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INTRODUCCION.



1.-INTRODUCCION

1.1 EL. COLOR.

El color representa una parte esencial en el desarrollo del hombre, en sus diversas manifestaciones
sociales, culturales y ambientales, El color se basa en una serie de procesos fisicos, quimicos,
fisiologicos y psicoldgicos (20). Las sensaciones que percibe el hombre cuando observa un objeto en
particular las asocia con las cosas que lo rodean, esto es especialmente evidente en el area
alimentaria, donde la relacion entre el color y el sabor son muy importantes para que el consumidor
adquiera un producto, ya que de lo contrario, no se aceptaria; Es por eso que actualmente se busca

siempre en los alimentos una apariencia natural (20).

El color de los alimentos no solo envia un mensaje al consumidor sine que proporciona claves
acerca de Ias condiciones fisicas en las que se encuentra el alimento. Un color inadecuado en un
alimento crea una barrera que la mayorfa de los consumidores no puede superar, inclusive muchos
se negarian a probar el alimento a causa del color inadecuado (25). Los tecnélogos en alimentos
fienen un interés particular en el color de los alimentos por ciertas razones particulares, una de ellas
es manfener la uniformidad del color en el alimento elaborado, ofra de las razones es evitar un
cambio en la coloracién del alimento debido a reacciones quimicas que ocurren durante su

elaboracién o su almacenamiento.

Optimizar el color y la apariencia del alimento en relacién con la preferencia del consumidor, y
mantener uniforme el color de acuerdo con las expectativas que el consumidor tenga de ese
preducto, son dos pardmetros muy importantes para las industrias alimentarias (25). En el édrea de
los alimentos Ia aplicabilidad de los colorantes es evidente y se usan como aditivos, pues no son los
constituyentes esenciales (14). Segin la Administracién de Alimentos y Drogas de los Estados
Unidos, un aditivo colorante es cualquiera materia, tinte, pigmento u otra sustancia producida por un
proceso de sintesis o por otra estrategia, extraido o aislado, o derivado de ofra manera, con o sin
cambio de identidad intermedia o final, de un animal, un mineral, o de otra fuente y que al afiadirlo
o al aplicario a un alimento, droga, o cosmético, o al cuerpo humano, es capaz de impartir color por

si mismo o mediante una reaccién con otra sustancia (9).



La mayoria de los colorantes pueden ser divididos en tres categorias:

I. Colorantes de origen orgénico provenientes de plantas o animales, inclusive extractos naturales y
los llamados colorantes sintéticos idénticos al natural (compuestos que se obtienen por via
sintética pero que dan como producto uno que es exactamente igual al colorante de orige
hatural).

2. Colorantes de origen inorgénico, que son tomados de la naturaleza o reproducidos en forma
sintética. }

3. Colorantes artificiales, compuestos de origen sintético que no estian presentes en forma natural

en los alimentos a los cuales son adicionados.

Por otro lado, existen otros compuestos que imparten color gue son de origen natural y que debido a
sus caracterfsticas fisicas y quimicas pueden ser incluidos en los grupos anteriores; ejemplos de
estos los sen:

Los carotenos, las clorofilas, los flavonoides, las betalainas, las antocianinas y los pigmentos

inorgénicos (2).

Por ultimo, se encuentra un grupe muy heterogéneo de compuestos que imparte color y que son
formados intencional o no intencionalmente en el alimento durante se procesamiento. En este grupo

se encuentran las melaninas y las melanoidinas.

Conviene seiialar que los colorantes, de acuerdo con los niveles que se usan en los alimentos, no
tienen ninguna incidenciz en el sabor o en las propiedades de los productos donde se aplican,
ademas de no ser t6xicos ni tener consecuencias secundarias en ¢l organismo (25). Los colores
naturales, han sido utilizados como aditivos colorantes sin problema alguno en la industria
alimentaria. Desaforunadamente, muchos de estos colorantes se degradan facilmente, razén por la
cual se usan los colorantes sintéticos. Sin embargo desde hace algunos afies se ha demostrado que
no todos los colorantes sintéticos son inofensivos para los seres humanos ¥ continuamente se

eliminan algunos colorantes sintéticos de las listas permitidas (11).



Algunas de las caracteristicas deseables para un colorante que sers aplicado a los alimentos se

enfistan a continuacion:
a) Debera tener una amplia aplicabilidad, por lo que deberd ser soluble y/o dispersable para

que pueda ser incorporado al alimento.
b) De preferencia no debera proporcionar ni sabor ni olor al alimento.

¢) Dentro del alimento, deberd ser estable a diversos factores como son: luz, pH, temperatutra

y ser estable durante la vida de anaquel que tenga el producto.

d) Deberd ser susceptible de ser cuantificado dentro y fuera del alimento por medio de

técnicas analiticas.
e) Ser un aditivo aprobado por las reglamentaciones internas del pais y preferentemente

cumplir con las reglamentaciones mundiales.

Los grupos de pigmentos naturales que pueden ser aplicados a alimentos y con interés comercial

son:
-Clorofila -Clircuma -Hemoglobina.
-Carotenos -Rojo cochinilla

-Antocianinas -Paprica

-Betalainas -Bixina y Norbixina

Se ha estimado que como fuente natural se produce anualmente 100 millones de toneladas de
carotenos. Por otro lado, la produccion anual de los pigmentos naturales enlistados, no se ha

estimado con precisién sin embargo son considerados de gran importancia para la industria de los

alimentos (11).



1.2 POR QUE USAR COLORANTES NATURALES ?

Actualmente los consumidores se estan convirtiendo en personas que se preocupan mas por lo que
comen que en épocas anteriores; se esta desarrollando un interés especial en saber que clase de
alimento consumen y que tipos de aditivos estdn presentes en los alimentos. Sin entender del todo
las necesidades fisiolégicas del cuerpo humano, ni como metaboliza éste ciertos productos
quimicos, los consumidores muestran un recelo a todo aquello que no les es familiar y que esta
contenido en los productos que consumen y dentro de los cuales se pueden sefialar a los
antioxidantes, conservadores y los colorantes. En busca de una solucién a sus dudas, los
consumidores rapidamente adoptan el concepto de que si el aditivo es de origen natural, entonces
serd seguro e inofensivo para su salud (2).Como consecuencia de esto, s¢ establece la necesidad para

las industrias alimentarias, de elaborar colorantes seguros, para satisfacer las necesidades de los

consumidores.

Por otro lado, €l mercado potencial de los colorantes naturales tiene un amplio futuro y las ganancias
econdmicas tienen iguales expectativas (2). Actualmente hay una preferencia casi mundial por los
colorantes naturales. Por ¢jemplo, las listas de colorantes permitidos en Suiza, distinguen a los
colorantes prescntes en los alimentos como aquellos que estan presentes en forma natural y los
colorantes que no estén presentes en forma natural en un determinado alimento (2). En Suecia, el
uso de colorantes artificiales estd restringido a un pequefio nurmero de productos, y un ejemplo mas
radical lo representa Noruega, en donde los colorantes artificiaies no se utilizan mas (2). Como

corolario, una tendencia mundial hacia lo natural se esta desarrollando actualmente.

Una caracteristica importante de los colorantes de origen natural, y que los hace de suma
importancia principalmente para el mercado de la exportacion de productos alimentarios, es que la
mayoria de los colorantes de origen natural estin exentos de la verificacion realizada por FDA

(Food and Drug Administracion) que es exclusiva de colorantes certificados (2}.



1.3 BETALAINAS.

Los pigmentos presentes en el betabel, son conocidos con el nombre de betalainas. Este grupo puede
ser subdividido en dos: los de coloracion roja denominados betacianinas y las betaxantinas de color
amarillo; las betacianinas a diferencia de las betaxantinas, son compuestos que presentan resonancia
debido a sus sistemas saturados los cuales se encuentran entre si conjugados y absorben dentro de la
region del U.V visible (400-800 nm). La betanina es el pigmento rojo mayoritario de las
betacianinas, contribuyendo del 75 al 95% del color rojo contenido en el betabel (18). Las
betacianinas han adquirido importancia a través del tiempo ya que resultan una fuente natural del
color capaz de sustituir a los tintes rojos sintéticos (4). Estos pigmentos por su baja toxicidad pueden
ser utilizados para el consumo humana en diversos productos: leche fermentada, yoghurt, bebidas en

polvo, panaderfa, inclusive productos farmacéuticos (13).

El betabel nombre vulgar “Befa-vulgaris® es una planta pertencciente a la familia de las
chenopodiaceae, de la especie correspondiente al orden centrosperma (26) y es considerada como
una leguminosa. Los solidos totales del betabel estin formados principalmente por carbohidratos en
un 80%, cenizas en 8%, protefna cruda 10% y contenido de betacianinas de 0.2-1% (26).
Comvtinmente cuando se extraen betalainas se piensa en cl betabel, entre otros vegetales y plantas
que conticnen este pigmento. El betabel, (Beta-vulgaris) es una fuente potencial de valiosos

pigmentos solubles en agua, llamados betalainas para ser usados como colorantes en alimentos {13).

Tradicionalmente se habla de la inestabilidad de las betalainas bajo diversos factores fisicos, que
incluyen: pH, temperatura, concentracion de oxfgeno y luz (1, 3, 22), y miltiples estudios sobre la
estabitidad de las betalainas se han realizado con anterioridad (10, 11, 13, 17, 20). Por consenso
general se sabe que es dificil trabajar con las betalainas, pero también se ha demostrado, que

trabajando bajo las condiciones adecuadas se pucden obtener resultados favorables (3, 13, 17).

Las plantas que conticnen a las betalainas, tienen colores similares a los colores presentados por las
plantas que contiencn antocianinas. Las betalainas, son un grupo de pigmentos, rojos y amarillos y
que no son tan afectados por efecto del pH como los son las antocianinas; son solubles en agua y

existen deniro de las vacuolas de las células como sales (zwitteriones). La presencia de las



betalainas dentro de las plantas, es mutuamente exclusiva de la presencia de las anfocianinas 2.
Anteriormente se pensaba que las betalainas tenian estructura de antocianinas, pero se demostrd que
tales pigmentos entre si, no guardan ninguna similitud ya que las betalainas contienen un nicleo
indélico y una piridina y por su parte las antocianninas se constituyen del grupo flavilio o
benzopiritio (26). La formula general de las betalainas (Fig.1) representa la condensacién de una

amina primaria o secundaria con el acido betaldmico (Fig.2).

Va

COOH COOH

H
Figura 1. Férmula gencral de las betalainas (20).

o

COOH N COOH

H
Figura 2. Acido betalamico (20).

Las betalainas son quimicamente aminas sustituidas (9) mezcla de compuestos rojos y amarillos que

presentan sistemas protonados descritos como 1,2,4,7 pentasustituidos 1,7-diazoheptameros (Fig.3).



Figura 3. Cation diazoheptamero(20).

Cuando el grupo “R” no extiende su conjugacion del sistema 1,7-diazoheptameros, el compuesto
exhibe una absorcién maxima a 480 nm, caracteristica de los compuestos amarillos bataxantinas; si

la conjugaci6n se extiende hasta el grupo “R” se detecta una absorcién a 540 nm caracteristica de

los betacianinas (21).

Las betacianinas son épticamente activas debido a sus dos carbonos quirales, C-2 y C-15. La
hidrélisis de las betacianinas conduce a formar las betaninas o su epimero en C-15, isobetanidina o
a una mezcla de ambos aglicones (21). Las diferencias entre las betacianinas son precisamente entre
sus grupos glucosidicos. Las betalainas absorben fuertemente €l espectro luminoso. El valor del
coeficiente de absortividad molar tiene un valor de (A'™) 1120 para la betaninas y 750 para la
vulgaxantina, lo cual sugiere que estos pigmentos tienen un alto poder colorante en estado puro. El
espectro de la betanina en soluciones de pH entre valores de 4.0-7.0 no presenta cambios y exhiben
itna absorbancia méxima a 536-538 nm; por debajo de valores de pH de 4.0 la absorcién méxima se

presenta por debajo de los 535 nm y a valores de pH por arriba de 7.0 la absorcién méxima se da

arriba de 539 nm (21).



