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Aplicacién de las enzimas xilanoliticas y pectinoliticas producidas por Aspergillus flavipes FP-500 en el
procesamiento de jugos citricos.

ABREVIATURAS USADAS

A. flavipes Aspergillus flavipes FP-500

cm Centimetros

pM microMol

g Gramos

KDa Kilodaltons

mg Miligramos

mL Mililitros

pH Potencial de hidrégeno

rpm Revoluciones por minuto

SDS-PAGE Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

mV Milivolts

pL Microlitros

meq Miliequivalentes

CL Céascara de limoén
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CN Céscara de Naranja
P Pectina
oM Olote de Maiz
ST Salvado de Trigo
FE Filtrado Enzimético
FEC Filtrado Enzimético concentrado
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Resumen

Aspergillus flavipes FP-500 es una cepa autoctona de México la cual fue aislada
en el laboratorio de hongos filamentosos (conjunto E, laboratorio 312) de la Facultad de
Quimica, UNAM. A. flavipes FP-500 tiene una temperatura éptima de crecimiento entre
los 35°C y los 37°C. En estudios anteriores se ha encontrado que este hongo es buen
productor de enzimas xilanoliticas y pectinoliticas en medios que utilizan como fuente

de carbdn olote de maiz o cascara de limoén, respectivamente.

Hoy en dia estos dos grupos de enzimas son altamente utilizados en la industria
alimentaria ya sea para clarificacion de jugos, vinos y otras bebidas o para el
mejoramiento de las masas de panificacidon hablando especificamente de las xilanasas.
Este proyecto esta enfocado particularmente en la produccién de dichas enzimas para

su aplicacion en el proceso de despectinizacion en la industria de jugos citricos.

En México la naranja, toronja y limon son los tres frutos citricos mas producidos,
por lo que la industria de sus respectivos jugos es grande, con ellos se preparan jugos
para beber, bebidas gasificadas y otro tipo de concentrados para saborizar ciertos

alimentos o bebidas.

Las enzimas pectinoliticas son las encargadas de degradar la pectina hasta
acido galacturénico. Dentro de las enzimas pectinoliticas existen diferentes tipos y se
clasifican como esterasas (pectin esterasa) y despolimerasas, ejemplo de estas ultimas
son las poligalacturonasas, polimetilgalacturonasas y liasas (pectinliasa y pectato
liasa). Las despolimerasas a su vez, se pueden dividir en enzimas endo y exo, las que
se distinguen debido al sitio sobre el que actlan, es decir algunas cortan en cualquier
punto de la cadena y otras a partir de los extremos. Las primeras son de gran

importancia debido a que son las encargadas de disminuir la viscosidad rapidamente.
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Por otro lado, el objetivo de las enzimas xilanoliticas es el de degradar el xilano,
el cual es un polisacarido muy heterogéneo. Para poder lograr la degradacién de este
polisacarido a xilosa y los demés carbohidratos presentes en las cadenas secundarias
las enzimas que actuan son: endoxilanasa, B-xilosidasa, acetilxilan esterasa y enzimas

accesorias.

En este trabajo se propone la produccién de enzimas pectinoliticas y xilanoliticas
con Aspergillus flavipes FP-500 utilizando cascara de limon y olote de maiz,
respectivamente. La obtencién de enzimas se llevara a cabo por medio de una
fermentacion sumergida durante 72h. Posteriormente se separara la biomasa del medio
residual para obtener los filtrados que contienen las pectinasas y las xilanasas, éstos
se concentraran por ultrafiltracion. Los concentrados enzimaticos se evaluaran solos y
en mezclas, en la despectinizacion de jugos de citricos, para observar el efecto
sinérgico que estas enzimas pudieran tener. Finalmente se compara contra enzimas

comerciales.
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CAPITULO 1

Introduccién

Hoy en dia y debido al estilo de vida, la industria de jugos de frutas citricas ha
tomado una gran importancia, es por ello que se esta en busca de mejoras constantes
para eficientizar los procesos actuales. Para lograr esto, es decir, una maxima
eficiencia en la obtencion de jugo, las industrias utilizan preparados enzimaticos que
contienen principalmente enzimas encargadas de la degradaciéon de la pared celular,

como lo son las enzimas pectinoliticas y xilanoliticas (o hemicelulasas).

Las sustancias pécticas o pectinas se originan por compuestos solubles en agua
gue al unirse se vuelven insolubles, éstos junto con las hemicelulosas provocan la
retencion de agua en la pared celular de las vesiculas de la fruta (Kashyap et al., 2001,
Yegres, et al. 2001). Ademas de esto los polisacéaridos que pudieron quedar disueltos o
gue no se encuentren unidos fuertemente a la pared celular provocan opalescencia en
el jugo, cuando el zumo de la fruta es concentrado la pectina presente provoca un

aumento en la viscosidad (Montes& Magafia, 2002).

Actualmente en la industria este tipo de preparados enzimaticos provienen
principalmente de hongos, mas especificamente del género Aspergillus puesto que son

buenos productores de enzimas extracelulares.

Conociendo esto, y sabiendo que tanto la celulosa como la pectina y la
hemicelulosa, presentes en la pared celular de los vegetales, estan unidas por puentes
de hidrégeno y enlaces covalentes entendemos que estos sistemas enzimaticos deben
trabajar en conjunto para permitir una mejor hidrolisis de cada uno de los polisacéridos,

(Aro et al., 2005) pues al degradarse uno se libera el otro y viceversa.
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CAPITULO 2

Marco Tedrico

2.1 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos heterotrofos morfolégicamente
complejos, poseen diferentes formas a lo largo de su vida. Al ser heterotrofos tienen la
necesidad de explotar los medios organicos presentes a su alrededor, en consecuencia

juegan un papel muy importante en la naturaleza (Des Abbayes et al., 1989).

El reino fungi incluye una coleccion heterogénea de organismos heterotroficos

gue pueden ser sapréfitos o parasitos, menos frecuentemente simbiontes.

Actualmente algunas especies no patégenas son ampliamente explotados a
nivel industrial debido a su gran capacidad de produccién de enzimas extracelulares
capaces de degradar compuestos organicos presentes en el ambiente (Wainwright,
1995).

2.2 Aspergillus spp., generalidades

En el siglo XVIII Micheli fue el primero en describir al género Aspergillus como
cabeza rugosa al observar sus esporas unidas a los conidioforos, su descripcion fue
suficientemente clara para describir la caracteristica principal de este género que

actualmente es utilizada para su identificacion (Samson 1994).
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La tipica estructura morfolégica de los hongos pertenecientes al género
Aspergillus consiste de un conidiéforo también llamado aspergillum, estructura de
sostén, que parte de un micelio de pared gruesa llamada células-piel; los conidi6foros
no septados y alargados terminan en una vesicula globosa donde las métulas y fialides
nacen. A lo largo de la superficie de la vesicula se localizan las métulas, que a su vez
sostienen a las fialides. En las fidlides son producidas las conidias en cadenas largas
con diferentes pigmentaciones y ornamentacién dependiendo de la especie (Samson
1994)

Figura 2.2.1. Estructuras

c morfolégicas del género

Aspergillus. A-B: conidi6foros;
idid .
conididgenas) C-D: Cabezas conidiales

(Adaptado de: Abarca 2000).

Metulas
(zélulas que sopartan

a la célula conididgena)
Vesicula

(Apice hinchadao)
Estipe [
| (parte media)
/
i célula Pic —E:I Radial

Uniseriado Bizeriado

Los hongos de este género son saprofitos, su habitat mas comuan es el suelo,
son importantes agentes de descomposicion y reintegracion de la materia organica al
medio. Asi mismo existen especies parasitas de plantas y animales. Este género de
hongos filamentosos es utilizado industrialmente para la produccién de metabolitos
primarios como acidos orgéanicos, vitaminas, acidos grasos, aminoacidos y enzimas
(Samson 1994).
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Aspergillus spp. Es conocido a nivel industrial y de investigacion pues es uno de los

grandes productores de sistemas enzimaticos tanto pectinoliticos como xilanoliticos.

2.2.1 Aspergillus flavipes FP-500

Aspergillus flavipes FP-500 es una cepa aislada en México por el laboratorio de
hongos filamentosos, F.Q. UNAM Lab 312 a partir de un tomate en descomposicién. Su
temperatura éptima de crecimiento esta entre los 35y 37°C, es de color blanco y forma
colonias de aproximadamente 4cm de diametro. Su aspecto es aterciopelado y con
gran capacidad de adhesiéon al agar formando estrias y relieves en el medio (figura
2.2.2.2) (Molina, 2011)

v " -~ " = 4
N - /
” -~ ('
" //’
‘, i : » 7/, /’,/)
i A
1) e il
Figura 2.2.2.1. Micrografia de una cabeza Figura 2.2.2.2. Imagen de A. flavipes FP-
Conidial de A. flavipes 500 sembrada por picadura en PDA

Esta cepa presenta una gran capacidad de produccion de las enzimas
extracelulares en estudio (pectinasas y xilanasas). Es uno hongo no patégeno para el
humano lo que nos asegura la inocuidad del alimento en el cual se puedan llegar a
utilizar (Martinez, 2009).
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Se conoce la produccion enzimatica de Aspergillus flavipes FP-500 ya que se le
han realizado diversos estudios, los cuales muestran que es buen productor de las
enzimas antes mencionadas en sustratos complejos. Debido a esta informacion es que
se busca estudiar mas la produccion de estos dos sistemas enzimaticos para después

evaluar sus aplicaciones en conjunto.
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2.3 Las Frutas citricas

Los géneros Citrus, Fortunella y Poncirus son comunmente conocidos como

frutos citricos puesto que todos pertenecen a la familia de las rutaceas. Estos

generalmente provienen de arbustos o arboles perennes.

