodologia utilizada, pero se reporta como sélidos insolubles
en alcohol.

La Figura 36 muestra los resultados de la cuantificacion de los sdlidos insolubles en alcohol
(AIS) después del tratamiento enzimatico del jugo de naranja y se observa que disminuyeron
en todos los casos , pero se favorecié un poco mas con el tratamiento de la PEC-A, mientras
que el EC de A. flavipes, la PEC-B y PEC-C también lo favorecen y se asemejan mucho entre si.

Es evidente que el control también muestra un ligera disminucién lo que se puede explicar por
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la actividad enzimatica de las enzimas enddgenas de la naranja.
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Figura 36. Determinacion de los sdlidos insolubles en alcohol del jugo tratado con los extractos enzimaticos a

45°C durante 90 min. Cada valor es un promedio de 2 mediciones*.
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6.4 Discusion General

Se produjo un CE con suficiente actividad pectinolitica para el mejoramiento del rendimiento
de filtracidon de jugo de naranja por tratamiento enzimdtico comparable con preparaciones
enzimaticas disponibles comercialmente. Para obtenerlo, se desarrolld6 un proceso
fermentativo en lote de produccién de enzimas pécticas a expensas de la degradacién de
cascara de limén deshidratada que constituye por si misma un sustrato adecuado para la
produccidn de enzimas pectinoliticas por A. flavipes en fermentacion sumergida.

Se encontrd que el pH es muy importante para la produccién de pectinasas siendo mejor a
condiciones de pH acidos y la concentracion de sustrato dptima es de 2%.

Los parametros experimentales para el crecimiento del hongo y la produccidn de pectinasas en
matraces de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo liquido fueron: pH = 3.2, indculo de
1X10° esporas/mL con incubacién a 37°C, 200 rpm en agitacidn reciprocante por 72 h.

El concentrado enzimatico obtenido por ultrafiltracion a partir del filtrado libre de células tuvo
una actividad endopectinolitica de 585.5 U/mL que se deteriord por el almacenamiento hasta
267.8U/mL, pero que aun con el decaimiento de la actividad, tuvo cuarenta veces mas
actividad endopectinolitica que los primeros filtrados obtenidos en otras condiciones de
produccidn.

Por medio de los geles de electroforesis se observé el perfil de proteina de cada uno de los
concentrados enzimaticos estudiados, encontrando que son distintos, pero sin embargo,
parecen compartir algunas proteinas en comun. Hubo actividad pectinolitica y xilanolitica en
todos los concentrados. Para el CE de A. flavipes, no se detectd actividad de pectinesterasas lo
gue puede ser positivo debido a que no se generaria metanol por la accién de dichas enzimas y
esta particularidad es muy valorada en las preparaciones enzimaticas generadas por
microorganismos.

Se agregd 1 mL de los concentrados enzimaticos, estandarizados a una actividad
endopectinolitica de 267.8 U/mL, a los lotes de 1 L de jugo incubandolos a 45°C durante 90 min
y se observé el efecto de tratamiento enzimatico de cada uno de los concentrados sobre el
jugo. Para ello se hicieron pruebas de filtracién a los lotes de jugo tratado encontrando que Ia
PEC-A es la que tuvo un mayor impacto en el mejoramiento del rendimiento con un 54.24% ,y

en segundo lugar se encuentra el CE de A. flavipes con un 46.61%. La PEC-B y la PEC-C tuvieron
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un mejoramiento en el rendimiento de 37.29% y 38.98% respectivamente.

Con respecto a la velocidad de reduccién de la viscosidad, que indica indirectamente Ia
despolimerizacion de la pectina por el tratamiento enzimatico, la PEC-A tuvo una reduccién de
la viscosidad mayor, y el CE lo secunda. La PEC-B y la PEC-C estan a la par en tercer lugar, lo
que fue congruente con los resultados de las pruebas de filtracion.