1.4 ENZIMAS EN ALIMENTOS

En el afio 1874 Christian Hansen quimico danés, utilizd un extracto de renina para la elaboracion de
queso; este evento marcé la era moderna de [a tecnologia enzimatica (18). El mercado mundial de la
industria de las enzimas esta calculado en $625 mmd; cerca del 62% de las enzimas producidas
tienen su aplicacién en procesos alimentarios. Tres son las ventajas principales en el uso de enzimas:

reaccién especifica, condiciones de operacién no violentas, alta productividad (18).

Tabla 1-Comparacion de los procesos quimico y

Enzimdtico (13).
Proceso Quimico Proceso Enzimatico
Muy agresivo Poco agresivo
Muchos productos de reaccién|Pocos productos de reaccién
indeseables indeseables
Dificil de controlar F4cil de controlar
Sintético Natural
Tradicional Nuevo

Las enzimas utilizadas en la industria alimentaria dificilmente son enzimas cristalizadas,
quimicamente puras, mucho menos proteinas puras. Estos preparados comerciales contienen
impurezas las cuales no interfieren con su actividad. El més comtn de los contaminantes presentes
en los preparados enziméticos comerciales lo constituyen moléculas inactivas de la misma enzima.
Una enzima que sea utilizada comercialmente, debera tener un costo bajo, con respecto al costo total
del proceso dentro del cual esta siendo aplicada la enzima (28).

Por otro lado es importante también resaltar, que una enzima comercial debera actuar dptimamente
bajo las condiciones en las que se desarrolla el proceso alimentario (28). La mayorfa de las enzimas
comerciales funcionan durante Ia preparacion y procesamiento del producto alimentario mas que en
etapas finales del mismo. El uso de enzimas en esta clase de procesos, presenta muchas ventajas ya
que operan bajo condiciones de pH, temperatura etc. que son similares a las condiciones bajo las
cuales el producto deseado ¢s estable minimizando de esta forma, los requerimientos energéticos

necesarios durante el proceso (28).



1.5 PECTINASAS, CELULASAS Y PROTEASAS.

Ias Pectinasas son una mezcla de enzimas que pueden actuar sobre ¢l sustrato pectina, polisacarido
que se encarga de mantener la estructura de la pared celular de las células vegetales. El sustrato
pectina, es un heteropolisacarido de aproximadamente 30°000-3000°000 de peso molecular y
consiste basicamente de pectina, un polimero de 4cido-D- galacturénico. Por 1o menos el 75% de los
monomeros del acido-D- galacturdnico estan esterificados con mclanol, o con galacturonas,

arabinogalactanas y arabinanas (15).

Las enzimas que conforman el grupo de las enzimas pectinasas, son principalmente tres:

Pectinasas, también llamadas poligalacturonasas, encargadas de degradar el polimero formado por
el acido- D-galacturénico convirtiendo en oligosacaridos solubles. Estas enzimas estdn clasificadas
como endoenzimas las cuales son capaces de cortar dentro de la cadena que forma el polimero ¥
prefieren las pectinas de bajo metoxilo o la pectina completamente no esterificada.

Pectin-metil esterasas, llamadas también pectin esterasas, son capaces de hidrolizar el metanol de
los grupos carboxilo esterificados y convertirlos en pectinas de bajo metoxilo y eventualmente
hidrolizar todos los grupos esterificados del polimero. ‘
Pectin-liasas, son endoenzimas que pueden funcionar actuando sobre ¢l sustrato en forma aleatoria,
hidrolizande grupos glicosidicos préximos a grupos metilo o grupos esterificados con metanol; estas
enzimas prefieren los sustratos altos en contenido de grupos esterificados (15). Por su parte, las
enzimas pectinasas comerciales son preparaciones que pueden contener todas las enzimas
mencionadas anteriormente. El origen de éstas enzimas es fungal, tradicionalmente obtenidas de

Aspergillus niger (15).

Al igual que las enzimas pectinicas, las Celulasas son una combinacién de enzimas, de las cuales
son tres las que se destacan por su accionar:

Endoglucanasas, las cuales llevan a cabo el primer paso de la hidrdlisis de la celulosa, actuando
sobre regiones amorfas del polimero, como consecuencia de esto se forma el sustrato, que consiste
en extremos libres de la celulosa, de otra importante enzima: ia exobiohidrolasa o exocelulasa.

La Exocelulasa actiia sobre el extremo no reductor del polimero cortando compuestos llamados

celobiosa disacardo formado por dos moléculas de glucosa unidas entre si por un enlace 3. Como



consecuencia de esto, mas sustrato para la endoglucanasa es formado. La exocelulasa tiene la mas
alta afinidad por {a celulosa.

Durante el accionar de las dos enzimas mencionadas anteriormente, se produce el sustrato para la
tercera enzima del complejo: la Celobiasa. La Celobiasa actia sobre la celobiosa. Este paso es muy

importante, porque la acumulacion de este producto inhibe por completo fa hidrélisis de la celulosa

(8).

Las Proteasas se clasifican de acuerdo a: su origen, su accion catalitica (endopeptidasas y
exopeptidasas) y la naturaleza de su sitio activo.

Las Endopeptidasas son las Proteasas més cominmente usadas en alimentos, pero en muchos casos
su accién es suplida con las exopeptidasas (15). Las cuatro clases de endopeptidadsas més
importantes son: serina protesas, cisteina proteasa, aspartico proteasa y metaloproteasas. Como su
nombre lo indica, serina, cisteina y aspartico Proteasas tienen a la serina, cisteina y 4cido aspartico,
como Su sustrato: éstos se encuentran formando la cadena “R” de cada residuo de la protefna. Si
alguna de estas regiones se encuentra de algin modo bloqueada, entonces su accién es inhibida. La
serina y cisteina Proteasas tienen su pH éptimo de accién cerca de 9, sin embargo puede actuar a un
pH mis bajos (pH: 5 y 6), aunque su actividad puede disminuir como consecuencia de lo anterior.
Las metaloprotcasas, contienen dentro de su estructura Zn, y tienen un pH éptimo cerca de la
neutratidad. Por ofro lado, estas enzimas son estabilizadas grandemente por el Ca® y agentes
quelantes como el EDTA, las inhiben.

Por su parte las Exopéptidasas, no son tan comunes en los preparados comerciales, ya que la
mayotia de ellas se encuentran denfro de las célufas o en la membrana celular. Dentro de las
exopeptidaddsas se encuentran las carboxipeptidasas, que tienen como sustrato ¢} grupo carboxilo de

la cadena proteica. La mayoria de los extractos comerciales contienen a esta enzima (15).

10



2.-JUSTIFICACION DEL TRABAJO.

En la industria de los alimentos, en particular la que produce colorantes naturales, se enfrenta al
problema que representan los residuos del proceso general; en el caso del color rojo-violeta del
betabel, en su mayoria los residuos estdn formados por el bagazo del betabel que pueden representar

hasta el 50% del peso total de esta leguminosa (26).

El bagazo del betabel, es estructuraimente una red tridimensional formada por compuestos
particulares del vegetal y que incluyen: celulosa, pectina, protefnas y agua como compuestos
principales (12) y para la finalidad de este trabajo, también los mas importantes. Las betalainas,
compuestos solubles en agua, también estan presentes en este residuo de extraccion y que segin
experiencias, es complicado obtener el colorante que esti presente en el bagazo del betabel (12). Al
examinar quimicamente los compuestos que conforman al bagazo y Ia problemdtica que representa
las perdidas de color por el no aprovechamiento de este residuo, se plantea una solucidn muy simple
que tiene que ver con la biotecnologia y que es el uso de enzimas para lograr extraer el color
atrapado (28). Para el caso especifico de este problema y tomando como base la composicién

quimica en el i)agazo del betabel, las enzimas a utilizar, serdn: Celulasas, Pectinasas (5) y Proteasas,

Las betalainas son compuestos que tienen la capacidad de establecer puentes de hidrogeno con
diversos compuestos. Las proteinas tienen dentro de su estructura grupos amino y grupos carboxilo,
que pucden establecer interacciones del tipo puente de hidrogeno (6). Estas interacciones provocan
dificultad para separar o aislar a los compuestos que establecen el tipo de relacion seftalada
anteriormente; ademds las protefnas tienen un grupo “R” que segin su estructura también pueden

establecer puentes de hidrogeno con las betalainas (6).

Por otro lado, la celulosa es un polimero de D-Glucosa; la estructura de la celulosa es una secuencia
- lineal de este compuesto, unidos por enlaces 1,4-glucosidicos.La celulosa difiere de la amilosa del
almidén en que todas las configuraciones glucosidicas son B, (19} formando una red dentro de la
cual queda atrapada agua y como consecuencia de esto también betalainas. Las pectinas, ¢stin
presentes en la pared celular; quimicamente las pectinas también son polimeros que estin formados

por 4cido- D-galacturdnico, unidos con enlaces o 1-4; este polimero esta esterificado en mayor o

1



menor grado, dependiendo de su naturaleza, por metanol a través de un enlace éster.

Por otra parte las betalainas, solubles en agua, se encuentran dentro de las vacuolas de las células de
las plantas, las cuales estdn protegidas por la pectina (21) que esta presente formando una pared
protectora que aisla a las células del medio que las rodea y permite que la célula pueda interactuar
en el sistema. Wasserman (27) ¥ su grupo de colaboradores, propusieron el uso de enzimas para la
extraceién del color atrapado en el betabel; utilizaron enzimas Pectinasas y Celulasas, sin embargo
no tuvieron buenos resultados, ya que no solo no recuperaban ef color sino que este, se degradaba
casi por completo. La utilizacién de enzimas puede tener efectos contrarios a los planteados en el
inicio de una investigacion; su modo de accién no esta completamente definido y mas importante,
no se sabe si su catdlisis pueda generar a su vez reacciones que fraigan como consecuencia

resultados adversos a los que se esperaban (27).

Investigaciones encaminadas al mejor entendimiento de la accién de enzimas sobre un sustrato
especifico se estin realizando, con el objetivo de entender mejor su actividad y con elle optimizar
resuttados (5). Miltiples problemas se han presentado a la investigacion cientifica, cuando esta trata
de develar los secretos de la naturaleza y comiinmente, la solucién planteada inicialmente no suele

ser la correcta después de llevarse a cabo.

La estrategia planteada en este trabajo, es la utilizacidn de enzimas comerciales: Pectintasas,
Proteasas y Celulasas, de tal forma de encontrar las condiciones éptimas en cuanto a pH,
temperatura y conceniracién de enzima, bajo las cuales se pueda efectuar la extraccion del color
rojo-violeta contenido en el bagazo del betabel sin que este se degrade, Posteriormente, si de la
etapa anterior se pueden obtener resultados positivos, se propone seleccionar los pardmetros
adecuados de tal forma que se pueda establecer un sistema enzimdtico, combinando las enzimas
mencionadas, que permita obtener los mejores resultados en la extraccion del color, que los posibles

resultados obtenidos usando las enzimas por separado.
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3.- OBJETIVOS

e Determinar las condiciones optimas para efectuar la extraccion enzimatica de las betalainas

presentes en ¢l bagazo del betabel, utilizando enzimas: Proteasas, Pectinasas y Celulasas.

Establecer el sistema enzimético, (combinacion de enzimas) que permita obtener un

rendimiento mayor al 35% con respecto ai color presente inicialmente en el bagazo de betabel.
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4.- MATERIAL Y METODOS.

4.1 DISENO EXPERIMENTAL

En la figura 4 se muestra en forma general el esquema de trabajo para alcanzar los objetivos
propuestos. Durante la investigacion se trabajé con betabeles enteros (Befa-vuigaris) de la variedad
Perfcct Detroit, los cuales se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento en que fueron
requeridos. Los betabeles fueron renovados cada tres semanas, y antes de su procesamiento, fueron
lavados con agua corriente para eliminar materia extrafia. Para obtener particularmente el bagazo,
que fue el sustrato de las enzimas comerciales utilizadas, el betabel fue sometido a un proceso de
extraccion del cual se obtuvieron, por una parte, el jugo de betabel y por 1a otra el bagazo, que se
utilizd inmediatamente; para cada determinacion se realizé la extraccién y el bagazo que no se

utilizd, fue desechado.