Actualmente el género Citrus es el que tiene una mayor importancia a nivel

industrial puesto que en él se incluyen los frutos como la naranja el limén y la toronja.

En general estos tres frutos, ademas de la mandarina y la lima comparten la misma

estructura un hesperidio el cual consiste de:

Flavedo: es la capa externa de la cascara en la cual encontramos el color
caracteristico de cada fruta y las glandulas oleiferas donde son
almacenados los aceites esenciales.

Albedo: es la capa interna de la cascara, la cual es de color blanco y es
esponjosa, ésta esta principalmente compuesta de pectina. Conforme la
fruta va madurando a lo largo de su vida esta capa interna de la cascara
va disminuyendo, lo que se debe a que la pectina se ve modificada a lo
largo de este periodo. ( Astisaran & Martinez, 2000).

Nucleo central: es el centro de la fruta donde se encuentran unidas todas
las membranas que forman los segmentos.

Segmentos: son grupos de vesiculas de jugo agrupadas por membranas.
Vesicula de jugo: estrictamente hablando son las células de la fruta y en
ellas se almacena el jugo, estan agrupadas junto con semillas para formar

los segmentos. (Chan, 1983).

10
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Figura 2.3.1. Diagrama de un fruto citrico en corte transversal; donde
se observan las estructuras principales del hesperidio. (Unilever, 2000)

2.3.1 Generalidades de los frutos citricos

Los frutos citricos son frutas de zonas subtropicales, dentro de esta clasificacion

se considera fruto citrico al limon, lima, mandarina, naranja y toronja (pomelo).

Los citricos antes mencionados son dicotiledéneas y pertenecen a la familia

rosacea.

La composicion de las frutas es variable a lo largo de su vida y en su proceso de
maduracion. En general el contenido de carbohidratos va del 10 al 25% dentro de éstos

se encuentran la pectina y hemicelulosas, proteina menos del 1% vy lipidos 0.1-0.2%.

Al ser citricos contienen un alto nivel de acido citrico estando éste entre 2 y 3%
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el cual va disminuyendo conforme la fruta madura. Tienen aproximadamente 85% agua

y una gran variedad de minerales como Ca, Mg, K, P, entre otros. (Knee M,2002)

A continuacién se muestra una tabla comparativa de la composicién de los frutos

citricos de interés.

Tabla 2.3.1.1. Composicion Quimica aproximada de algunos frutos citricos en porcentaje del peso.

Fruta Agua CHO’s Proteina Lipidos Minerales
Naranja 88.6% 9.6% 0.8% 0.5% 0.4%
Limon 97.4% 1.3% 0.3% 0.3% 0.3%
Toronja 88.8% 10.1% 0.5% 0.2% 0.2%

Adaptado de Astiasaran & Martinez (2000).

2.3.2Limén Persa

Es la fruta del arbol citrus latifolia, un
arbol pequefio que llega a medir hasta 7

metros.

Figura 2.3.2.1. Imagen de un limén persa
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El limén es un fruto color verde obscuro mientras es inmaduro, conforme avanza la
maduracion del fruto el tono va disminuyendo hasta llegar a verdes claros incluso
amarillentos. El tiempo de maduracion varia entre 90 y 120 dias dependiendo de las

condiciones climéaticas.

La fruta tiene diez a doce segmentos o laculos con pulpa de grano fino de color
amarillento verdoso palido, muy acida y aromatica. (COVECA, 2012)

2.3.3 Toronja Sangria ==

Es la fruta que proviene de
un arbol pequenio llamado Citrus x
paradisi el cual no llega a medir

mas de 6 m de altura, este arbol

tiene una copa redonda pero poco
densa. Figura 2.3.3.1. Imagen de unas toronjas Sangria.

Las flores pueden ser blancas o purpuras.

El fruto, es decir la toronja, puede llegar a medir hasta 15cm de diametro, el
color de la cascara puede variar entre amarillo y rosa, tiene un olor muy caracteristico.
Por dentro sus segmentos van desde rosa amarillento hasta un color rojizo (de ahi el
nombre toronja sangria). Tiene semillas de aproximadamente 1 cm pero llegan a ser
escasas (COVECA, 2012).
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3.4 Composicion de la pared celular de los frutos citricos

La pared celular de los frutos citricos como la toronja y limon estd compuesta
principalmente de polisacaridos complejos como lo son la celulosa, pectina y
hemicelulosa, éstos son los encargados de darle la estructura y se encuentran
altamente unidas entre ellas por distintas fuerzas débiles como puentes de hidrégeno y
en ocasiones enlaces covalentes (Aro et al., 2005). Al estar compuesta por estos tres
tipos de polisacaridos hacen que sea dificil su degradacién, esto para la fruta es bueno
puesto que es una barrera con la cual no solo aisla el interior del exterior sino que hace
compleja la entrada y supervivencia en superficie de ciertos microrganismos (Schols y
Voragen, 1996).

A)
Plant Cell Wall JIPP———EE - Middle

Structure L g NS TN Lamella Figura 2.3.4.1
. » A) Arreglo de los polisacaridos en la
< pared celular de los frutos.

Pectin—{ 2z & il B) Estructura de las microfibrillas de

celulosa. (Fuente: Bioss, 2012)
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La celulosa es un polisacarido complejo que esta compuesto por la unién de
moléculas de B-glucopiranosa mediante enlaces [-1,4-O-glucosidico. En la pared
celular ésta se arregla en microfibrillas, las cuales a su vez estan unidas por

hemicelulosas (xilanos) (Figura 2.3.4.1) (Aro et al., 2005)

Las hemicelulosas son los polisacaridos mas heterogéneos, éstos tienen una
cadena principal la cual estad compuesta principalmente por una cadena de xilosa unida
por enlaces a-1,4, y cadenas secundarias que contienen arabinosa o acido glucuronico.
Las hemicelulosas ademas de ser las encargadas de unir las microfibrillas de celulosa

tienen la capacidad de unirse con la pectina (Sunna, 1997).

La pectina es uno de los compuestos organicos mas abundantes en la
naturaleza por lo que es altamente importante y muy estudiado. Este se compone de
una cadena principal de acido galacturonico unido por enlaces a-1,4 y cadenas

secundarias que contienen ramnosa, arabinosa, galactosa y xilosa.

Los polisacaridos pécticos constituyen entre el 40 y 60% de la pared celular de
la fruta y su estructura puede superar los 2000kDa (Chapman et al.,, 1987). Los
xiloglucanos el 20-25% (Bacic et al., 1988)

Las sustancias pécticas pueden ser solubles e insolubles, esto dependera de su
composicién, es decir, qué tan ramificada esté. (de Vries & Visser, 2001). La
protopectina es el nombre dado a las formas insolubles de las sustancias pécticas. La

pectina es el material soluble.

La textura de los vegetales y frutas esta fuertemente influida por la cantidad y
naturaleza de las sustancias pécticas. Cuando la fruta no estd madura se presenta
como protopectina, y ésta es transformada a pectina durante la maduracion del fruto
(Van Buren, 1991). Estas sustancias representan una tercera parte del peso seco de

las plantas.

Al unirse la pectina con las hemicelulosas se provee estabilidad a las
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microfibrillas de celulosa y a las proteinas presentes en la pared celular (Annis &

Goodwin, 1997) unidas por puentes de hidrogeno y enlaces covalentes (Aro et al, 2005)

2.4 Las enzimas

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, gracias a ellos es que se pueden
llevar a cabo ciertas reacciones quimicas en un menor tiempo. A lo largo de los afios se

ha demostrado la importancia de estas proteinas y actualmente son muy estudiadas.