La claridad es un parametro de calidad importante, y debido al tratamiento enzimatico se
aumenté la claridad del jugo en todos los casos y se esperd que hubiera una mayor estabilidad
del jugo filtrado.

El pH no se modificd con el tratamiento enzimatico en ninguno de los casos. En cambio la
acidez total aumentod ligeramente con el tratamiento de todos los concentrados enzimaticos y
se asumié que el ligero incremento estd dado por la liberacién de unidades de acido
galacturdnico.

Con respecto a la cuantificacién de azucares reductores liberados por la actividad enzimatica,
se encontré que se aumentd la cantidad de azlcares reductores después del tratamiento
enzimatico lo que indica que hubo liberacidn de azicares reductores por la accién de las
enzimas de los concentrados enzimaticos. El CE de A. flavipes parece ser el concentrado
enzimatico que mas libera azlcares reductores por lo que podria haber contado con una
buena actividad de enzimas de tipo exo.

Debido al aumento en la cantidad de los azucares reductores por el tratamiento enzimatico
hubo una mayor cantidad de azucares totales determinada en el jugo filtrado al finalizar el
tratamiento enzimdtico con los concentrados.

Hubo una disminucidn notable de los sdlidos residuales, lo que se comprueba con el aumento
del rendimiento de la filtracién de jugo de naranja por una menor retencién de componentes
de la pared celular en el filtro.

El porcentaje de solidos solubles (°Bx) del jugo filtrado se incrementé moderadamente con el
tratamiento enzimatico, por la solubilizacion del acido galacturénico y otros azlcares como la
xilosa y glucosa liberados por la actividad enzimatica.

Los sdlidos insolubles en alcohol después del tratamiento enzimatico del jugo disminuyeron en
todos los casos, favoreciéndose un poco mds con el uso de la PEC-A, lo que es congruente con

el mejoramiento en el rendimiento de obtencién de jugo por filtracion.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Para A. flavipes el pH inicial del medio de cultivo determina la produccién de las pectinasas.
Tanto las endo como las exo-pectinasas son producidas en mayor cantidad a un pH inicial de

3.0.

Se obtuvo la maxima actividad endopectinolitica de 585 U/mL por FS en medio liquido con
cascara de limén al 2% en condiciones de pH 3.2, 37°C, 200 rpm en movimiento reciprocante

utilizando a A. flavipes como productor de pectinasas.

Se encontré una gran actividad enzimatica de exo- y endo-pectinasas principalmente, pero
también de xilanasas, pectinliasas, y carboximetilcelulasas tanto para el CE de A. flavipes como
para las preparaciones enzimaticas comerciales. El CE de A. flavipes tuvo la produccion de
pectin y pectato liasas mas elevada de todos los concentrados enzimaticos, siendo un recurso

muy valioso por ser enzimas muy apreciadas comercialmente para el tratamiento de jugos.

Se observaron los perfiles electroforéticos de los concentrados enzimaticos y se puede afirmar
gue hubo actividad pectinolitica y xilanolitica en todos los concentrados enzimaticos por la
presencia de bandas caracteristicas en los zimogramas de actividad realizados. Se cree que
hubo la presencia de algunas de las mismas enzimas en diferentes concentrados enzimaticos

evaluados.

El CE de A. flavipes presentd actividades pectinoliticas muy elevadas y en las pruebas de
filtracion se encontré que, de los concentrados enzimaticos evaluados, fue el segundo mejor
concentrado enzimatico para aumentar el rendimiento de obtencién de jugo de naranja

después de la PEC-A. La PEC- By la PEC-C fueron menos efectivas en ese sentido.

Todos los concentrados enzimaticos mejoraron caracteristicas sensoriales como la claridad y Ia
acidez, y aumentaron la cantidad de sélidos solubles. En cambio, disminuyeron la cantidad de

azUcares insolubles en alcohol relacionados con la cantidad de pectina.