La caracterizacién guimica del betabel, se realizé mediante un analisis prbximal; se determinaron:
Humedad, Proteina, Extracto etéreo, Carbohidratos totales, Fibra Cruda v Cenizas mediante métodos
oficiales (16). Con a finalidad de tener un conocimiento mas amplio de la composicién quimica del

bagazo de betabel, se realizé también sobre ¢l mismo, las determinaciones antes sefialadas.

Las mediciones cotrespondientes al contenido de betalainas se efectuaron espectrofotométricamente,
determinando previamente la longitud de onda de maxima absorcion de las betalainas en la regién
del U.V. visible (400-800 nm). La determinacién se realizé cotriendo una muestra de jugo de
betabel, de concentracién 1x10° g/ml, a lo largo de la regién del visible, utilizando un
espectofotometro. Esta determinacion tiene et objetivo de conocer la longitud de onda m4s adecuada
para conocer el contenido, en este caso de betalainas, de las muestras obtenidas en posteriores

experimentos.

Como consecuencia de los objetivos propuestos al inicio de la investigacion, se decidio utilizar las
siguientes enzimas: Celulasa, Pectinasa y Proteasa. Tres productos comerciales fueron utilizados en
este trabajo (ENMEX S.A DE C.V); estos contenian a las enzimas sefialadas con anterioridad y se

procedi6 a efectuar su caracterizacién la cual consistié en conocer ¢l contenido de proteina de las
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enzimas utilizando ¢l método de Biuret. Por otro lado también se realizé la determinacion de la
actividad enzimatica de cada una de las enzimas seleccionadas. Lo anterior se hizo buscando el
sustrato mas adecuado para cada una de las enzimas y cuantificando su actividad por métodos
espectrofotométricos.

Para el caso de la enzima Proteasa se utilizd el método de Biuret y para las enzimas Celulasa y
Pectinasa se utilizo la técnica del acido 3,5-dinitrosalisilico (24). Para estos experimentos se fijaron
las condiciones de: Temperatura, pH conforme a indicaciones recomendadas por los proveedores,
asi como la concentracién de enzima en 5% p/v, que también fue una recomendacion. Todas las

concentraciones de enzima en los diferentes experimentos se manejaron en términos de % p/v.

Se realizé una cindtica enzimatica con cada una de las enzimas seleccionada; se decidié trabajar a
30°CypH Sy 7,40°Cy pH 5y7y50°Cy los mismos valores de pH con el objetivo de
establecer las condiciones de temperatura y pH 6ptimos de las enzimas; en esta etapa la
concentracion de enzima se fijé en 5% p/v con respecto al sustrato el cual fue el bagazo de betabel.
El tiempo seleccionado para evaluar la actividad de las enzimas fue 10 minutos. Este tiempo se
consideré adecuado para poder evaluar la actividad de las enzimas. Al termino de este periodo, las
enzimas se inactivaron con calor y se cuantifico el color liberado del bagazo como consecuerncia de
la actividad enzimdtica. La cinética desarrollada pretendié establecer el comportamiento de las
diferentes enzimas seleccionadas, en presencia de un sustrato particular, en este caso el bagazo del
betabel, teniendo a esta como su tnica finalidad. Posteriormente, una vez seleccionadas la
temperatura y pH 6ptimos, se evaluo la concentracion de enzima dentro del sistema enzima-sustrato
y se determiné la concentracién mds adecuada para €l sistema. Por cuestiones de costo-beneficio, la

concentracién maxima a utilizar fue de 5% p/v con respecto al sustrato.

E! proceso al que fue sometido el betabel antes de su interacci6n con las enzimas, consistio en
extraer el jugo del betabel mediante un extractor de jugos y separar de este el bagazo que sirvi6

como sustrato. Cada determinacién se realizé por separado y por duplicado.

Es importante sefialar que investigaciones anteriores (27) han mencionado la presencia de una
enzima con caracleristicas que permiten suponer que tiene actividad de peroxidasa, y que provoca

perdida de color cuando se trata de extraer color del betabel entero, cuando han utilizado enzimas
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Pectinasas y Celulasas, para esta finalidad. Esta investigacién no pretende pasar por alto este suceso,
y se propone establecer soluciones alternas que permitan evitar ¢l problema citado, si se presenta,
con la finalidad de alcanzar los objetivos establecidos al inicio de este trabajo. Se propone establecer
alternativas tales como el uso de inhibidores especificos o en su defecto el uso de otras enzimas que

contribuyan a 1a resolucién de la problematica en cuestidn.

La siguiente etapa de la investigacion, consistié en establecer un sistema enzimético que permitiera
obtener mejores resultados en cuanto a rendimientos en el contenido de color recuperado, que los
resultados que pudieran obtenerse al trabajar con las enzimas en forma separada. En esta etapa se
manejaron combinaciones de concentraciones de las enzimas seleccionadas, estableciendo dichas
combinaciones de los valores de concentracién de las enzimas que mostraron las mejores
tendencias, cuando se evalué el comportamiento de éstas en forma aislada. La temperatura y el pH

utilizados en esta etapa fueron aquellos dentro de los cuales las enzimas mostraron su mejor

desarrollo.

Finalmente se realizé un escalamiento del sistema éptimo encontrado en etapas anteriores, de tal
forma de evaluar los rendimientos cbtenidos cuando los voliimenes dentro del sistema propuesto
aumentaban, estimando asi su aplicabilidad a modelos mds cercanos a la realidad préctica. Se

planted realizar un escalamiento 5 veces mayor al sistema utilizado inicialmente
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DIAGRAMA DE TRABAJO.

BETABEL
LAVADO
TRITURACION
EXTRACCION
UGO BAGAZO
DETERMINACION DETERMINACION DETERMINACION
DE SOLIDOS DEL ESPECTRO DE ANALISIS CARACTERIZACION DEL SISTEMA ESCALAMIENTO
TOTALES ABSORCION FISICOQUIMICOS ENZIMATICA EN(ZJIMAT!CO DEL SISTEMA
PTIMO

Fig.4.Metodologia del trabajo experimental.




4.2- METODOS DE ANALISFS.
Determinaciones Fisicoguimicas.
Andlisis para el betabel entero y bagazo de betabel:
-Determinacion de Proteina: Método kjeldahl (16).
-Determinacién de Extracto etéreo: Extraccion con éter de petréleo (16).
-Determinacitn de Cenizas: Método de la AOAC (16).
-Determinacién de Humedad: Método de Iz AOAC (16).

-Determinacién de Fibra cruda: Este método consiste en lo siguiente: se pesan 2 gramos de muestra
seca y se colocan junto con 1 gramo de fibra de vidrio en un vaso Bersellius; se agregan 200 ml de
acido sulfiirico al 1.25% hirviente, y se calientan a ebullicién durante 30 min. ( la solucién debe
empezar a hervir antes de 1 minuto) el contenido de este vaso se filtra al vacio utilizando un
kitasato y un matraz erlenmeyer; ¢! fiftrado se lava tres veces con 200 ml de agua destilada calentada
a ebullicién; posteriormente, se traspasa el filtrado a otra vaso Bersellius, con 200 mi de NaOH al
1.25% hirviente y se calienta a ebullicion durante 30 min., a la muestra se le realiza el mismos
lavados anteriormente sefialados. Después de que la muestra se ha filtrado al vacio, se pone en un
crisol a peso constante y se coloca Lhr. a 100°C en estufa; se deja enfiar y se pesa; el crisol se
coloca en la mufla a 550°C, durante 3hrs. se deja enfriar y se pesa. El contenido de fibra cruda se

caleula de la siguiente forma:
%FC=Peso del crisol después de secar- peso del criso] después de incinerar /Peso de la muestra.

-Determinacion de Carbohidratos totales: Método de Ia AOAC (16).
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Determinacién del espectro de Absorcion.

Para determinar el espectro de maxima absorcién de las betalainas se efectud la extraccién del jugo
de betabel utilizando un extractor de jugos (ver anexo). Posteriormente se peso 0.1 g de jugo de
betabel, el cual se disolvi6 con 50 ml de agua destilada; la muestra se paso por papel filtro del N° 1
y se afor6 a 100 mi. Utilizando un espectofotometro y cubriendo toda la region del U.V. visible, se
corrié la muestra citada con anterioridad y se comprobé la longitud de méxima absorcion de las
betalainas. L.a determinacion realizada permitié encontrar el valor de longitud de onda adecuado,
que se procedié a utilizar en etapas posteriores de este trabajo. Todas las ptuebas se realizaron por

duplicado y los resultados mostrados son ¢l promedio de dos determinaciones.
Determinacién de Proteina en los extractos enziméticos por el método de Biuret.

Para determinar ¢l contenido de Proteina en los extractos enziméticos utilizados en este trabajo, se
prepar una solucién con albimina de bovino de concentracién 1 mg/ml, la cual fue usada como
solucién patrén.. Fueron preparadas seis muesiras con 1,2, 4, 6, 8 y 10 ml de esta solucién y un
blanco que no contenfa Proteina. A todas las muestras se les adicions 4 ml del reactivo de Biuret y
se ajustd el volumen a 15 ml utilizando agua destilada, Después de 30 minutos, se tomaron las

lecturas de absorbancia a 540 nm correspondientes a cada una de estas.

Para conocer el contenido de Proteina de los extractos enzimdticos, se procedié a pesar por separado
0.05 g de cada una de las enzimas utilizadas, para este caso Pectinasa, Proteasa y Celulasa, y se
disolvieron en 10 ml de agua destilada. Se agregé a cada muestra 4 ml del reactivo de Biuret y se
dejaron reaccionar durante 30 minutos. Al termino de este periodo, se tomaron las lecturas
correspondiente de absorbancia a 540 nm. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y los

resultados mostrados son el promedio de dos determinaciones.
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Determinacién de la actividad especifica de la Celulasa (5, 8, 15).

La actividad de la enzima Celulasa se determiné midiendo azucares reductores dentro de un sistema
que incluye el sustrato y la enzima estudiada para cada caso, mediante la técnica de D.N.S. Se
prepard una solucién de glucosa anhidra U.S.P. de concentracion 2x10” g/ml la cual se utilizé para
preparar una curva de calibracién de azucares reductores. Se prepararon seis muestras que contenian
0,02, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 ml de solucién patron de glucosa; a cada una se les adicioné 1 mi del
reactivo D.N.S. y después de someterlas a ebullicion durante 5 minutos, se enfriaron a se aforaron a

un volumen final de 50 m}. Por ultimo se tomaron las Correspondientes lecturas de absorbancia a

540 nm .

El sustrato para la enzima Celulasa fue Carboximetilcelulosa (CMC) de Sigma; La CMC, no es
soluble en agua, asi que se preparé una suspencién al 0.01%. Cabe sefialar que para mantener
homogénea la suspencién, las alicuotas antes de ser adicionadas se agitaron 5 veces a la izquierda y
5 veces a la derecha. Para determinar a la actividad especifica de la enzima Celulasa se prepar6 una
solucidn de esta enzima de concentracion 1x107 g/ml utilizando solucién amortiguadora de acetatos
pH:5 (ver preparacion de soluciones) esta solucién también se utilizé para preparar la dispersion de
Carboximetilcelulosa .Se procedié a preparar seis muestras que contenian cada una 2 ml de la
solucién con la enzima Celulasa y 2m! de la suspencién de CMC. Las muesras se mantuvieron
durante los siguientes tiempos de reaccién: 2, 4, 6, 8, y 10 minutos a 30°C en un bafio con agua a
temperatura constante, considerando cero como punto de inicio del experimento. Al termino de los
tiempos mencionados, se tomé 1 ml de cada una de las muestras y se les adicioné 1 ml del reactivo
D.N.S., las muestras se calentaron a ebullicién durante 5 minutos, se enfriaron se aforaron a 50 mi
con agua destilada; sc tomaron las comrespondientes lecturas a 540 nm. Se determiné el contenido
de azucares reductores en mg/ml. La actividad especifica de la enzima es igual a la pendiente de la
curva mg/ml de azicares reductores vs. tiempo de reaccién. Todas las pruebas se realizaron por

duplicado y los resultados mostrados son ¢l promedio de dos determinaciones.
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Determinacidn de Ia actividad especifica dela Pectinasa (5, 8, 10, 15).