En la actualidad las enzimas son utilizadas a nivel industrial tanto para desarrollo
de alimentos como para procesos textiles, farmacéuticos, etc. (Montes & Magafia,
2002)

2.4.1 Pectinasas o0 enzimas pectinoliticas

Las enzimas pectinoliticas son las encargadas de degradar la pectina hasta
acido galacturénico. Dentro de las enzimas pectinoliticas existen diferentes tipos. Las
gue se producen y tienen su maxima actividad en medio acido y las que se producen y
tienen su maxima actividad en medio basico (Vries &Visser 2001), en este caso solo
son objeto de estudio las enzimas pectinoliticas acidas, primero, porque se
experimentara con jugos citricos y segundo porque éstas provienen de hongos

filamentosos y éstos tienen un pH 6ptimo entre 4 y 5.
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Las enzimas pectinoliticas se dividen en:

e Esterasas: pectinmetil-esterasas se encargan de la desesterificacion del grupo

metoxilo.

e Enzimas despolimerizantes: Estas pueden ser de tipo endo o exo y se encargan
de hidrolizar enlaces glicosidicos. Dentro de ellas se encuentran las
poligalacturonasas y polimetilgalacturonasas que son las encargadas de
degradar, con la ayuda de una molécula de agua, los enlaces a-1,4 que forman
la cadena principal de la pectina. Como resultado se obtienen dos moléculas de
glucosa completas. (Kashyap et al, 2001).

e Liasas: son enzimas que se encargan de degradar los enlaces a-1,4 por medio
de la B-eliminacion, evitando asi la utilizacion de agua. (de Vries & Visser, 2001).
La pectinliasa, por ejemplo, degrada pectina altamente esterificada (HMP),

generando pectina de bajo metoxilo (LMP).

e Enzimas accesorias, las cuales se encargan de las cadenas secundarias de la
pectina ayudando a las anteriores a degradar con mas eficiencia la cadena

principal.
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En la figura 2.4.1.1 podemos observar los lugares en los que actian estas enzimas

ya descritas.

pectin (methyl) esterase
splits off methoxyl groups,
form athanol and low

a non-esterified galacturonic
acid residue which lacks an o
ester (methoxyl) group \ /
H,O
CH; OH 2

pe-::tin Iyase
COOCH, CDOH C:\‘OCH3 COCH

. //OT\MT\@/OT\L@T @\@

| acid residues 11
CODCH3
OH H

OH OH

— Ot OH oH
( ' exo-polygalacturonase
. breaks links between
h o non-est : nic acic
molecules at -reducing)
COOH

galacturonic
acid residue
0 non-reducing COOH ,' ,’ COOH COOH COOH
end of a
polygalacturonic
acid chain HO \9 \19 \9 \L \
DH A

Cl
o

endo polygalacturonase nd
pe{:tate Iyasell ak bonds
.-.-t non-¢
galacturonic acid I dues

Figura 2.4.1.1 sitio de accidon de los cuatro grandes grupos de enzimas pectinoliticas a) la pectina
mostrada es de alto metoxilo b) la pectina mostrada es de bajo metoxilo. Obtenido de (Unilever, 2000)

EEEEEEEEEE———
18



Aplicacion de las enzimas xilanoliticas y pectinoliticas producidas por Aspergillus flavipes FP-500 en el
procesamiento de jugos citricos.
]

2.4.2 Xilanasas o0 enzimas xilanoliticas

Por otro lado, el objetivo de las enzimas xilanoliticas es el de degradar el xilano,
el cual es un polisacarido muy heterogéneo (de Vries, 1999). Para poder lograr la
degradacion de este polisacéarido a xilosa y los demas carbohidratos presentes en las

cadenas secundarias las enzimas que acttan son:

e Laendoxilanasa, la cual se encarga de la degradacion de la cadena principal
en oligosacéaridos (maximo 4 carbohidratos). Estas enzimas se dividen en 2,

las que liberan L-arabinosa y las que no lo hacen. (de Vries & Visser, 2001).

e La p-xilosidasa encargada de la degradacion de los oligosacaridos
producidos por la endoxilanasa dando como resultado xilosa. La B-xilosidasa

es una enzima muy especifica.

e Acetilxilan esterasa: se encarga se liberar los grupos acetilo presentes en los

residuos de xilosa. (Gielkens, 1999).

e Las enzimas accesorias son las que permiten la degradacién de las cadenas
secundarias como la feruloil esterasa, arabinofurosidasa y la a-

glucuronidasa (de Vries & Visser, 2001).
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Figura 2.4.2.1 molécula de xilano donde se observan los sitios de accion de las
distintas enzimas encargadas de su degradacion. (Fuente: Biotechmass, 2012)

2.4.3 Aplicaciones en la industria de las enzimas pectinoliticas y xilanoliticas

La produccién de enzimas por un microorganismo como Aspergillus flavipes FP-

500 es importante pues tienen muchas aplicaciones en la industria.

Las pectinasas son utilizadas a nivel industrial para el tratamiento de maderas y
telas (para suavizar), clarificacion de vinos y jugos, despectinizacion de jugos y vinos,
maceracion de vegetales y frutas, extraccion de aceites. (Silva et al, 2004). Estas
enzimas son de gran importancia en el procesamiento de vegetales y produccion de
jugos a partir de frutos citricos debido al alto contenido de pectina y por lo tanto una
mayor viscosidad. Al agregar a los jugos pectinliasa, poligaracturonasa y pectin-

esterasa se logra una disminucion importante en la viscosidad y permite que las
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particulas suspendidas sean eliminadas facilmente (Montes & Magafia 2002).

La utilizacion de enzimas xilanoliticas en la industria comenzd a principios de
1980, primero en la alimentacion animal y finalmente en la industria de alimentos.
Actualmente representan el 20% del mercado mundial de enzimas. Las xilanasas son
utilizadas en la industria textil, de la pulpa y papel, clarificacién de vinos y jugos,
licuefacciébn del mucilago del café, para mejorar la miga del pan, extraccién de
saborizantes, pigmentos, aceites de plantas y semillas, entre otras (Ponce & Pérez,
2002). En este caso se busca que las enzimas obtenidas sean utilizadas en la industria

de jugos citricos (naranja, limén y toronja principalmente)

2.5 Proceso de elaboracién de jugos comerciales

El jugo es el liquido obtenido a partir de los frutos en buen estado (generalmente
citricos) por medio de una extraccion ya sea mecanica o manual. Este posteriormente
puede ser usado para la produccion de concentrados, jugos pasteurizados y

envasados, jugos ultrapasteurizados y mermeladas entre otros.

Las operaciones unitarias para la obtencion de jugo de citricos son: recepcion de
materia prima, seleccion, lavado y cepillado, corte, exprimido, tamizado, control de
calidad, envasado, pasteurizacion, enfriamiento y empaque. (Secretaria de Economia,
2010).
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Existen diversos tipos de extractores de jugo para la industria, sin embargo los

mas utilizados son:

FMC (Food Machinery Company): este extractor se encarga de obtener el
jugo sin necesidad de cortar la fruta por mitad. Entonces una vez
acomodada la fruta en la copa inferior y cuando la copa superior esta en
la parte mas alta las cuchillas se encargan de hacerle un agujero a la fruta
por el cual sale el jugo cuando las dos copas aplastan la fruta, de esta
manera el jugo jamas toca la cascara. Por otro lado este extractor permite
al mismo tiempo obtener el jugo y separar las semillas y pulpa de éste

ademas de recuperar los aceites esenciales (Lozano, 2006).

Prensas rotatorias: este extractor se encarga de acomodar las frutas en
agujeros para después ser cortadas a la mitad por una cuchilla,
posteriormente se le introduce un cilindro giratorio para la extraccion del
jugo. En este tipo de extractores el jugo cae directamente evitando
contacto con la cascara y por tanto con los aceites esenciales, en caso de
guerer recuperar €stos es necesario realizar este paso antes de exprimir
el fruto (Lozano, 2006).
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Figura 2.5.1. A) Extraccion por prensa
Rotatoria, B) Extraccion FMC (Fuente: Lozano 2006)

Actualmente a las operaciones antes mencionadas se le ha agregado una mas,
la cual consiste de uno o dos tratamientos enzimaticos generalmente de pectinasas
(Rai et al., 2004)

El fin de los tratamientos enzimaticos antes de exprimir las frutas es el de ayudar
a aumentar el rendimiento de extraccion ya que se logra degradar parcialmente los
polisacéaridos de la pared celular facilitando la maxima extraccion de liquido contenido
en las células de la fruta y que se ve retenido por estas estructuras complejas. Por otro
lado, el tratamiento posterior a la extraccion del jugo busca disminuir la viscosidad ya
gue como se sabe hay tanto pectinas como xilanos solubles que al estar presentes en
el jugo provocan ademas de un aumento de viscosidad una apariencia turbia. La pulpa
gue puede llegar a pasar por los tamices, con este tratamiento se puede degradar y
con ello se logra que al disminuir la viscosidad sea mas facil, a nivel industrial, su

filtracion y transportacion por tuberias (Rai et al., 2004).
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CAPITULO 3.

Justificacion.

Aspergillus flavipes FP-500 es una cepa aislada en México, a la cual ya se le
han realizado diversos estudios los cuales muestran que es buen productor de enzimas
en especial de pectinasas y xilanasas. Debido a esta informacion es que se busca
estudiar mas la produccion de estos dos sistemas enzimaticos para después evaluar
sus aplicaciones en la despectinizacion de jugos citricos para lograr la reduccion del
contenido de pectina y con ello la viscosidad, lo cual se traduce en facilidad para filtrar,

transportar y concentrar el jugo.

Aspergillus flavipes es un hongo filamentoso no patogénico que se pude
encontrar en materia organica, principalmente en suelo, compostas y plantas en
descomposicion. Su temperatura optima de crecimiento esta entre los 35y 37 °C. La
cepa estudiada para este proyecto es la FP-500, la cual fue aislada a partir de tomates
en descomposicion en el laboratorio de fisiologia de hongos filamentosos, FQ UNAM,
mismo en el que se realiz6 el presente estudio. Este hongo fue elegido ya que presenta

una gran capacidad de produccion de las enzimas.