El tratamiento enzimatico del jugo de naranja con las preparaciones enzimaticas comerciales
tuvo un efecto positivo, pero tomando en cuenta que el CE de A. flavipes aun se puede

optimizar, se concluye que tiene un gran potencial para aplicaciones en la industria de citricos.
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CAPITULO 8. PERSPECTIVAS

Con el presente estudio se ha determinado que las enzimas pectinoliticas de A. flavipes actldan
eficientemente con respecto a las preparaciones enzimaticas disponibles comercialmente para
llevar a cabo la degradacién de la pectina, facilitando la filtracion del jugo de naranja durante
su procesamiento.

En un futuro se puede estudiar el efecto del almacenamiento de los CE a temperaturas de
ultracongelacion asi como el uso de estabilizantes para evitar la perdida de actividad
enzimatica por efecto del almacenamiento.

Seria también interesante realizar la purificacidon de las enzimas pectinoliticas de A. flavipes
para determinar el efecto que tiene cada una en el jugo y luego hacer mezclas de enzimas bien
identificadas para observar si existe un sinergismo que permita mejorar la eficiencia del
tratamiento enzimatico.

Asimismo, es posible hacer el tratamiento enzimatico de otros jugos de citricos, como el de
limdn o el de toronja, e incluso de otros frutos ricos en pectina para evaluar el efecto que tiene

sobre ellos.
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CAPITULO 10. ANEXOS

10.1 Anexo A: Preparacion de Soluciones

Medio basal: Disolver 2.0 g de KH;PO4, 2.0 g de K;HPO4, y 5.0 g de (NH4)2S04 en 800 mL de

agua destilada. Aforar a 1 Ly conservar en refrigeracion.

Solucién amortiguadora de acetatos 100 mM, pH=5.0: Agregar 5.8 mL de acido acético glacial a

800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 5.0 con una solucién de NaOH 5M. Aforara 1 L con
agua destilada.

Preparar acido acético 2N (116 mL de acido acético glacial en 1 L de agua destilada).

Buffer de acetatos 0.2N con NaCl al 3% (p/v) , pH=4.2: Tomar 100 mL de &cido acético 2N,

adicionar 30g de NaCl (800 mL H,0) agitar, llevarlo a 1000 mL, ajustar antes de aforar a pH
=4.2

Pectina 1% pH=4.2: Pectina 1g disolver en 80 mL de agua. Adicionar 4.0 mL de buffer de

acetatos pH=4.2, Ajustar a pH=4.2. Aforar a 100 mL.

NS: Disolver 14.0 g de NaOH, 7.5 g de DNS, 100 g de tartrato de sodio y potasio, 5.4 g de fenol
y 5.9 g de metabisulfito de sodio en 1 L de agua destilada, agregando uno a uno en orden hasta

su disolucion total.
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10.2 Anexo B: Composicion proximal de la cascara de limén deshidratada

Tabla 7. Constituyentes proximales de la cdscara de limén deshidratada

Constituyente % MS
Materia seca 89.35
Proteina cruda 9.30

Fibra cruda 14.94
Extracto etéreo 2.77
Cenizas 5.18

Extracto libre de nitrégeno 67.83

Fuente: (Oluremi, et al. 2007)
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10.3 Anexo C: Curvas Estandar

10.3.1 Curva patrén de 0 — 250 microgramos albuimina bovina sérica por el método de

Bradford.
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05000 1 .
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0.1000 A R? =0.99017
0.0000 : : . - : .
0 50 100 150 200 250 300
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10.3.2 Curva patréon de 0 - 1mg de acido galacturdnico por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS).
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10.3.3 Curva patrén de 0 - Img de xilosa por el método DNS.
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10.3.4 Curva patrén de 0 - 1mg de D-glucosa por el método DNS.

10.3.5 Curva patrén de 0 — 40 ug de 4cido galacturdnico por el método fenol-sulfurico.
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