También para la determinacién de la actividad de la enzima Pectinasa se midicron azucares
reductores dentro de un sistema que incluy6 el sustrato y la enzima Pectinasa, mediante 1a técnica de
D.N.S. El sustrato para la enzima Pectinasa fue Pectina de alto metoxilo U.S.P. con el cual se
preparard una solucién con 1x107 g/ml en sol. amortiguadora de acetatos pH 5. Una solucién de
enzima Pectinasa de concentracion 1x107 g/mi fue preparada en una un buffer de acetatos. Se
procedié a preparar seis muestras que contenian 2 ml de solucién enzimatica y 2 mi de sustrato; Ias
muestras se mantuvieron por 2, 4, 6, 8 y 10 minutos a 30°C se utilizando un bafio con agua a
temperatura constante Después de esto, se tomé 1 ml de cada una de las muestras se les agregd 1 mi
del reactivo D.N.S. y s calentaron a ebullicién durante 5 minutos, se enfriaron y se aforaron a 50 ml
con agua destilada; como en ¢l caso anterior, las lecturas correspondientes de absorbancia a 540 nm
fueron tomadas, y se determiné el contenido de azucares reductores en mg/ml. La actividad
especifica de la enzima Pectinasa, es igual a la pendiente de la recta mg/ml de azicares reductores
vs. tiempo de reaccion. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y los resuitados mostrados son

el promedio de dos determinaciones.
Determinacién de la actividad especifica de 1a Proteasa (5, 8, 15).

La actividad especifica de la enzima Protcasa se determiné midiendo la cantidad de Proteina
hidrolizada y cuantificada por el método de Biuret. El sustrato para la enzima Proteasa fue alblimina
de bovino de Merck. Se procedié a preparar el sustrato para la enzima con concentracion 1x107
g/ml utilizando sol. amortiguadora de acetatos pH:5 y también se disolvid las enzima hasta una
concentracién 1x10° g/ml con la misma solucién. Se prepard un bafio con agua a temperatura
constante ¢ igual a 30° centigrados y se procedié a preparar seis muestras que contenfan 2 ml de la
sol, enzimética y 2 ml del sustrato, albimina de huevo; las muestras se mantuvieron por separado
los siguientes tiempos de reaccion: 2, 4, 6, 8 y 10 minutos a 30°C tomando cero como inicio del
experimento. Después de lo anterior se tomé 1 mi de cada una de las muestras, se agregé 4 ml del
reactivo de Biuret y se calenté durante 5 minutos; las muestras se enfriaron y aforaron a 23 mi con
agua destilada; 30 minutos mas tarde, se tomaron las lecturas de absorbancia correspondientes a

cada muestra a 540 nm y se determind el contenido de Proteina en mg/ml. La actividad especifica de
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la enzima es igual a la pendiente de la curva mg/ml de Proteina vs. tiempo de reaccion. Todas las

prucbas se realizaron por duplicado y los resultados mostrados son el promedio de dos

determinaciones.
Determinacién de la temperatura éptima de las enzimas.

Para la determinacién de la temperatura 6ptima, se fijé por recomendaciones del proveedor en 5%
p/v la concentracién inicial de cada enzima para trabajar esta etapa, asi como también por
especificaciones del mismo, en esta efapa se trabajé con un pH de 5.00 utilizando solucién
amortiguadora de acetatos (ver preparacién de reactivos). La concentracién del sustrato enzimético
en este caso el bagazo del betabel, se fijé en 0.05 g/ml. Se trabajé con un volumen final de 10ml
utilizando tubos de ensaye. Se realizaron monitoreos de la hidrdlisis enzimdética a las siguientes
temperaturas: 30, 40 y 50 °C; evaluando resultados a los 0, 5, 10, 20, 30, 45 y 60 minutos de
hidrélisis; esto se hizo con cada una de las enzimas por separado. Después de los tiempos
mencionados, las muestras se calentaron a ebullicién durante 5 minutos para inactivar a las enzimas,
se enfriaron y se pasaron por papel filtro del N° 1; se tomaron las correspondientes lecturas de
absorbancia a Ia longitud de onda adecuada. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y los

resultados mostrados son el promedio de dos determinaciones.
Determinacitén del pH éptinto de extraccién.

Se trabajé con una concentracién de enzima de 5% p/v y de la etapa anterior, se selecciond la
temperatura 6ptima de cada enzima y se trabajé con esta durante la extraccién, La concentracion del
sustrato de Ias enzimas se fijé en 0.05 g/ml y un volumen final fue 10ml, utilizando tubos de ensaye
Se procedi6 a evaluar la capacidad hidrolitica de las enzimas a pH 5y 7, y se realizaron monitoreos
a los cero,5, 10, 20, 30, 45 y 60 minutos de hidrélisis; lo anterior se efectud con cada una de las
enzimas y por separado. Al termino de cada uno de los tiempos mencionados, las muestras se
calentaron a ebullicién durante 5 minutos para inactivar las enzimas, se enfriaron utilizando un bario
con agua corriente y se pasaron a través de papel filtro del N° I; se tomaron las correspondientes
lecturas de absorbancia a la longitud de onda adecuada. Todas las pruebas se realizaron por

duplicado y los resultados mostrados son ¢l promedio de dos determinaciones.
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Determinacién de Ia concentracién dptima de enzima.

De etapas anteriores, se¢ selecciond la temperatura y pH éptimos para cada una de las enzimas. La
concentracién del sustrato nuevamente se fijé en 0.05 g/ml y el volumen final fue 10 ml. Las
concentraciones de enzima seleccionadas fueron: 0, 0.5, 1, 2, 3,4 y 5 % p/v. Para cada una de estas
concentraciones, se evalué la capacidad enzimatica después de 10 minutos de hidrélisis y al termino
de este, las muestras se calentaron a temperatura de ebullicién durante 5 minutos para inactivar Ias
enzimas. Las muestra se enfriaron con agua corriente y se pasaron por papel filtro del N° 1; después
de lo anterior, se tomaron las correspondientes lecturas de absorbancia a la longitud de onda
adecuada. Todas las pruebas se realizaron por duplicado y los resultados mostrados son el promedio

de dos determinaciones.
Determinacion del sistema enzimatico éptimo.

Una vez que se ha encontrado los pardmetros antes mencionados, se procedié a determinar las
concentraciones de enzimas mas adecuadas de tal forma de establecer un sistema enzirpético con el
cual se pudieran obtener mejores resultados que los posibles utilizando las enzimas en"t;gr.ina aislada,
es decir se establecié un sistemna enzimatico encaminado a obtener el mejor rendimiento en cuanto a

la extraccién del color contenido en el bagazo de betabel.
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5. _RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos después de realizar el andlisis proximal al betabel entero, se muestran a

continuacion:

Tabla 2.Analisis proximal del betebel entero.

Componente g/100 de muestra hiimeda | g/100 de muestra seca
Proteina 2.74 16.16
Extracto etéreo 0.7 412
Cenizas 2.04 12.08
Fibra Cruda 1.65 9.75
Carbohidratos totales 9.76 57.88

Humedad: 83.13 g/100 de muestra himeda.

Los resultados obtenidos del analisis proximal sobre el betabel, muestran un 16.15% de proteina,
9.75% de fibra cruda, ademéds de un 57.88% de carbohidratos dentro de los cuales estdn
contempladas las pectinas, y que para los fines de este trabajo, son los pardmetros mas importantes.
El total de estos porcentajes alcanza la cifra de 86 % en base seca, esto quiere decir que un alto
porcentaje del betabel es sobre el que se trabajé y en consecuencia una razon importante, que nos
permiti6é sustentar la propuesta planteada al inicio del proyecto. Los valores reportados sobre la
composicién quimica del betabel, son similares a los encontrados en esta investigacion; existen sin
embargo, algunos valores como el contenido de cenizas, que difieren en cuanto a los reportados.
Esta variacién se puede atribuir a causas intrinsecas del propio betabel, cuyo desarrollo depende de

factores climéticos y otros como tipos de fertilizantes usados durante su cultivo.

Tabla 3.Composicion quimica del betabel (26)

Componente g/100 de muestra hiitmeda
Humedad 85-90
Proteina 1.6
Extracto etéreo 01
Cenizas 1.1
Fibra cruda 0.9
Carbohidratos 9.6
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Por otro lada, el praceso de extraccion se efectud después de someter 2 un lavado con agua corriente,
los betabeles seleccionados de la especie Perfec Detroit. Este proceso se llevé a cabo mediante un
extractor de jugos y se obtuvieron al final de este, el jugo que se utilizé para determinar el espectro
de absorcién y el bagazo del betabel, que sirvi6 como sustrato enzimaitico. El contenido de Proteina
en el betabel es 16.16% (base seca), es decir mas de una cuarta parte del peso seco de la leguminosa,

contiene potencialmente betalainas atrapadas dentro de su estructura,

-Espectro de absorcion

. 535.33;,30%3
482, 63:, 25488

S 6BR35663

Fig. 5.Espectro de absorcién del jugo de betabel.

El espectro de absorcién del jugo de betabel se muestra en la figura 5. Se puede apreciar un méximo
de absorcion en la region del visible (400-800 nmy}, como era de esperarse; este punto se encuentra
en 535 nm, que indican la longitud de onda de méxima absorbancia para la betalainas. Algunas
referencias citan 540 nm coino la longitud més adecvada para cuantificar betalainas, sin embargo,
para este trabajo se realizaron las mediciones en 535 nm ya que fue este el valor encontrado despues
de efectuar la determinacioén que consistié en correr una muestra de jugo de betabel a lo largo de la

region del visible y determinar su espectro de absorcién.
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Determinacion de la actividad de las enzimas.

- axrva de Eélibra;:ién para determinar contenido de proteina.

0.5

0.4
03
0.2

Absorbancia {540 nm)

Datos
Absorbancia mg de abgmina

0 0

0,03 1

0,09 2

0,18 4

0,27 6

0,32 8
P 0.4 10

mg de aibimina

La curva de calibracién para determinar Proteina proporciond un coeficiente de correl
=0.9959 el cual es adecuado para efectuar las determinaciones correspondientes; la albimina de
bovino es ficilmente soluble en agua, a diferencia de otros patrones probados como los son la
caseina, la cual no es soluble en este disolvente y por lo
albtimina de huevo, con la cual sucede lo mismo. Esta curva sirvidé para ¢
Proteina de las enzimas ademds de ser utilizada para evaluar la actividad especifica de la enzima

Proteasa. Se determin

Fig.6.Curva de calibracién para Proteina.

a continuacidn en ia tabla numero 4.

Tabla 4. Contenido de Proteina de las enzimas empleadas.

cual no se utilizé para efectuar la curva, o la

6 el contenido de Proteina de las enzimas utilizadas; los resultados se muestran

mg de Proteina/g de

acion ignal a

alcular el contenido de

Enzima Peso de la muesira | Absorbacia (540 nm} | producto en polvo
®

Pectinasa 0.058 0.05 190.69

Proteasa 0.054 0.055 204.64

Celulasa 0.053 0.075 200,12
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E! contenido de Proteina de las enzimas es de importante relevancia, ya que establece un parametro
con el cual pueda identificarse la naturaleza de la enzima en caso de ser necesario. El siguiente paso
fue preparar la curva de calibracién que permitié conocer la actividad especifica de las enzimas

Celulasa y Pectinasa.

; Curva de calibracién de azicares reductores
H
12
} Datos
'E 1 Absorbancia  mg. de Glucosa
§ 08} D 0
0,147 0,408
= 9% 0315 1816
2 o4l 0,575 1224
‘ 5 0,76 1,632
g 02 0,97 204
- :
< © : ; :
02 0408 0816 1224 1632 24
my. de Glucosa
I

Fig. 7. Curva de calibracién de aziicares reductores.