La produccién de enzimas de un microorganismo no-patogénico es importante
pues tienen muchas aplicaciones en la industria y finalmente se busca determinar la
capacidad del sistema enzimatico producido por A. flavipes FP-500 para su posible uso

en la industria de jugos de frutos citricos
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CAPITULO 4.
Objetivos
4.1 Objetivo General

Obtener dos preparados enzimaticos distintos cuyas actividades maximas sean
pectinolitica y xilanolitica respectivamente para su posterior utilizacion en jugo de

toronja sangria y limon persa, comparando contra una enzima comercial.

4.2 objetivos particulares

e Obtener pectinasas y xilanasas a partir de Aspergillus flavipes FP-500. Cepa
aislada en el laboratorio donde se realiz6 el estudio.

e Determinar la capacidad de produccidon de exopectinasa, endopectinasa y
xilanasa por Aspergillus flavipes FP-500 en los distintos sustratos. Asi como las
condiciones 6ptimas para su desarrollo.

e Evaluar la eficiencia de las pectinasas y xilanasas obtenidas en los sustratos en
los que se realiz6 la fermentacion.

e Evaluar el efecto de la adicion de xilanasas en la degradacién de pectina asi
como la reduccioén de viscosidad en los jugos.

e Encontrar la mejor mezcla para los parametros de caracterizacién y poder

determinar si la enzima comercial o las experimentales son mejores.

25



Aplicacion de las enzimas xilanoliticas y pectinoliticas producidas por Aspergillus flavipes FP-500 en el

procesamiento de jugos citricos.
. _________________________________________________________________________________________________]

Hipotesis

La pared celular de los vegetales como los frutos citricos contiene altas
concentraciones de polisacaridos complejos como lo son la pectina y el xilano, ademas
de esto se sabe que Aspergillus flavipes FP-500 es capaz de producir enzimas que
degradan estos polisacéridos. Entonces, si se logra inducir la produccién de enzimas
encargadas de la degradacion de los polisacaridos antes mencionados en cantidades
significativas se podra comprobar primero que al degradar uno de los polisacéaridos se
favorece la degradacion del otro y por tanto la filtracion del jugo sera mas rapida y

segundo se podra determinar el efecto sinérgico de estos dos grupos de enzimas.
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CAPITULO 5.

Metodologia

5.1 Microorganismo

Para la realizacion de este proyecto experimental se utilizé el hongo filamentoso
Aspergillus flavipes FP-500, cepa autéctona de México. Esta se incubd en cajas con
agar Sabouraud a 37°C por 96 h, una vez transcurrido este periodo se mantuvo en
refrigeracion y selladas con parafilm. Para su conservacion se resembré una vez al

mes.

5.1.1 Preparacion del in6culo: suspension de esporas

Para la preparacion de la suspensién de esporas se utilizaron cajas de medio
Sabouraud resembradas con el microorganismo A. flavipes FP-500, incubadas a 37 °C
por 96 horas. Se us6 una solucién isotonica al 0.9 % de NaCl (p/v) con Tween 80 al
0.05 % (v/v) para liberar mecanicamente las esporas mediante un raspado superficial
de las colonias con un asa Drigalsky estéril. La suspensién obtenida se centrifugd a
500 rpm por 5 minutos, descartando el sobrenadante y posteriormente se adiciond un
volumen de solucion salina-Tween 80 equivalente al desechado y se agitdé para
resuspender el boton de esporas, esto con el fin de eliminar micelio presente. Este
procedimiento se realizé 3 ocasiones mas, todo en condiciones asépticas. Finalmente
se resuspendio el botdn, se tomdé una alicuota, se hizo una dilucion variable
dependiendo del tamafio del botén y se determind la concentracién de esporas en la

EEEEEEEEEE———
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dilucién y posteriormente en la suspension original, contando al microscopio el nimero
de esporas en una camara de Neubawer. El modelo matematico utilizado es el

siguiente:

num. esporas contadas y (100 mL
[esporas/mL] = ( )(

volumen yadrante €1 ML 1 mL )dilucidn

num. esporas COIltadaS) (100 mL

> : L] = ( )
[esporas/mL] 10~* mL 1mL /gijucien

5.2 Condiciones de cultivo y medios de cultivo utilizados

Para realizar las fermentaciones donde se produjeron las enzimas deseadas se
usaron dos medios de cultivo liquidos, éstos estan compuestos por medio basal y como
fuente de carbono compleja cascara de limon 1 % (p/v) y olote de maiz 3 % (p/v),
ajustando el pH a 3.2 y 5.2 respectivamente antes de esterilizar a 121 °C, 15 psi por 20

min.

Una vez listo el medio de cultivo se hizo una fermentacién en lote de 10 matraces
de 500 mL con 100 mL medio de cultivo liquido y un in6culo de A. flavipes FP-500 con
concentracion final de 10° esporas/mL de medio de cultivo. Se incubé a una

temperatura de 37 °C con agitacion reciprocante a 200 rpm por 72 horas
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5.3 Obtencién y concentracion del filtrado libre de células

Una vez finalizado el tiempo de la fermentacion, se filtré al vacio el liquido (medio
de cultivo, microorganismo, metabolitos, etc.) de cada uno de los matraces por
separado a través de algodon separando asi la biomasa y obteniendo el filtrado

enzimaético.

El filtrado enziméatico se concentré hasta obtener un volumen diez veces menor en
una celda de ultrafiltraciéon de 350 mL usando una membrana de 10,000 Da, con una

Presion de 40 psi.

5.4 Caracterizacion de los concentrados enzimaticos y enzimas comerciales

5.4.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

En tubos de ensayo de 13X100 mm se agregaron 0.50 mL de muestra, 0.15 mL
de agua destilada y un mL de reactivo de Bradford. Después de agitar en el vortex se
hicieron las lecturas en un espectrofotbmetro a una longitud de onda de 495 nm,
calculando la cantidad de proteina total por medio de una curva patrén de Albumina

Bovina Sérica.
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5.4.2 Determinacién de Actividades enziméticas

A continuacion se detallan las metodologias utilizadas para cada enzima cuantificada

durante este desarrollo experimental. Asi como el gel PAGE-SDS realizado.

5.4.2.1 Cuantificacion de actividad exo-pectinasa

Se prepard la mezcla de reaccion en tubos de 16x150 mm con 0.5 mL de
solucién de pectina de frutas citricas al 1% p/v, 0.4 mL de solucion amortiguadora de
acetatos 100 mM (pH=5) y 100 uL de filtrado enzimatico. La reaccion enzimatica se
inicio al agregar los 100 pL del filtrado enzimatico. Posteriormente se incub6 durante
20 min a una temperatura de 45 °C. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la
reaccion adicionando 2 mL de reactivo DNS. Se incub6 en bafio maria a ebullicion por
5 min y se afladieron 5 mL de agua destilada. Se centrifugaron las muestras a 500 rpm
durante 5 min. Se determiné la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de
575 nm. En el caso de los blancos se incubaron sin muestra y al término de los 20
minutos de incubacion se afadieron primero los 2 mL de DNS y después los 100 uL de
filtrado enzimatico. Se determind la actividad exo-pectinolitica partir de la cuantificacion
de grupos reductores liberados por la actividad enzimatica empleando una curva patrén
de &cido galacturonico. La actividad se expresa en unidades enzimaticas (U), definidas
como la cantidad de enzima que produce un pumol de acido D-galacturénico en dichas

condiciones.

30



Aplicacion de las enzimas xilanoliticas y pectinoliticas producidas por Aspergillus flavipes FP-500 en el

procesamiento de jugos citricos.
. _________________________________________________________________________________________________]

5.4.2.2. Ensayo viscosimétrico para determinar actividad endo-pectinasa

Esta actividad se determiné por el cambio de viscosidad conforme al tiempo
después de adicionar el filtrado enzimatico. Se coloc6 un viscosimetro tipo Cannon-
Fenske No. 200 que debe estar perfectamente limpio y seco, en bafio Maria a 30 °C.
Se pipetearon 10mL de solucién de pectina 1 %, pH = 4.2 con buffer de acetatos 100
mM y se equilibré en el bafio durante 5 min. Posteriormente se pipeteo 0.5 mL de
filtrado enzimético y se agregod al sustrato, en este momento se oprimio el cronémetro
#1 para tomar el tiempo de reaccion. Se mezcld y aplicé succidon hasta que la solucion
guedo arriba del menisco superior. Con el cronémetro #2 se midi6 el tiempo de eflujo
de la solucion a través de los dos meniscos, en este punto se pararon los dos
crondmetros y se registro el tiempo marcado en los crondmetros. Inmediatamente se
volvio a succionar la mezcla de reaccion hasta arriba del menisco superior y se midio
de nuevo el tiempo que tarda la solucién en atravesar los dos meniscos, se repitié el

procedimiento hasta obtener 4 determinaciones a distintos tiempos de reaccion.

Nota: se prepard un blanco de sustrato y un blanco de agua siguiendo la metodologia
anterior pipeteando 0.5 mL de agua destilada en lugar de la enzima. Se calculé el
promedio de las cuatro mediciones. Se calcula la fluidez relativa (Fr) y el tiempo de
reaccion (Tn) en minutos para cada tiempo de reaccion, se calculan las pendientes
entre las 4 determinaciones y se hace un promedio que dara como resultado las

UFR/min. Las U/mL se calculan multiplicando el dato anterior por un factor de 20.
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5.4.2.3 Cuantificacién de actividad xilanolitica

Se determind a partir de la cuantificacion de azucares por la técnica DNS
empleando una curva patron de xilosa. La mezcla de reaccion se prepar6 con 0.5 mL
de solucion de xilano de abedul al 1 % (p/v), 0.4 mL de solucion amortiguadora de
acetatos 100 mM, pH=5.0 y 0.1 mL del filtrado enzimatico. La reaccidon enzimatica se
inicié adicionando 100 pL del filtrado enzimatico y se incubd durante 20 min a una
temperatura de 50°C. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la reaccion adicionando
1 mL de reactivo DNS. Se incub6 en bafio maria a ebullicion por 5 min y se afiadieron 5
mL de agua destilada. Se determiné la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda de 575 nm en el espectrofotdmetro. En el caso de los blancos, se incubaron sin
muestra y al término de los 20 minutos se incubacion se afiadio primero 1 mL de DNS y
después los 100 pL del filtrado enzimético. Se defini6 como una unidad enzimatica
xilanolitica (U) la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccién de un uM

de xilosa 20 minutos de las condiciones del ensayo.

5.4.2.4 Geles SDS-PAGE

La preparacion de los geles de poliacrilamida 12 % con SDS de 8x8 cm se realiz
en condiciones desnaturalizantes. La electroforesis se realizé con 5 uL de muestra para
la preparacién enzimatica comercial y con 10 pL de muestra estandarizada a 50 ug de
proteina para los concentrados enzimaticos EEX y EEP producidos por A. flavipes FP-
500.

Se puso a corriente constante (15mA por gel) por 75 minutos a través de la unidad
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de geles verticales de 1.5 mm Migthy Small SE-245 (Hoefer Sci Ins USA). Después de
ese tiempo, los geles de proteina (con el marcador de peso molecular) se sumergieron
en una disolucion de azul de coomasie R-2050 al 0.025 %, metanol al 40 % v/v y acido
acético al 7 % v/v durante 30 min para tefiir la proteina y se destifieron con una sol de

ac. Acético al 10 % (v/v).

5.5 Caracterizacion de los jugos citricos

En esta seccion se expondran detalladamente las metodologias utilizadas para la
determinacion de la eficacia de las enzimas probadas durante el desarrollo

experimental.

5.5.1 Obtencién del jugo de limén y toronja

Las frutas citricas fueron adquiridas en locales comerciales autorizados, se buscoé
que éstas estuvieran maduras y libres de dafios fisicos. El jugo se obtuvo por presion
manual. Se mezcldé bien y se dividié en lotes de 200 mL para su tratamiento con

diferentes dosis enziméticas.
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5.5.2 Determinacion de pH

Se midio el pH usando un potencidometro con electrodo de vidrio.

5.5.3 Determinacién de acidez total

Se realizo la titulacién volumétrica acido-base de 7 mL de jugo de naranja filtrado
con una solucion valorada de NaOH 0.1 N usando dos gotas de azul de bromotimol

como indicador. Se expreso la concentracion de acido citrico en %.

VOlNaOH * NNaOH Mmeqsc.citrico
mlL de jugo

%@ac. citrico = ( ) * 100

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

5.5.4 Cuantificacion de azucares reductores directos (DNS)

En tubos de 16x150 mm se adicionaron 100 pL de jugo diluido 1/10 y 900 uL de
agua destilada. Se agregaron 2 mL de reactivo DNS, se incubé en bafio maria a
ebullicibn por 5 min y se afiadieron 5 mL de agua destilada. Se centrifugaron las

muestras a 500 rpm durante 5 min. Se determind la absorbancia de las muestras a una

. |
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longitud de onda de 575 nm. No se requiere de la preparacion de blancos. Se

determiné cantidad de grupos reductores empleando una curva patron de glucosa.

5.5.5 Cuantificacién de azucares totales (fenol-sulfurico)

En tubos de ensayo de 22x175 mm se agregaron 0.1 mL de la solucion problema
diluida 1:100, 0.4 mL de agua destilada y 0.5 mL de fenol al 5 % (p/v). Posteriormente
se adicionaron 2.5 mL de acido sulfurico concentrado con una pipeta de vidrio de un
solo golpe permitiendo que el &cido cayera vigorosamente sobre la mezcla de solucion
de azucares y fenol y la reaccion sea completamente exergénica. Se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se agité en vortex. Leer la absorbancia de las muestras a una
longitud de onda de 490 nm. Se determiné la cantidad de azucares por medio de una

curva patrén de glucosa.

5.5.6 Determinacién de la claridad del jugo a 660nm

Se determind la absorbancia de las muestras del jugo filtrado, centrifugando 10
mL de jugo a 500 rpm por 5 min y luego se midieron las muestras a una longitud de

onda de 660 nm, en un espectrofotdmetro.
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5.5.7 Determinacion de la reduccion de viscosidad

Se midié la viscosidad del jugo en un viscosimetro tipo Cannon-Fenske No. 200
limpio y seco en un bafio de agua a 30°C en posicion vertical. Se pipetearon 10 mL de
jugo tratado y filtrado y 0.5 mL de HCIl-agua 50:50 en el viscosimetro y se equilibré a 30
°C durante 5 min. Se medi6 el tiempo de flujo cuatro veces y se calcul6 el promedio.

Se realiz6 un blanco con jugo sin tratamiento vy filtrado

Se calculé la velocidad de reduccién de la viscosidad de acuerdo con la siguiente

formula:

Donde, A=velocidad de reduccion de la viscosidad, t= tiempo de eflujo de la muestra,

ta= tiempo de eflujo de jugo al tiempo cero y to = tiempo de eflujo del agua.

5.5.8 Determinacion de los sélidos insolubles en alcohol (ASI)

Se pesaron 20 g de jugo con pulpa (sin filtrar) y se le agregaron 300 mL de agua
destilada para después cocerlo en bafio maria por 30 min. Se filtr6 sobre papel filtro a
peso constante y se lavé con 10 mL de etanol-agua 80:20. Se seco el residuo a 37 °C

por 12 h. se expresé el resultado como porcentaje en peso % (p/p).
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5.5.9 Determinacion del peso residual

Se seco el residuo de las pruebas de filtracion por corriente de flujo de aire hasta
alcanzar peso constante (usar filtro a peso constante) y se expreso el resultado como

porcentaje en peso % (p/p).

5.5.10 Pruebas de filtraciéon

Se coloc6 una probeta de plastico con un embudo y papel filtro de cafetera a peso
constante, a éste se le vertieron 175 mL el jugo tratado y se tomé el volumen después

de 60 min. El jugo filtrado se utilizé para las pruebas ya mencionadas.
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CAPITULO 6.

Resultados, andlisis y discusién.

El trabajo experimental realizado fue dividido en cuatro etapas. La primera
consistio en la produccion de dos filtrados enzimaticos uno con alta actividad
pectinolitica, especificamente endopectinasas y un segundo con alta actividad
xilanolitica por medio de una fermentacibn sumergida. La segunda etapa fué la
concentracion y caracterizacion de éstos asi como la de las enzimas comerciales y la
decision sobre qué preparados enzimaticos utilizar. En una tercera etapa se evaluaron
estas enzimas, se determinaron las diferentes dosis a utilizar y finalmente se evaluaron

éstas en dos zumos de frutas citricas distintas: limon persa y toronja sangria.

6.1 Obtencidén y caracterizacion de los filtrados enzimaticos

Se realizaron diversos experimentos de fermentacion con distintos sustratos
para determinar la mejor fuente de produccion de enzimas pectinoliticas por un lado y
xilanoliticas por otro lado. El objetivo de esto fue lograr un filtrado enzimatico con la
mayor cantidad de enzimas pectinoliticas y menor cantidad de enzimas xilanoliticas y

viceversa para poder mezclarlas posteriormente.

Para poder determinar esto se probaron distintas fuentes de carbono siendo
éstas: Cascara de Limon (CL) 1 % y 3 %, Pectina (P) 1.5 % y Cascara de Naranja (CN)
3 % para la produccion de pectinasas, y Olote de Maiz (OM) y Salvado de trigo (ST) al
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3 % para la producciéon de xilanasas. Las condiciones fueron aquellas definidas en
trabajos anteriores. Incubacion a 37°C, agitacion reciprocante a 200rpm, con una
duracion de 72h, pH 3.2 (CL, Py CN) y 5.2 (OM y ST) (Molina, 2011).

A continuacién en la taba 6.1.1 se muestran los valores de actividad pectinolitica

exo y endo y de actividad xilanolitica para las 6 fermentaciones realizadas.

Tabla 6.1.1. Actividad enzimatica obtenida en las distintas fermentaciones sumergidas.

CL1% CL3% CN P OM ST

Exo pectinolitica
(U/mL) 47.86 21.80 15.72 1497 1428 10.10

Endo pectinolitica 12.23 8.90 0.00 0.00 0.00 0.00
Xilanolitica (U/mL) 1117 4695 4.82 0.00 101.99 53.50

*CL= Cascara de Limén, OM= Olote de Maiz, ST= Salvado de Trigo, P= Pectina, CN= Cascara de
Naranja

6.2. Concentracion y caracterizacion de los filtrados enzimaticos a utilizar y de

las enzimas comerciales.