La figura 7 muestra la curva de calibracion que fue utilizada para medir la actividad especifica de
las enzimas Celulasa y Pectinasa. Esta curva proporciond un coeficiente de correlacién r=0.99504, el
cual indica linearidad adecuada dentro del intervalo manejado para su realizacién. Los valores del
contenido de glucosa expresados en mg, se obtuvieron adicionando a diferentes volimenes de la
solucién patrén de glucosa, 1 ml del reactivo D.N.S.; posteriormente las muestras se sometieron a un
calentamiento a temperatura de ebullicién durante 5 minutos para inactivar las enzimas. La técnica
D.N.S. es la més recurrida para determinar azucares reductores, y cundo se manejan polimeros, la

cuantificacién de glucosa es él calculo mas recomendado (24).
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Determinacién de la activida de la enzima celulasa,

03

o Datos

g 0.25 mg de azuc. Reduc.  Tiempo {min}

o
; & a2 0.083 0
! E 045 0,125 2
: 5 0,146 q
C 4 o 0,19 6
. v 0,21 3
1 E 005
D E 0,248 10
i E aQ
i

0 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Fig. 8. Determinacién de la actividad de la Celulasa.

En la figura 8 se observa de la enzima Celulasa con respecto al tiempo; la pendiente de la curva
mostrada en la figura 8,que es igual a §.57x 10? mg-gluc./mi-min., nos da la actividad de la enzima
en cuestién: los azicares reductores fueron cuantificados como glucosa, después de detener la
reaccion enzimatica a los tiempos indicados en la figura 8 y de agregar a cada una de las muestras ¢l
reactivo D.N.S.; la reaccion se detuvo calentando las muestras a temperatura de ebullicién durante 5
minutos y la cuantificacion se llevé a cabo por espectrofotometria. El sustrato utilizado para la
enzima Celulasa fue CMC, la temperatura se mantuvo a 30° C y el pH fue 5. La determinacion de la
actividad de las enzimas se efectud para tener un control sobre estas de tal forma de conocer sus

caracteristicas y también su naturaleza.
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Determinacién de [a actividad de la enzima pectinasa

! v 07 Datos |
f g 06 } ot mg de azuc. Reduc.  Tiempo (min} .
. 9 o5 .
[ - | 0,165 0 i
¢ 2 04 0,27 2 :
i 2 03] 0,356 4 |
; f 02 | : 0,435 6 !
- 0,525 8 .

E 01| 0,615 10 |

C R oo ':
: 0 2 4 6 8 10 |
Tiempo (min) f

Fig. 9. Determinacién de la actividad de la Pectinasa.

Anilogamente, como en el caso de la enzima Celulasa, para la enzima Pectinasa la actividad
especifica es 447x10? mg-gluc/ml-min también en este caso los azucares reductores fueron
cuantificados como glucosa utilizando la técnica D.N.S. la reaccién se detuvo a los tiempos
indicados, el pH se mantuvo en un valor de 5 y la temperatura fue 30°C; después de efectuar un
calentamiento sobre las muestra a temperatura de ebullicién durante 5 minutos, se determiné la

concentracién de mg/ml de azicares reductores, interpolando los valores obtenidos, utilizando la

curva de calibracién.

Determinacion de la actividad de 1a enzima Proteasa

05
045 | Datos

4 04 mgdeproteina  Tiempo (min)
! £ 035
H -] 03 | 0,1 12 [¢] [

§, 025 0,137 2 ;
i g o2 0,198 4 |
I F 015 0,223 6
; @ ot . 0,358 8
N 0.05 0,432 10
: 0
: 0 2 4 6 8 10

Tiempo {min}

Fig. 10. Determinacién de la actividad de la Proteasa.
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La grifica 10 muesira la accién del extracto enzimdtico que contiene a la enzima Proteasa, con
respecto al tiempo. Los datos de esta grafica mostraron que la actividad especifica de la enzima
Proteasa es 3.25x107 mg-prot./ml-min. Para el caso de Ia enzima Proteasa, se uso el reactivo de
Biuret para efectuar la determinacion espectrofotometrica, que permitié obtener ¢} contenido de
Proteina de las muestras. Después de los tiempos sefialados en Ia figura 10, se detuvo la reaccion
calentando a temperatura de ebullicion por 5 minutos y después de 30 minutos, las muesiras se

analizaron en el espectrofotometro a una longitud de onda igual a 540 nm. Esta informacion sirve

como control de la naturaleza de la enzima.

Determinacion de temperatura dptima de las enzimas.

Actividad de Proteasa a pH:5 y diferentes
temperaturas

15 30°C -
£ 10 40°C*
g 51 50°Co

[ __|7 + +

;‘, 5 li\ﬁ :l\a;——’!o—%/
2 0}
:—f,; A5 1

-20

tiempo (min)

Fig. 11. Determinacién de la temperatura éptima de reaccion de la Proteasa.

La figura 11 muestra los resultados de la actividad de la enzima Proteasa en base a contenido de
color recuperado del bagazo de betabel a diferentes temperaturas y pH: 5. para este caso, asi como
mas adelante en la investigacion, para analizar un pardmetro, se fijaron ¢l resto de las variables
involucradas en el sistema: pH, concentracion de enzima y concentracién de sustrato. Se puede
decir que la temperatura adecuada en este experimento es 30° centigrados, como se puede apreciar a

los 5 minutos de hidrélisis, y aunque los valores no son constantes a través del tiempo, si hay

recuperacion de color ( 14%).
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Tanto a los 5 minutos como a los 45 minutos se observa los mejores rendimientos en cuanto al
contenido de color recuperado; el tiempo de 45 minutos puede ser utilizado como tiempo para

efectuar la extraccion utilizando mezclas de enzimas.,

Por otro lado ei a 40° ni a 50° grados centigrados se observan resultados positivos, ya que se pierde
completamente el color, inclusive a los 5 minutos de haberse iniciado la hidrdlisis; sabemos (3) que
la temperatura de 40° centigrados no es precisamente la mas adecuada para mantener la estabilidad
de las betalainas, y por otro lado, la temperatura de 50° centigrados es definitivamente inadecuada
para estos pigmentos. Esta puede ser la causa de los resultados no positivos encontrados en este
experimento. El porcentaje de color recuperado, se determind comparando las muestras contra un

blanco (control) que fue semetido al mimos tratamiento, solo que no le fue adicionada la enzima en

cuestion,
Actividad de enzima Proteasa a pH:7 y diferentes
temperaturas

15 30°C -
g 10 40°C *
§ 51 50°Co
a o0p ~
3
2 5]
2 -0
o

15

Tiempo (min)

Fig. 12. Determinacion de la temperatura éptima de reaccién de la Proteasa,

La figura 12 muestra ia actividad de la enzima Proteasa a diferentes temperaturas y pH:7. Como en
los resultados mostrados en la figura 11, aunque no tan claramente, se puede observar que la
temperatura recomendada para efectuar la extraccién de los pigmentos betalainas, es 30°
centigrados; sin embargo este experimento efectuado a pH:7, no es muy recomendable para la
estabilidad de Ias betalainas (3). El trabajar a pId:7 sabiendo que este pH no es muy adecuado para

los pigmentos rojos, se debid a que se tuvo que evaluar la extraccidn del color presente en el bagazo

3i



del betabel a este pH, ya que es 6ptimo para la actividad de la enzima Proteasa, (ver introduccion)
de tal forma de ponderar cual era el efecto que prevaleceria al final, el contenido de color extraido
como consecuencia de la actividad de la enzima o la perdida de color de las betalainas a pH:7. Las
temperaturas de 40° y 50° centigrados, segin la figura 12, no son adecuadas para la extraccion del

color, seguramente también por las razones comentadas cont anterioridad.

Actividad de Pectinasa a pH:5 y diferentes

20 temperaturas

! 30°C -
® 20 40°C*
2 50C o°
.8 0
1@
3
:9-20

[
15 .40 ]
o
0

€0

Tiempo {min)

Fig. 13. Determinacién de la temperatura éptima de reaccién de la Pectinasa,

La figura 13 muestra la relacién entre el color recuperado y actividad de la enzima Pectinasa a pH:5.
El pH de este experimento, segtin fa bibliografia, es el més adecuado tanto para la enzima, como
para la estabilidad de las betalainas (10). Después de efectuar el experimento mostrado en la figura
13, la temperatura adecuada para extraer los pigmentos del bagazo de betabel fue 30° centigrados
para la enzima comercial Pectinasa, no asi 40° o 50° centigrados. Con respecto a estas temperaturas
de trabajo, se puede sugerir lo mismo, que lo explicado para le enzima Proteasa, sin embargo, el
proceso de degradacién se establece desde el inicio ‘de la extraccién acresentandose a los 10 minutos
de efectuada la hidrélisis a 50° centigrados y perdiéndose un 58% del mismo a los 60 minutos; se

deduce que no es recomendable realizar la extraccién del color a 50°C.
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Actividad de Pectinasa a pH:7 y diferentes
temperaturas

10
X oCc- .
5 /\ / \x 40°C*
0 . ) . ; 50°Co |
-10 o \11»

Tiempo (min)

Color recuperado (%)
&

e e e e i e e ey

Fig. 14. Determinacion de [a temperatura éptima de reaccién de la Pectinasa

Se pucde observar en la figura 14, aunque no claramente, que a la temperatura de 30°C se puede
extraer color utilizando la enzima Pectinasa; un 10% de color se recuperd cuando se trabajd en la
temperatura mencionada. Nuevamente s observa que las temperaturas de 40 y 50° centigrados no
son recomendables ya que ¢l color se degrada por completo, como se observa a la temperatura de

50°C y 10 minutos de reaccién; en este punto la degradacién alcanza el valor de 17%.

Actividad de Celulasa a pH:5 y diferentes
temperaturas

30°C -

40°C*
50°C o

Color recuperado %

Tiempo {min)

Fig. 15. Determinacién de la temperatura éptima de reaccién de Ia Celulasa.
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En la figura 15 se evalud la actividad de la enzima Celulasa a diferentes temperaturas y pH:5;
definitivamente aqui no existen resultados positivos. Estos muestran que las betalainas son
degradadas en cuanto la enzima Celulasa comienza a actuar y la degradaci6n se incrementa con el
tiempo; el maximo de degradacion se presenta a la temperatura de 50° centigrados, temperatura
adecuada para la enzima Celulasa (ver introducei6n) pero no recomendable para la estabilidad de las
betalainas (10). Como consecuencia de la combinacion de estos factores, aumenta
considerablemente la perdida del color. No hay recuperacién de los pigmentos en ninglin momento

de la extraccion.

Actividad de enzima Celulasa a pH:7 y

diferentes temperaturas 30°C - -

0o - ' 40°C*

=04 10 20 30 45 50°C o

Py -20 | i
T 30

§ 401 x

E -50 1 \Q :

g N ;

° :
3 =70 |

-80 I ,

Tiempo (min)

Fig.16. Determinacién de la temperatura 6ptima de reaccién de Celulasa

La figura 16, muestra que la extraccién de los pigmentos betalainas definitivamente no es posible
cuando se utiliza la enzima Celulasa, a temperaturas de 30°C, 40°C o 50°C y pH 7. Anteriormente,
como se puedo apreciar en la figura 15, la actividad de la enzima Celulasa sobre el bagazo de
betabel, produce el efecto contrario al que inicialmente se pretendia, y por el cual se decidi6 utilizar.
La degradacién del color produce valores tan altos como 70% de color perdido, esto cuando se han
efectuado 60 minutos de hidrélisis. En este experimento no se puede apreciar la influencia de la
temperatura de reaccién ya que solo se obtuvieron resultados negativos, los cuales a pesar de que se

pueden comparar, no proporcionan informacion confiable.
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Por otro lado, después de efectuar los experimentos mostrados en las figuras 15 y 16, se procedio a

realizar un experimento mas con la enzima Celulasa, para comprobar si fa misma tendencia

encontrada hasta ahora, se seguiria presentando.

Seleccionamos, las siguientes condiciones:

Temperatura: 30°.

pH: 5.00.

Tiempo de hidrélisis: 30 min.