Debido a la cantidad de actividad enzimatica obtenida en las filtraciones
anteriores se eligi6 CL 1 % como la mejor condicion para la produccién de enzimas
pectinoliticas y OM para la produccion de enzimas xilanoliticas, estos dos filtrados se
concentraron por ultrafiltracién para tener un volumen 10 veces menor, posteriormente
se volvieron a cuantificar sus respectivas actividades, al mismo tiempo se

caracterizaron tres enzimas comerciales. Finalmente se eligié la nUmero uno puesto
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que ésta es la que se encuentra mas balanceada y se asemeja en cuanto a orden de

actividad a los sistemas enzimaticos producidos.

Tabla 6.2.1. Caracterizacién de filtrados enzimaticos concentrados (FEC) y enzimas comerciales (EC)

Endopectinasas Exopectinasas Xilanasas (U/mL)
(U/mL)
FECCL 1% 99.47 383.61 41.13
FEC OM 0.00 124.45 1082.53
EC1 7107.24 11218.25 6171.72
EC 2 0.524 11.33 1.83
EC3 1.275.37 7111.83 1581.45

Finalmente se renombraron las preparaciones enzimaticas a utilizar quedando
de la siguiente manera: FEC CL 1% sera referida como EEP, FEC OM como EEXy EC

1 como EC.

Los filtrados enziméticos se almacenaron a -18°C hasta su uso. Cabe destacar
que EEP y EEX unicamente fueron concentrados por lo que su medio de conservacion
se limita a agua destilada y algunas sales provenientes del medio que pudieron
mantenerse ahi durante la ultra filtraciébn, esto hace que las enzimas sean mas
susceptibles a dafios y a que su actividad se vea afectada a lo largo del tiempo (Luppo,
et al. 2005), es por ello que después de su produccidn no pasaron mas de treinta dias

para su utilizacion.
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6.2.1 Geles PAGE-SDS

Una vez obtenidos los filtrados enzimaticos a utilizar se realiz6 un gel de
electroforesis PAGE-SDS. Siguiendo la metodologia de la seccion 6.2.1. En el gel se
colocaron las distintas preparaciones enzimaticas y un marcador de peso molecular. La

figura 6.2.1.1 nos muestra los resultados obtenidos.

kDa‘ . 1 | 2 3 4
97'4—) e Figura 6.2.1.1. Gel
; de electroforesis

SDS-PAGE.

66.2 B

1) Marcador de PM
2) EEP
3) EEX
4) EC

45.0

En la figura 6.2.1.1 observamos un gel de electroforesis PAGE-SDS donde se
observan 4 carriles el primero es el marcador de peso molecular, los siguientes tres nos

muestran los FE a utilizar. En el carril 2 observamos una mancha alrededor de los
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50kDa en esta zona se encuentran las enzimas pectinoliticas (endo y exo). Esta misma
banda pero mas grande se encuentra en el carril 4. En ambos casos esperabamos
obtener una o varias bandas en estas zonas puesto que éstos FE son los que tienen
una mayor actividad pectinolitica, en el carril 3 también observamos esta banda sin
embargo es mucho mas tenue. Por otro lado, en el carril 3 también observamos una
banda cercana a las 66kDa, ésta corresponderia a las enzimas xilanoliticas, se puede
confirmar esto al observar en los carriles 2 y 4 una banda muy tenue y una ausencia de

ella respectivamente.

Aungue este gel nos da una idea de las enzimas encontradas en los FE también nos
deja claro que son distintas, como se sabe cada microrganismo tiene enzimas distintas
en cuanto a su estructura y peso molecular pero con las mismas funciones es por ello
qgue los carriles no muestran exactamente las mismas bandas aunque se hable del

mismo tipo de enzimas.

6.3. Preparacién de los ensayos y dosis enziméticas

Una vez obtenidas las preparaciones enzimaticas se determinaron las dosis a
utilizar para su valoracién en jugos citricos. Debido a que uno de los objetivos de este
trabajo es conocer el efecto de las enzimas xilanoliticas fue que se decidi6é probar tres
dosis distintas de éstos y a su vez dos dosis enzimaticas distintas para las enzimas
endopectinoliticas (EEP y EC). Ademas de esto se evalud el efecto en conjunto de

ambas dosis, de tal manera que se obtuvieron las siguientes 19 pruebas.
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Tabla 6.3.1. Pruebas para evaluar el efecto de la cantidad de enzimas pectinoliticas y xilanoliticas en
jugos de citricos.

Prueba Xilanasas Endo pectinasas
U/mL (U/mL)
1 50 0
2 100 0
3 200 0
4 0 25
5 50 25
6 100 25
7 200 25
8 0 50
9 50 50
10 100 50
11 200 50
12 0 25
13 50 25
14 100 25
15 200 25
16 0 50
17 50 50
18 100 50
19 200 50

En la tabla 6.3.1 se muestran 19 pruebas, de la 1 a la 3 son enzimas xilanoliticas
obtenidas a partir la fermentacién de olote de maiz, de la 4 a las 11 son las pruebas
realizadas mezclando el FEC de OM y CL, finalmente de la prueba 12 a la 19 son las

pruebas realizadas al mezclar la enzima comercial con el FEC de OM.

Es importante mencionar que las concentraciones de enzima xilanolitica fueron
ajustadas a los valores que se muestran en la tabla anterior puesto que como se
observa en la tabla 6.1.1 tanto EEP como EC contienen enzimas xilanoliticas, esto se
realizd con el fin de poder homogeneizar las muestras lo mejor posible y poder evaluar

realmente las dosis indicadas. En esta ocasioén no se busc6 estandarizar la cantidad de
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enzimas exopectinoliticas por que para ello requeririan estar las tres enzimas

separadas y eso no es objeto de estudio.

El objetivo de utilizar distintas dosis enzimaticas se hizo con la intencién de
observar y demostrar si las xilanasas ayudarian en el proceso de la obtencién de los
zumos de jugos citricos, en qué aspectos mejoran o no y finalmente la mejor dosis
tanto de éstas como de enzimas pectinoliticas, anteriormente se demostré que las
enzimas EEP eran adecuadas para competir con las enzimas EC, sin embargo no eran
tan buenas (Molina, 2011).
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6.4 Evaluacién de los filtrados enzimaticos y enzima comercial en jugos de

citricos.

Para la evaluacion de los filtrados enzimaticos se obtuvo jugo tanto de limén
como de naranja de forma manual, el jugo obtenido fue dividido en lotes de 200 mL
para su posterior tratamiento, de trabajos anteriores se conocen el tiempo y
temperatura Optimas para la realizacion del tratamiento enzimatico térmico (Molina,
2011), éste consistid en, una vez agregado el volumen de tratamiento enzimético,
incubar en un bafio a 45 °C por 90 min. Posteriormente se realizaron las pruebas de

caracterizacion del jugo que se muestran en esta seccion.

A continuacién se mostraran los resultados estandarizados obtenidos a partir del
procedimiento experimental antes descrito. Para el caso de las pruebas de Vol. de
filtracion y Claridad (disminucion de la turbiedad) se estandarizaron con los controles
realizados en cada serie. Para disminucion de viscosidad se comparo contra el jugo sin
tratamiento de cada serie. Para azUucares totales y reductores se tomé el control como
100 % y de ahi por medio de una regla de proporciones se obtuvo el valor para cada
prueba. Finalmente azlcares insolubles en alcohol y peso residual se expresaron en

porcentaje. Es por ello que en los resultados no se muestran los controles.

Antes de comenzar esta discusion de resultados cabe aclarar que estos ensayos
fueron realizados por duplicado, en series de 6 (es decir, tres dosis enzimaticas
distintas por duplicado), un control (jugo sin dosis enzimatica pero incubado) y un

segundo control (jugo sin tratamiento).

Como se sabe los ensayos o pruebas dependian en gran medida de la madurez
de la fruta, a pesar que siempre se comprd en el mismo lugar estas variaciones no se

pueden controlar ya que los proveedores no siempre llevan la fruta en el mismo estado
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de madurez.

NOTA: En cada grafica se observa una linea roja, ésta corresponde al valor otorgado
para el control, con el fin de facilitar la comparacion entre los ensayos realizados ya

descritos.

En cada prueba se encontraran dos graficas, la primera siempre correspondera
a los ensayos realizados para jugo de limén persa mientras que las segundas graficas
seran para aquellos realizados en jugo de toronja sangria. Para ambos casos se
utilizaron los mismos filtrados enzimaticos y enzima comercial, asi como las mismas

dosis
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6.4.1 Volumenes de Filtracion

Para esta prueba se tomaron 175mL de jugo tratado con diferentes dosis y se
filtraron con un embudo de plastico a través de papel filtro de cafetera por 60 minutos.
Se registraron los volumenes y posteriormente por medio de un factor unitario se

estandarizaron con respecto a los controles.

En la figura 6.4.1.1 se muestran los resultados obtenidos para las pruebas de
jugo de limén. En las primeras tres barras observamos como se favorece el volumen de
filtracion al utilizar enzimas xilanoliticas Unicamente. Los resultados muestran que por
si solas las enzimas xilanoliticas funcionan de manera similar en las tres

concentraciones.