Concentraciones de enzima seleccionadas: 0,0.5,0.8, 1.0, 1.5,2.0,2.5,3.0,3.5,4.0,45y5.0%
p/v:

Se evaliia la actividad de la enzima Celulasa sobre el bagazo del betabel, en cada una de las

concentraciones seleccionadas y s¢ cuantifica la extraccién del color contenido en el bagazo. Los

resultados se muestran a continuacion:

" Concentracién éptima de celulasa

0% 05 08 1 15 2 25 3 35 4 45 §

Color recuperado (%)

Goncentracién de enzima (ph})

Fig. 17. Determinacién de Ia Concentracién éptima de Celulasa.

El experimento de la figura 17, se realizé para evaluar el efecto de la enzima Celulasa, 2 diferentes

concentraciones, sobre el color presente en el bagazo de betabel. La figura muestra que al aumentar

la concentracién de enzima el efecto degradativo sobre las betalainas, también aumenta, lo cual

confirma la relacion entre el color perdido y la enzima Celulasa. Se puede observar que al adicionar

0.5 % de enzima Celulasa a la muestra que contiene el bagazo de betabel, se pierde cerca del 10 %
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del color, y se pierde cerca del 70 % del mismo cuando se trabaja a una concentracion de 5 %. De
acuerdo con esto, la enzima Celulasa dentro del sistema, no provoca la liberacion del color, sino
todo lo contrario, lo degrada casi por completo. Las figuras 16 y 17 muestran que en fa utilizacién
de la enzima Celulasa para efectuar la extraccidn de los pigmentos 1ojos, existe un factor intrinseco

de la enzima que provoca perdida total del color en cuanto esta se pone en contacto con el sustrato

seleccionado.

Anteriormente, Wasserman (27) y sus colaboradores intentaron extracr pigmentos del betabel
entero ulilizando enzimas, una de las enzimas més utilizadas en la experimentacién antes
mencionada fue precisamente una Celulasa. En este experimento, Wasserman (27) y colaboradores
perdian por completo el color presente en ¢l betabel cuando se ponia este en contacto con la
Celulasa utilizada en su trabajo. Sin poder resolver por completo su problematica, Wasserman (27)
y colaboradores sugirieron que podria existir una segunda enzima que seria la responsable de la
degradacion del color y que esta era liberada precisamente por la enzima Celulasa provocando con
esto la perdida del color. Wasserman hablo de una enzima con actividad de peroxidasa como la

causante directa de la problemditica.

En este proyecto desde su inicio se plante la wiilizacién de la enzima Celulasa para lograr los
objetivos planteados, pero al utilizar la enzima Celulasa no se obtuvieron los resultados esperados y
tomando en cuenta el precedente (27), se plantea una solucién alterna a estas instancias de la
investigacién. La perdida del color contenido en el bagazo del betabel podria deberse a la liberacién
de una enzima con carécter de peroxidasa, la cual es liberada por accion de la enzima Celulasa
utilizada en este proyecto. Sabemos (7) que las peroxidadasas presentes en el tejido vegetal actiian
utilizando peréxido de hidrogeno (H,0,) durante su actividad. El peroxido de hidrogeno se
encuentra en las células vegetativas (27) y es a partir de este compuesto que la enzima peroxidasa
actia.

La enzima Catalasa, catalisa la siguiente reaccion:

H,0, + CATALASA----H,0 + % O, + CATALASA.
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Con la informacién obtenida durante la investigacion podemos suponer que la accion de la enzima
Celulasa sobre el bagazo del betabel libera una enzima o un sistema enzimatico que degrada los
pigmentos betalainas, ya sea porque estos sean sus sustratos o porque la accion de esta enzima libera
algiin metabolito que degrada el color. A partir de la informaci6n obtenida en los experimentos de
Wasserman (27) y sus colaboradores y los resultados obtenidos en este trabajo con la enzima

Celulasa, planteamos la siguiente alternativa:

Si la actividad de la enzima Celulasa libera una enzima o un sistema enzimatico como consecuencia
de su accién sobre el bagazo del betabel y esta enzima o sistema enzimdtico tiene actividad de
peroxidasa, la presencia de la enzima Catalasa eliminara la accién de la peroxidasa ya que su
afinidad por el peréxido-de hidrogeno es mucho mayor que la afinidad que pudiera tener cualquier
peroxidasa (7). Sin perdxido de hidrogeno las enzimas peroxidasas no podrd actuar sobre las
betalainas; si es asi, la degradacidn de estas como consecuencia de la actividad de la peroxidasa, no

se efectuard mas.

Enzima Catalasa.

Caracteristicas:
# Catalasa. Sigma C-3515 Lot.693778.
¢ Actividad: 7150 units/mg de Proteina.

La utilizacién de la enzima Catalasa en el experimento plantea de inicio algunas preguntas. Una de
las principales es, que cantided de enzima deberd ser adicionada para lograr el efecto inhibidor
sobre la peroxidasa?. Varias alternativas se pueden plantear como respuesta, sin embargo se observa
que Ia actividad de la enzima Catalasa es aproximadamente 100°0000 mayor que la actividad de la
enzima Celulasa. Una de las razones de esto es que la enzima Catalasa que se utilizd es
pricticamente pura, a comparacién de las enzimas comerciales que no lo son. Se plantea la
alternativa de efectuar una dilucién que permita igualar lo ms posible las actividades de las enzimas
en cuestién, es decir una diluicion 1:100°000 para la enzima Catalasa, con el objeto de facilitar y
economizar su uso, esto permitir manejar de una forma més adecuada la enzima durante el proyecto

ademas de que suponemos que la cantidad de enzima necesaria para efectuar [a inhibicién es minima
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como minima debe ser también la cantidad de peroxidasa liberada por la accién de la Celulasa, no
asi su efecto sobre las betalainas. Planteamos desde un inicio como solucién a la incégnita de no
saber la concentracién éptima de Catalasa necesaria par a resolver el problema citado, la adicién de
un exceso de Catalasa en el sistema, de tal forma de encontrar mas rapidamente la concentracién de
enzima adecuada. Se disefio adicionar diferentes volimenes de Catalasa al sistema manejando
parmetros establecidos; estos son: pH 5, Temperatura: 30° centigrados, concentracion de enzima
2.5% pfv, y 10,15 y 20 minutos de hidrélisis, concentracion de bagazo 0.05 g/ml.

Los resultados de estos experimentos se muestran a continuacion:

Condiciones:

e 10 minutos de hidrolisis

e pH4.95
# Temperatura 30°C
Tabla 5
ml de Catalasa Color perdido (%)
agregados
0 30
0.5 26.6
1 133
2 16.6
3 133
5 13.3
7.5 0
Condiciones:

* |5 minutos de hidrolisis
+« pH492
» Temperatura 30°C
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Tabla 6

ml de Catalasa Color perdido (%)
agregados

0 444

0.5 55.5
1 5535
2 55.5
3 55.5
5 27.7

7.5 0

Condiciones:

e 20 minutos de hidrélisis
» pH4.96
s temperatura 30°C

Tabla 7
m! de Catalasa Color perdido (%)
agregados

0 42.8

0.5 42.8
1 50
2 50
3 28.5
5 21.4

7.5 0

En la tabla 5 podemos observar que después de agregar 3 mi de enzima Catalasa hay un cambio
radical en la disminucion de la perdida del color y que a 7.5 ml de Catalasa agregada tenemos 0 %
de color perdido. El tiempo de reaccién no parece ser un factor determinante en el inicio de la
actividad de la enzima Catalasa, ya que como se puede apreciar en la tabla 5, la enzima que degrada
el color achia desde el momento en que comienza la hidrélisis del bagazo del betabel, por la
enzima Celulasa, y sin embargo, a los 10 minutos de hidrélisis ¥ con 7.5 ml de enzima Catalasa, se
logra inhibir el efecto de degradacion del color. Algo similar a lo mostrado en la tabla 5, se puede

apreciar en la tabla 6, en donde la tinica diferencia es ¢l tiempo de hidrélisis, el cual es en este tltimo
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experimento 15 minutos. Aqui podemos observar que después de agregar 3 ml de enzima Catalasa
no hay un cambio notable en la disminucion de ia perdida del color pero a 7.5 ml de Catalasa
agregada nuevamente tenemos 0 % de color perdido, lo cual parece indicar una tendencia y también
una concentracion adecuada. En la tabla 7 el efecto de la enzima Catalasa sobre la peroxidasa se
hace patente; se puede apreciar que la enzima peroxidasa queda completamente inhibida cuando se
agregan 7.5 mi de enzima Catalasa es decir una relacién 1:3 Celulasa-Catalasa, ya que la
concentracién de la enzima Celulasa en este experimento fue 2.5%. Se observa que no se pierde
color cuando la enzima Celulasa esta en presencia de la enzima Catalasa, de otro modo, se pierde
hasta un 50% del color inicialmente presente en la muestra. Con estos experimentos se pueden
fundamentar respuestas a algunas de las preguntas planteadas acerca de la problematica en
cuestién, como los son: ‘

Parece que si es una enzima peroxidasa la que es la causa de la degradacion del color en el bagazo
del betabel, por otro lade la eliminacién del peréxido de hidrogeno del sistema a causa de la
Catalasa inhibe la accién catalitica de la peroxidasa. En Ia tabla 7, se puede encontrar la relacién 1:3
Celulasa: Catalasa. Esta relacién parece ser la adecuada para lograr inhibir el efecto de la peroxidasa,
También se realizaron pruebas con la enzima Catalasa con relacion 1:4 y 1:6 (datos no mostrados),
encontrindose que un exceso de concentracién de la enzima Catalasa no provoca ninguna inhibicién
de la peroxidasa, sino que ésta enzima, la Catalasa, no actia en lo absoluto cuando se maneja una
relacién distinta a 1:3, Celulasa-Catalasa; es claro segin estos resultados, que es esta la relacién
adecuada. Cabe resaltar que aunque se mancjaron diferentes tiempos de hidrdlisis, este no influyd en
nada sobre la degradacién de 1a betalainas, cuando la enzima Celulasa estaba presente; se observa
que cuando se agrega 7.5 ml de Catalasa es cuando se logra inhibir el efecto de la peroxidasa y no
cnando el tiempo de reaccion es mayor o menor durante la hidrolisis. La concentracién de la enzima
Celulasa fue 2.5% p/v; ¢l volumen de enzima Celulasa correspondiente a esta concen&acién fue 2.5
ml y es por eso que se adicionaron 7.5 ml de enzima Catalasa diluida 100,000 veces. Los
experimentos hasta este punto realizados, muestran que la Catalasa inhibe a la enzima peroxidasa
que degrada a las betalainas, sin embargo, los experimentos también muestran que no es posible
extraer color del bagazo del betabel usando esta enzima, ya que el punto dptimo es cuando no se
pierde color, es decir se tiene 0% de color perdido, lo cual también significa 0% de color recuperado.

La aplicacién de Ia enzima Celulasa en la investigacion, provoca mas desventajas que ventajas y los
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resultados hasta ahora encontrados no justifican su utilizacion. En este punto del trabajo, se decide

excluir a la enzima Celulasa para los fines que esta investigacion pretende ( ver objetivos).

Determinacién de la concentracién 6ptima de 1as enzimas comerciales

Concentracién éptima de Proteasa

s INg w1 \5/
[

15 1

Color recuperado {%)
&

concentracion de enzima (p/v)

Fig. 18. Determinacién de Ia concentracién éptima de la enzima Proteasa.

Los experimentos para determinar la concentracién optima de la enzima Proteasa, s¢ muestran en la
figura 18. Se observa que la concentracién adecuada para efectuar la extraccién es 2.5% p/v.
Cuando se alcanza esta concentracién, se extrae 8% de color, sin embargo no hay consistencia en los
resultados ni antes ni después de esta concentracién. Cuando se maneja una concentracién de 1%
p/v, también se obtienen resultados positivos, pero no tan efectivos como cuando se maneja una
Concentracién de 2.5% pfv. No esta bien definido que es lo que sucede cuando se manejan
concentraciones superiores a 2.5% plv, se puede suponer que la enzima Proteasa al ser agregada en
concentraciones superiores a 2.5% p/v se inhibe dentro del sistema y no puede actuar, sin embargo
este comportamiento no esta del todo explicado, aunque parece una explicacion probable, Otra
posibilidad que se plantea, es la presencia de la enzima peroxidasa, que causaria los mismos

problemas ocasionados cuando se utilizé Ia enzima Celulasa.
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Concenitracidn 6ptima de Pectinasa

[
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Color recuperado (%)
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concentracion de enzima (pfiv)

Fig. 19, Determinacién de la Concentracidn ptinta de la enzima Pectinasa.

La figura 19, muestra que la concentracién de enzima Pectinasa donde se obtienen los resultados
positivos en la recuperacion del color presente en el bagazo del betabel es 2.5% p/v. Después de
una concentracion de 1% pfv se observa un aumento en el contenido de color de las muestras; esta
concentracion llega a su punto éptimo cuando alcanza el valor de 2.5% p/v después de esta, el
contenido de color recuperado cae hasta cero. Lo anterior se puede deber a que a altas
concentraciones de enzima, se inhibe Ia actividad de esta, y no se puede recuperar color més que a
aquel que se obtuvo en el punto Optimo. Hasta este punto del trabajo se pueden rescatar los

siguientes puntos:

La temperatura adecuada de las enzimas Proteasa y Pectinasa es 30° centigrados, €l pH donde mejor
actiian ambas enzimas es también el mismo para a;nbas vy es pH:5. La concentracién mas adecuada
para la enzima Pectinasa es 2.5% p/v y para la enzima Proteasa podria ser también 2,5% p/v aunque
esto no se mostré del todo claro. Se utilizd la enzima Catalasa, para inhibir una enzima o Sistema
enzimético, que degrada a las betalainas, liberado posiblemente cuando se rompe la pared celular de
las células vegetativas presentes en el bagazo del betabel, sin embargo este sistema enzimético
oxidativo, podria ser liberado por la presencia de las enzimas Proteasa y Pectinasa. Se propone
efectuar un experimento en donde estén presentes las dos enzimas antes mencionadas en presencia y

ausencia de fa enzima Catalasa para comprobar si el sistema degradativo de la betalainas es 0 no
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liberado durante la accién de estas. Los sistemas contenian un volumen de enzima de 2.5 ml,
correspondiente a una concentracidn de 2.5% p/v; como consecuencia de esto, se adicion6 un
volumen de 7.5 ml de enzima Catalasa (relacion 1:3), y se observo el efecto de las enzimas Proteasa

y Pectinasa en presencia de la enzima Catalasa

Determinacién de la influencia de la enzima
catalasa durante la actividad de Ias enzimas

pectinasa y proteasa.
con pectinasa y
catalasa

con profeasa y
catalasa

con
proteasa

Color recuparado (%)
=

slstema enzimético.

Fig. 20. Determinacién de la influencia de la enzima Catalasa durante la extraccién

enzimdtica.

La figura 20 muestra que la influencia de la enzima Catalasa durante la extraccidn enzimética,
efectivamente se hace patente, ya que s¢ obtienen mejores resultados cuando la enzima Catalasa esta
presente que en su defecto; Se puede decir que la enzima peroxidasa si es liberada por la accién de
las Pectinasas y de las Proteasas, sin embargo, no en la proporcion que la hacia la enzima Celulasa.
De cualquier modo, este experimento permite fundamentar el uso de la enzima Catalasa durante el
resto de la investigacién. La figura 20 permite suponer que la enzima que degrada a las betalainas
esta presente desde el inicio de la hidrélisis enzimatica, solo que a bajas concentraciones de enzima,
el efecto de la degradacién no se observa, en cambio si se observa recuperaci6n del color (Fig. 19)
hasta que la concentracién de enzimas es superior a 2.5%, después de este punto la degradacién de

las betalainas es la gue prevalece.
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Determinacion del sistema enzimatico dptinto.

Para establecer el disefio del sistema enzimatico, se utilizé la informacién hasta el momento
recopilada durante este trabajo. Esta informacion es la siguiente:

El pH en el cual se trabajard es pH: 5.00, temperatura 30° centigrados, las concentraciones de las
enzimas 2.5%p/v, sin embatgo se propone utilizar un disefio modificando estas ya que si las
enzimas pueden actuar cotrectamente sin inhibirse dentro del sistema, se podrian mejorar resultados
al variar sus concentraciones. Concentracion del bagazo en el sistema es: 0.05 g/ml. Todos los
volimenes manejados son iguales a 10 ml. Los tiempos que se mangjaron durante la hidrélisis
enzimatica fueron: 15, 20, 30 y 45 minutos, por considerarse los tiempos adecuados para observar
el comportamiento enzimdfico durante su actividad dentro del sistema propﬁesto. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado, los resultados mostrados, son e} promedio de dos
determinaciones._Se propone manejar los dos sistemas que a continuacién se especifican en la tabla

8.

Tabla 8.
CONCENTRACION DE ENZIMAS
(/100 mi)
SISTEMA
ENZIMATICO | PROTEASA PECTINASA
1.25
I 2.5 2.5
3.75
1.25
II 2.5 2.5
3.75

Por otro lado se propone a agregar la enzima Catalasa en un volumen de 7.5 ml para cada sistema;

7.5 ml comesponde a tres veces el volumen de la enzima principal (Proteasa o Pectinasa
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dependiendo el sistema) que se mancja, pero se debe recordar que la enzima Catalasa fue diluida
antes de su adicién al sistema seleccionado. Los resultados obtenidos al evaluar los sistemas
anteriormente citados, se compararon contra modelos que fueron sometidos exactamente a las
mismas condiciones, excepto que estos tltimos no contenfan ninguna enzima. Los resultados

obtenidos al llevar a cabo el sistema [ se muestran a continuacion:

Condicién 15 minutos de hidrélisis.

Recuperacién del color con pectinasa al 2.5%

[+
n

pH:5.06

3

Color ncuinrado (%)
o 3 >

0 1.25 25 375
concentracidn de Proteasa {%3).

Fig.21. Contenido de color recuperado ufilizando mezcla de enzimas (Sistema I).

Como se puede apreciar en la figura 21 los rendimientos son diferentes y parecen aumentar
conforme Ia concentracién de Protcasa aumenta, excepto cuando la concentracién de ambas enzimas
es igual, es decir 2.5% p/v. Los mejores rendimientos equivalen a 22.8% cuando la concentracidn de
Proteasa es 3.75 %; el rendimiento no es muy alto {22.8%) sin embargo en este caso solo se
efectuaron 15 minutos de hidrélisis y esta puede ser la explicacién del bajo rendimiento obtenido.
En el experimento de la figura 21, las muestras contenian la concentracién de enzima citada en la
tabla 8, los valores de color recuperado, fueron obtenidos calculando la diferencia de color que
existia entre los sistemas con enzimas y muestras que fueron sometidas a las mismas condiciones

pero sin mezcla enzimdtica.
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Condicion: 20 minutos de hidrolisis

Recuperacién del color con pectinasa al 2.5%

10 pH:5.04

Color recuperado %

0 129 25 375
concentracidn de Proteasa (%]).

Fig. 22, Contenido de Color recuperado utifizando mezcla de enzimas (Sistema I},

Con 20 minutos de hidrolisis enzimética se tienen resultados que plantean lz posibilidad de un
aumento del color conforme aumenta la concentracién de enzima Proteasa, cuando previamente se
ha fijado la concentracion de Pectinasa en 2.5%, esto se observa en la figura 22; aunque no hay altos
rendimientos, si se observa la influencia de la enzima Proteasa cuando aumenta su concentracion;

parece claro que 20 minutos no son suficientes para lograr buenos rendimientos en la extraccion.

Por otro lade, en la figura 23, se observa nuevamente que cuando ia concentracién de la enzima
Proteasa alcanza el valor de 3.75% p/v, se obtienen los mejores resultados en cuanto al contenido de
color recuperado. Después de 30 minutos de hidrdlisis enzimatica, podemos observar que no s¢
aprecia ningin tipo de inhibicién por parte de alguna de las enzimas utilizadas, (Proteasa o
Pectinasas) una con respecto a la ofra. , Esto era de esperarse, ya que las enzimas tienen diferentes

sustratos, con lo que en un inicio pueden actuar sin que se presente la inhibicién.
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Condicién: 30 minutos de hidrolisis.

—
Color recuperado con pectinasa al 2.5%

25
= pH:5.04
> 2
j:

5
&
g 10
:9: | I
[~
[&]

'R 4= + +

0 1.25 25 375
concentraclén de Proteasa {%5).

Fig. 23. Contenido de Color recuperado utilizando mezcla de enzimas (Sistema I).

Parece que los productos de hidrélisis, después de 30 minutos, tampoco contribuyen a establecer

algiin tipo de impedimento, que pudiera suponer la disminucién en la actividad enzimética.

Condici6n: 45 minutos de hidrolisis,

Color recuperado con pectinasa al 2,5%

50 +
A9
30
20
10

0

pH:5.06

Color recuperado (%)

4] 1.25 25 3.75
concentracién de Proteasa (%).

Fig. 24. Contenido de Color recuperado utilizando mezela de enzimas (Sistema I).
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La figura 24, se obtuvo después de llevar a cabo 1a hidrdlisis durante 45 minutos; en esta figura se
observan los mejores rendimientos en cuanto a contenido de color recuperado, hasta el momento
obtenidos. Después de 45 minutos, se obtuvo 43.58% de color el cual significa el valor més alto
encontrado hasta el momento. Parece que cuando la concentracion de la enzima Proteasa alcanza el
valor de 3.75% p/v y se mantiene la enzima Pectinasa en 2.5%. en el sistema se obtienen los
mejores rendimientos. En general se mejoraron todos los rendimientos, en las diferentes
concentraciones de enzima Proteasa utilizada, con respecto a tiempos de hidrolisis menores, lo cual
indica que el tiempo es un factor importante durante la misma y en la medida de que estc aumenta
el contenido de color recuperado también se incrementa. Cuando se manejo 1.25% de Proteasa s¢
obtuvo: 38.46% de recuperacién de color, y cuando se manejo 2.5% p/v se obtuvo un 41% de color

recuperado.
Los resultados obtenidos al efectuar el sistema II, se muestran a continuacion;

Condicién: 15 minutos de hidrolisis.

Color recuperado con proteasa al 2.5%.

20
£ pH:6.01
g 5}
£
g0}
o
2
5 %
o
[¥] 0 .
0 1.25 2.5 375

concentracion de Pectinasa (%)

Fig. 25. Contenido de Color recuperado utilizando mezcla de enzimas (Sistema I¥).
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La figura 25 confirma que el uso de un sistema enzimético para este caso en particular, tienen una
tendencia positiva, ya que como se observa, tanto a 2.5% como a 3.75 % de enzima Pectinasa se
obtiene un rendimiento de 18% de color recuperado, esto a los 15 minutos de hidrdlisis. Cuando se
manecjé 0% de Pectinasa, no se recupero color alguno, sin embargo los resultados antes mostrados
utilizando la enzima Proteasa en concentracién de 2.5 p/v, indican que con esta conceniracion si se

puede extraer color, no asi en este experimento en el que posiblemente la actividad de la enzima

Proteasa fue inhibida por un factor qﬁe no ¢3 posible especificar.

Condicién: 20 minutos de hidrdlisis.

g
3 pH:5.02 @ .
s e
3
-]
o
E >
5 f C.
o
L&)
-10
concentraciénde Pectinasa {%). “,»d.r
§ S
’WM
)

Fig. 26. Contenido de Color recuperado utilizando mezcla de enzimas (Sistema Il).

La figura 26 muestra que conforme aumenta la concentracién de enzima Pectinasa se obtiene un
mayor contenido de color; como anteriormente se habia observado; cuando la concentracién de
enzima Pectinasa alcanza su valor mas alto, se obtienen los mejores rendimientos. Un resultado poco
comiin sc presenté cuando se manejé la enzima Proteasa sola, ya que en este caso no se obtiene
color sino que se pierde 5% de color, sin embargo la causa de este comportamiento no esta del todo
esclarecida ya que en el experimento mostrado en la figura 24, no se pudo recuperar color cuando se
manejé la enzima Proteasa aislada, manteniendo la hidrélisis por 15 minutos y con 5 minutos mas de

hidrélisis (figura 26) se perdié el 5% del color presente en la muestra.
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Condicién: 30 minutos de hidrolisis.