Sin embargo, al utilizar en conjunto las enzimas EEX y EEP observamos un
comportamiento distinto. La dosis de EEX que sola parecia ser la menos favorable al
ser combinada con 25 unidades de EEP muestra una mejora inigualable incluso por la
mezcla de enzimas EC y EEX. Mientras que a mayores dosis (50 unidades) de EEP la
disminucion en los valores es notoria, siendo ironicamente la dosis intermedia de EEX

la del menor valor

Por otro lado es claro, si observamos la misma figura, las dosis de 25 y 50
unidades de EC, que la enzima tiene un mejor efecto sola que al ser combinada con
EEX siendo su mejor volumen de filtracion a la dosis de 25 unidades de EC y O
unidades de EEX.
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Figura 6.4.1.1. Volumen de filtracion de jugo de limon por dosis enzimética con respecto a los controles.

En el jugo de toronja (figura 6.4.1.2) se observa que los tratamientos enzimaticos
realizados no son tan efectivos en comparacion con los realizados en el jugo de limén
(fig 6.4.1.1). Es decir, el incremento en el volumen filtrado con respecto al control no es

mayor en toronja que en limén.

En la figura 6.4.1.2 observamos que para las dosis donde solamente se incluye
EEX la dosis de 100 unidades es la 6ptima, y la mejor dosis combinada es para la
mezcla EC y EEX 50/50. Asi mismo vemos que la mezcla de enzimas obtenidas en el
laboratorio EEP y EEX muestra un volumen filtrado muy semejante al mencionado en
las dosis 25/200 y 50/0 siendo, entre ellas, minima la diferencia. Es decir es igual en
cuanto al volumen de filtracion utilizar 25 unidades de endopectinasa y 200 unidades

de xilanaas que 50 unidades de endopectinasa.
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Figura 6.4.1.2. Volumen de filtracion de jugo de toronja por dosis enzimatica con respecto a los controles

6.4.2 Claridad

Este parametro de caracterizacion de los jugos tratados se realizé a partir del
jugo tratado y filtrado (seccion 6.4.1.1) de acuerdo a la metodologia descrita (Capitulo
5). Una vez obtenidos los valores de absorbancia éstos se estandarizaron con respecto

al control por medio de un factor unitario.

Siendo asi 1 el valor otorgado al control, de ahi todos los valores menores a éste
significan una mejora en la claridad, es decir un aumento en la claridad o una

disminucion en la turbiedad.
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A continuacion se muestran dos figuras las cuales presentan los valores
obtenidos para cada tratamiento enzimatico en cada fruta citrica probada. En ellas
podemos observar claramente como se ve aumentada la claridad del jugo después de
los tratamientos enzimaticos. Esto nos indica que cada dosis tuvo un efecto positivo en

la degradacion de los componentes de la pared celular.
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Figura 6.4.2.1. Claridad del jugo de limén después de los tratamientos enzimaticos.

Ahora de acuerdo con la figura 6.4.2.1 todos los tratamientos enzimaticos fueron
efectivos a excepcion de las dosis mas bajas donde se involucra la enzima EC, esto es
interesante puesto que la figura nos indica que a dosis pequefias la enzima EC no es
capaz de disminuir la cantidad de sélidos suspendidos en el zumo de limén persa. Sin
embargo, cuando se le agregan 50 unidades de EEX si se observa una disminucion

mas no es suficiente.
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Si observamos las barras de color naranja notamos que las enzimas xilanoliticas
por si solas influyen ampliamente en la claridad del jugo lo que indica que el xilano es
un polisacarido que influye en la opalescencia de los jugos, ademas de esto es
interesante notar que el aumento de la claridad es muy comparable con aquellas
pruebas donde se utilizan mezclas de enzimas pectinoliticas ya sea EC o EEP y esta
enzima (EEX).

Por otro lado, de acuerdo a la literatura en la figura 6.4.2.1 observamos que a
mayores dosis (50 unidades de endopectinasa) el aumento de claridad es maximo,
siendo la mezcla EC EEX la mejor. Es importante hacer notar que la mezcla de
enzimas experimentales EEP EEX a una dosis de 50/50 muestra una disminucion muy
semejante a la mezcla de enzimas EC EEX lo cual es bueno en este parametro pues

nos dice que EEP EEX podrian llegar a ser competentes en la industria.
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Figura 6.4.2.2. Claridad del jugo de toronja después del tratamiento enzimatico
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En el caso de los tratamientos realizados en jugo de toronja (figura 6.4.2.2) se
observa que el tratamiento enzimatico es mejor, es decir estas enzimas clarifican mas
efectivamente el jugo de toronja que el jugo de naranja, esto se observa claramente ya
gue la dosis con la que se obtuvo una mejor claridad es aproximadamente 80 % mas
baja que el control mientras que en el caso del jugo de limén Unicamente se logré

reducirlo aproximadamente 60 % en la misma dosis (50 EC /50 EEX).

Otro parametro que se observa constante en ambos zumos es que la enzima EC
mezclada con EEX presenta los maximos valores de clarificacion y a mayor

concentracion enzimatica de xilanasas se observa una menor turbiedad.

En cuanto a la mezcla enzimética EEP EEX observamos un aumento de claridad
conforme se aumentan ambas dosis, siendo el jugo mas claro aquel con la mayor dosis

probada (50 unidades de endopectinasa / 200unidades de xilanasa).

6.4.3 Reduccién de la Viscosidad del jugo después del tratamiento

La reduccion de la Viscosidad en el jugo tanto de limon como de toronja fue
medido a partir del jugo filtrado y sin actividad enziméatica como se describe en el

capitulo 5.

Las figuras 6.4.3.1 y 6.4.3.2 muestran la reduccion en la viscosidad para cada
uno de los ensayos enzimaticos realizados. La reduccion de la viscosidad de un jugo se
traduce en una reduccion de la cantidad de polisacaridos complejos presentes en él.
Por lo que deberiamos esperar que las dosis que presentan una mejor claridad sean

aquellas que presenten una mayor reduccién en la viscosidad.
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Figura 6.4.3.1. Velocidad de reduccién de viscosidad del jugo de lim6n después del tratamiento
enzimatico con respecto al jugo sin tratar.

La enzima experimental EEX muestra una reduccion de alrededor de 10 veces,
lo que confirma lo observado en cuanto al aumento de volumen de filtracién y aumento
de claridad cuando se trata el jugo de limén con EEX. Unicamente con estos tres
parametros ya descritos nos damos cuenta de la importancia que las enzimas

xilanoliticas tienen en la industria de jugos a pesar de no ser muy frecuentemente
utilizadas.

Asi mismo con esta figura (6.4.3.1) confirmamos que la enzima EC mezclada
con EEX presenta una mayor capacidad en la reduccién de la viscosidad que la mezcla
de enzimas experimentales para jugo de limén. Es claro que a ciertas dosis (25/200 y
50/0) EEP y EEX compiten con EC EEX.
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Figura 6.4.3.2. Disminucién de la viscosidad del jugo de toronja después del tratamiento enzimatico con
respecto al jugo sin tratar.

En el caso del jugo de toronja después de los tratamientos enzimaticos se
observé que el comportamiento de la viscosidad es distinto a aquel en las pruebas para
jugo de limon. En éste observamos que las dosis de EEX no tienen un comportamiento
benéfico puesto que en lugar de tener una reduccién de viscosidad tenemos un
aumento de ella; es probable que esto haya ocurrido debido a la alta degradaciéon del
xilano y por tanto una mayor liberacién de la pectina, la cual no pudo ser degradada

probablemente por el poco contenido de pectinasas en el jugo.

En la figura 6.4.3.2 donde se observan los resultados obtenidos en este
parametro para el jugo de toronja vemos una mayor homogeneidad entre la mezcla de
enzimas experimentales (EEP EEX) y la mezcla de enzimas EC EEX. De nuevo EC
EEX es mejor en todas las dosis. Sin embargo, la reduccion presentada por EEP EEX

es muy considerable pues se encuentra cercano a las 20 unidades mientras que las
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mejores dosis estan cercanas a las 25 unidades.

Hablando especificamente de las dosis EEP EEX las que mejores resultados
dieron fueron 50/50 y 50/100. Esto es interesante ya que a estas dosis tampoco es
notoria la diferencia para la mezcla EC EEX, es decir, tanto las enzimas experimentales
como las comerciales tienen un comportamiento semejante a pesar de tener el doble

de unidades de xilanasas.

Algo que destaca en estas figuras (6.4.3.1 y 6.4.3.2) es que las dosis con mayor
reduccion de viscosidad no son las dosis enzimaticas mas altas, comportamiento
distinto al imaginado puesto que uno espera que al tener una mayor concentracion
enzimatica la degradacion de los componentes de la pared celular sera mayor y por
tanto la reduccién sera mayor. Aunado a esto se ha notado que la relacién que existe

entre la reduccién de viscosidad y el volumen filtrado es inversamente proporcional.