Color recuperado con proteasa al 2.5%

15 pH:4.97
1] + 4
0 375

1.25 2.3
concentracién de Pectinasa{%)

Color recuperado (%)
3

Fig. 27. Contenido de Color recuperado utilizando mezcla de enzimas (Sistema II).

Con 0% de enzima Pectinasa en este experimento mostrado en la figura 27, solo se obtiene 0.8% de
color recuperado. Cuando la concentracién de Pectinasa sube a 1.25%, se recupera 10.3% de color.
El contenido de color recuperado aumenta hasta 11.9% cuando se maneja 2.5% de Pectinasa y sube
hasta 15.87% cuando se usa una concentracién de 3.75% de esta enzima. Esto indica que cuando
aumentamos la concentracién de Pectinasa aumenta la recuperacién del color contenido en el
bagazo de betabel; notamos que con 20 y 30 minutos de hidrélisis, no hay mucha diferencia en
cuanto al contenido de color recuperado; lo anterior puede deberse a que la enzima Proteasa
agregada desde un inicio a una concentracion igual a 2.5% p/v esta dictando el curso de la

extraccién, siendo esta no muy efectiva

50



Condicién: 45 minutos de hidrélisis.

Color recuperado con proteasa al 2.5%

pH:5.01

Color recuparado (%)

1.25 2.5 3.75

concentracién de Pectinasa (%)

Fig. 28. Contenido de Color recuperado utilizando mezcla de enzimas (Sistema I7).

En la figura 28 se observa la misma tendencia encontrada con anterioridad; conforme aumenta la
concentracién de Pectinasa avmenta el contenido de color recuperado, obteniéndose un 6ptimo
cuando 14 concentracidn de enzima Pectinasa es precisamente 3.75 p/v. El mejor rendimiento se
obtuve cuando se manej6 3.75% de enzima Pectinasa; en este punto se recupero un 32 % de color.
Los resultados encontrados parecen indicar una accién sinergista entre ambas enzimas, sin embargo,
cuando ta concentracién de la enzima Proteasa es 3.75% y la de la Pectinasa es 2.5%, se obtienen
mejores resultados que cuando se manejan las concentraciones inversas. Esto supone que la
actividad sinergista esta dictada por la enzima Proteasa cuando esta se adiciona en una concentracion
de 3.75%. La accién de la enzima Pectinasa dentro del sistema enzimatico parece ser adecuada para
lograr los objetivos de este trabajo. Al parecer cuando la enzima Proteasa esta en concentracién de
3.75 %y la enzima Pectinasa a 2.5 %, ambas enzimas actian de modo tal que se puede establecer un
sistema ptimo, y por otra parte cuando se maneja el sistema II, podemos decirse que los productos

de 1a hidrlisis de las enzimas bajo estas condiciones, provoca que la extraccion de las betalainas no

sea del todo exitosa.
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Hasta este punto de la investigacion solo se han manejado volimenes pequeiios equivalentes a 10
ml. Con el objeto de realizar un escalamiento, para observar los resultados al ampliar el volumen de
reaccion en el sistema Optimo, se propone procesar un peso equivalente a 100 gramos de betabel y a
partir de este dato efectuar el experimento con las condiciones que asemejen al sistema 6ptimo
encontrado durante este trabajo. Todos los valores correspondientes al contenido de color
recuperado, se obtuvieron con respecto un sistema con las mismas caracterfsticas que el sistema
enzimdtico dptimo, excepto que en los primeros no se adicioné ninguna enzima. También se
propone aumentar el tiempo de hidrolisis del sistema, ya que el tiempo de 45 minutos es pequefio

para el escalamiento que se pretende efectuar.
El sistemna tendra las siguientes especificaciones:

e Betabel: 100 gramos.

¢ Volumen final: x gramos de bagazo de betabel obtenido multiplicado por 20, que equivale al
inverso de 0.05 g/ml, que es la concentracién de sustrato; el resultado es el volumen final en ml
que se mane;jo.

« pH:5.00.

Concentracién de enzimas:

o Pectinasa 2.5% p/v.

o Proteasa 3.75% p/v.

o Temperatura: 30° centigrados.
En cuanto al tiempo de hidrélisis se propuso manejar los siguientes tiempos:

e 45 minutos ( tiempo 6ptimo encontrado durante las prucbas anteriores).

e 68 minutos ( equivalente a 50% mas tiempo que el 6ptimo encontrado durante las pruebas

anteriores).

s 00 minutos (equivalente a 100% mas tiempo que el dptimo encontrado durante pruebas

anteriores).
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Los resultados obtenidos mediante la modelo descrito anteriormente, se muestran a continuacion:

Color recuperade con respecto al tiempo con
proteasa al 3.75% y pectinasa al 2.5% piv.

Color recuperado (%)
8

45 68 90
tiempo (min)

Fig. 29, Contenido de Color recuperado mediante un escalamiento.

La figura 29 muestra los resultados obtenidos mediante el escalamiento del sistema optimo
utilizando mezcla de enzimas y tres diferentes tiempos de hidrélisis. Como se puede apreciar
claramente el mejor tiempo de reaccién fue 90 minutos, después de los cuales se obtuvo, 58.47% de
color recuperado; este fue el valor més alto obtenido en todo el proyecto y se puede atribuir a que en
el escalamiento se pucde manipular més ficilmente el material y equipo donde se efectud la
reaccion. El experimento confirmé que al ampliar las cantidades manejadas durante el escalamiento
se obtuvieron mejores resultados, que los obtenidos en las pruebas preliminares, en donde los
volimenes utilizados fueron de 10ml. La misma causa puede afribuirse al rendimiento encontrado a
45 minutos, cuando solo se obtuvo 23.82% de color recuperado comparado con el 43.58%
encontrado durante la determinacién mostrada en la figura 24; se debe recordar que el experimento
de la figura 24, se efectué con un volumen final de 10 ml comparado con el volumen del
escalamiento que fue para el caso de 45 minutos de hidrélisis, 501.5 ml. En la figura 29 se observa
que a los 45 minutos de hidrélisis se recuperd 23.83% de color y en la figura 24 en donde se
muestran los resultados de este mismo experimento solo que con un volumen final de 10 ml, se
recupero un 43.55%; lo anterior podemos atribuirio a que ¢l aumento del volumen influyé en los

rendimientos obtenidos, ya que aunque es mas ficil manipular el sistema escalado, las enzimas
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necesilaron mas liempo para actuar sobre su  sustrato especifico y como consecuencia de esto, el
rendimiento disminuyé, a los 45 minutos de hidrélisis. Algo similar se presentd a los 68 minutos de
hidrélisis, que aunque para este tiempo no hay un experimento con ¢l cual podamos compararlo, los
rendimientos encontrados son menores que los obtenidos y mostrados en la figura 24; lo anterior lo

atribuimos a las causas ya antes mencionadas.

Por otro lado, se puede determinar el contenido de color en forma de betanina, pigmento principal de

las betalainas, a través de la siguiente formula:

g de betanina/100 g de betabel = Absorbancia a 535nm x 100

%Exbx{]

en donde:
e  %E = coeficiente de extincion molar=112
e b= didmetro de la celda.

s [ ]J=concentracion de la muestra en g/l.

La formula anterior, permite conocer el contenido total de color expresado en g de colorante por 100
gramos de producto, dentro del betabel entero, el cual incluye el contenido de betanina extraido por

el sistema enzimético 6ptimo (Sistema I).

El procedimiento seguido para determinar el contenido de betanina de las muestras es el siguiente:
Se pesan 0.25g de jugo de betabel y se disuelven con 100 ml de agua destilada; se filtra a través de
papel filtro del N°1 y se afora a 250 ml. con agua destilada. Los resultados obtenidos del

experimento anterior, se muestran en la tabla numero 9.
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Tabla 9.

Contenido de betanina en|Contenido  de  Dbetanina | Contenido de betanina total.
jugo de betabel extraido con el sistema 1
0.324 0.087 0411

Podemos observar en estos resultados, que el contenido de betanina en el bagazo de betabel fue
0.087 g de betanina/ 100 gramos de muestra; este valor representa el 26.87 % del contenido total de
betanina presente en el jugo del betabel, el cual es el inico que se procesa cominmente para obtener
colorante de la leguminosa en cuestion, en la industria de los alimentos; esto significa que un
contenido de betanina de 27 % no se aprovecha sino todo lo contrario, se elimina por considerarse

que en el bagazo de betabel no existe suficiente color, como para ser procesado,
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6.-CONCLUSIONES

o La aplicacién de la enzima Celulasa dentro del experimento no fue recomendable, debido a que

presentd diversas desventajas que provocaron su exclusion.

g La accién de fa enzima Celulasa sobre el bagazo de betabel, provocéd la liberacion de una
enzima con caricter de peroxidasa presente per se en el betabel; los efectos negativos de esta,

sobre las betalainas, fusron minimizados mediante la accién de la enzima Catalasa.

o La presencia de la enzima Catalasa en el sistema enzimético propuesto, permite la adecuada
extraccion del color contenido dentro del bagazo, ya que inhibe a la enzima peroxidasa presente

per se en el betabel.

o El sistema enzimético que contiene la enzima Pectinasa en concentracion 2.5% p/v y la enzima
Proteasa en concentracion 3.75%p/v, es el sistema que presenta la mejor opcion para efectuar la

extraccion del color presente en el bagazo de betabel.

o El escalamiento realizado, demuestra que es posible obtener rendimientos mayores al 43.58 %

cuando se amplian los volamenes de reaccibn.
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7.-ANEXO

SOLUCIONES.

-Soluciones para determinar proteina por ¢l método de Biuret.

Reactivo de Biuret.

Pesar y disolver 0.75 gramos de CuSO, H,0 y 3 g ramos de Tartrato doble de Sodio y Potasio;
agregar 150 ml de NaOH al 10% libre de carbonatos; *aforar a 500 ml con agua destilada. Guardar
en recipiente de poliestireno.

*La solucién de NaOH al 10 % libre de carbonatos se prepara con agua destilada previamentc

hervida 30 minutos y se utiliza después de haberse enfriado.

-Soluciones para determinar actividad especifica.
Reactivo DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico). Pesar y disolver 1g de 4cido 3,5-dinitrosaticilico, agregar
20 ml de solucién de NaOH 2N; una vez que se ha disuelto todo el material, se agrega y se disuelven

30 gramos de tartrato doble de sodio y potasio y se aforé a 100 ml. Se almacena esta solucidn en un
frasco color dmbar.

-Soluciones para determinar fibra cruda

e Acido sulfirico al 1.25%: Se miden con pipeta graduada, 1.25 ml de acido sulfirico concentrado
y se aforan con agua destilada a 100ml.

¢ Hidréxido de sodio al 1.25%: -Sc pesan 1.25 gramos de hidréxido de sodio grado comercial y se
disuelven con la cantidad de agua destilada necesaria; se aford a 100ml.

o Solucién amortiguadora de acetatos: -Se¢ pesan 8.3 gramos de NaCOOCH, *2H,0 v se
disuelven con agua destilada, se agregan Iml de 4cido acético glacial, se ajusta el pH a 5.00 con
4cido acético y se aforé a IL.

» Solucién amortiguadora de fosfatos: Se pesan 17 gramos de K,HPO,, 11 gramos de KH,PO, y s¢
disuelven con agua destilada, se ajusta el pH a 7.00 con acido clorhidrico y se aford a 1L.
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EQUIPO.

-Extractor de jugos “Philips"modelo HL-3161 SERIE 202,
-Espectrofotometro “Perkin-Elmer Lambda 27

-Estufa de secado “Ohaus”modelo MB 200.
-Espectrofotometro “Spectronic 20”modelo 3022.

-Incubadora “General Electric” modelo 122.
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