6.4.4 AzlUcares reductores.

Los azucares reductores fueron determinados por cuadriplicado. EI método
seguido fue cuantificacion por DNS a partir de una curva patron de glucosa,
posteriormente las concentraciones (mg/mL) obtenidas fueron relacionadas por medio
de porcentajes con respecto al control. Todo esto se realiz6 para monitorear si habia

cambio o0 no y si éste pudiese ser significativo o no con respecto al control.
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Figura 6.4.4.1. Azlcares reductores presentes en el jugo de limén después del tratamiento enzimatico

En la figura 6.4.4.1 observamos una linea color rojo en 100 este es el valor
otorgado a los controles utilizados para la realizacion de cada prueba de tratamiento de
jugo de limén a diferentes dosis enzimaticas, como podemos observar los distintos
tratamientos no muestran un aumento o reduccion considerable con respecto a este
control, es decir, que los tratamientos si modifican ciertos parametros, como los ya
antes descritos y otros por describir, pero no son factores de modificacion en cuanto a

la cantidad de azUcares reductores.

En la figura 6.4.4.2 observamos el mismo comportamiento para las pruebas de
jugo de limén. En el caso del jugo de toronja en las dosis enzimaticas mas altas
(ultimas 3 categorias) si hay un aumento de casi el 20% para la mezcla enzimatica EEP
EEX.
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Figura 6.4.4.2. AzGcares reductores presentes en el jugo de limén después del tratamiento enzimatico

6.4.5 Azlcares Totales.

La determinacion de azucares totales al igual que la de azucares reductores es
para comprobar que no hay un aumento significativo en ellos después de los
tratamientos enzimaticos realizados para asegurar la calidad sensorial del producto. El
tratamiento de los datos obtenidos a partir de la metodologia descrita fue el mismo que

para azucares reductores.

NOTA: importante tener claro que no se realizaron pruebas sensoriales pero se espera

gue al no haber modificaciones drasticas en el contenido de azlcares no se aumentara
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el dulzor de los jugos citricos en cuestion.
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Figura 6.4.5.1. Azlcares totales presentes en el jugo de limén después de los tratamientos enzimaticos.

En la figura 6.4.5.1 se muestra el comportamiento obtenido para jugo de limén,
en él observamos que en varias ocasiones si hay un aumento en la cantidad de
azlcares totales de casi el doble mientras que en otras ocasiones vemos una
reduccion considerable, esto es algo que llama la atencién ya que las enzimas al
degradar los compuestos de la pared celular presentes en el jugo liberan ciertos
azucares que no eran cuantificables anteriormente, sin embargo en la mayoria de los

casos este comportamiento es muy distinto.

El valor méas alto obtenido es para la dosis enzimatica EC EEX 50/0. Siendo ésta
la que presentdé un mayor contenido de azulcares reductores (figura 6.4.4.1), esto al

igual que los otros tres resultados con un aumento significativo en la cantidad de
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azucares muy probablemente se deba al contenido de enzimas exopectinoliticas y
enzimas accesorias (no determinadas) presentes en la mezcla comercial. Como se
mencioné anteriormente (ver seccién 6.1.1) estas enzimas no pudieron ser controladas

pero se sabe que es mayor su concentraciéon en EC que en EEP (Molina, 2011).
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Figura 6.4.5.2. Azlcares totales presentes en el jugo de toronja después de los tratamientos enzimaticos.

A diferencia de las pruebas de jugo de limén en jugo de toronja (figura 6.4.5.2)
los resultados son un poco mas homogéneos, aqui volvemos a observar que las
pruebas que contienen EC estan por arriba el control. Mientras que las enzimas

experimentales estan por debajo.

En cuanto a las enzimas comerciales a pesar de no ser las que presenten una
mayor reducciéon en la viscosidad o un gran aumento en la claridad del jugo en este

aspecto muestran una ventaja: los jugos no muestran un alto contenido de azucares lo
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gue favoreceria en la produccion de ciertos zumos de frutas citricas bajos en azUcar.

6.4.6 Sdélidos insolubles en alcohol (ASI)

Los solidos insolubles en alcohol son aquellas moléculas no degradadas lo
suficiente por los tratamientos enzimaticos presentes en el jugo citrico después de ser
obtenido.

Una vez mas se muestra la linea roja en las dos figuras obtenidas para este
parametro. En esta ocasion para la obtencion de este control se realizé un promedio de

los controles obtenidos durante estas pruebas de caracterizacion.

En ambos casos (jugo de limén y jugo de toronja) se obtuvieron datos muy
favorables ya que la disminucion de ASI es muy notoria. Esto se traduce en una
reduccion en los tamafos de las particulas suspendidas en el jugo y por tanto menor

porcentaje de ASI equivale a un mejor volumen de filtracion.
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Figura 6.4.6.1.Sélidos insolubles en alcohol (ASI) en el jugo de limén después de los tratamientos
enzimaticos.

La figura 6.4.6.1 nos muestra los valores obtenidos de ASI para cada prueba
después del tratamiento. En ella observamos como disminuye la cantidad de sélidos al
aumentar las dosis enzimaticas. Asi mismo observamos que a dosis mayores (Ultimos
tres grupos de barras) la reduccion es mayor para la mezcla EC EEX que para EEP
EEX sin embargo el comportamiento es al revés a menores dosis: (grupos 5 a 7 de
barras en la figura 6.4.6.1). Esto es un hallazgo importante puesto que a lo largo de
esta discusion hemos encontrado que la mezcla de enzimas experimentales es mejor a
menores dosis, lo cual indica que en la industria es un amplio competidor con la enzima
comercial en cuestion ya que al usar una menor cantidad se obtienen mejores

resultados.

En la figura 6.4.1.1 observamos que el mejor volumen de filtracion era para la

dosis EEP EEX 25/100, ahora si observamos en la figura 6.4.6.1 esa misma dosis
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enziméatica coincide con ser de los menores valores de ASI y el mayor volumen de
filtracién. Confirmamos este comportamiento al ver en la figura 6.4.6.1 el valor mas bajo
que corresponde a la dosis EC EEX 50/0 que en la figura 6.4.1.1. Es el segundo mejor

volumen de filtracion.
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Figura 6.4.6.2. Sélidos insolubles en alcohol (ASI) en el jugo de toronja después de los tratamientos
enziméaticos.

Anteriormente se menciond que los mejores volumenes de filtracion
corresponden a los menores porcentajes de ASI en jugo de limoén. Para jugo de toronja,
figura 6.4.6.2, observamos el mismo comportamiento en las dosis EC EEX 50/50 que
fue el mejor volumen de filtracion (fig 6.4.1.2) y para EEP EEX 25/200 y 50/0 donde son
los mejores volumenes para las enzimas experimentales y los mas bajos porcentajes

de ASI para las mismas.
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6.4.7. Peso residual

La pectina insoluble o pectina residual o peso residual es lo que nos indica
cuanta pectina fue degradada durante el tratamiento enzimatico, esto se traduce en un
mejor rendimiento del jugo pues al tener una mayor degradacion de los componentes
de la pared celular se libera una mayor cantidad de jugo y con esto se veran

modificados los seis parametros anteriores.

El control para el peso residual fue el promedio de todos los controles obtenidos
durante el desarrollo de este proceso experimental y se muestra como una linea roja en

cada una de las figuras.
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Figura 6.4.7.1. Pectina insoluble en el jugo de limén después del tratamiento enzimatico.
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En la figura 6.4.7.1 observamos que en las dosis enzimaticas EEX que hay un
aumento de pectina insoluble en la dosis enzimatica de 100 unidades de xilanasa, esto
muy probablemente se deba a que hubo gran degradacion de la parte del xilano en la
pared celular pero no se logré degradar la pectina. Por otro lado las dosis enziméaticas
cuya eficiencia es mayor en la degradacion de la pectina son aquellas con EC EEX en
dosis de 50 unidades endopectinoliticas, es decir a mayor dosis mayor degradacion de
las grandes cadenas de pectina y por tanto menor cantidad de pectina insoluble

después del tratamiento.

Adicionalmente en la figura 6.4.7.1 observamos un comportamiento distinto al
esperado basandonos en los resultados obtenidos en volumen de filtracion (figura
6.4.1.1), es decir, con la dosis que mayor volumen de filtracion tuvo es la dosis que
tiene una mayor cantidad de pectina, por no decir igual que el control. Al observar esto
nos queda claro porque en el resto de los parametros determinados anteriormente no
se encontrd esta dosis (25/50 EEP/EEX) como la mejor. En ocasiones la degradacion
de pectina es favorable. Sin embargo, la concentracion de iones Ca2+ y el pH

favorecen a la formacién de compuestos precipitables (Unilever, 2000).
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g/100g de jugo tratado

1

xilanasas xilanasas xilanasas pectinasas pectinasas pectinasas pectinasas pectinasas pectinasas pectinasas pectinasas

M EEX 50 100 200 25 25 25/ 25/ 50 50 50/ 50/
/xilanasas /xilanasas xilanasas xilanasas /xilanasas /xilanasas xilanasas xilanasas
B EEP EEX 0 50 100 200 0 50 100 200

B EC EEX dosis enzimatica (U/mL)

Figura 6.4.7.2. Pectina insoluble en el jugo de toronja después del tratamiento enzimatico

Ahora en la figura de arriba (figura 6.4.7.2) observamos que en todos casos se

logro la disminucion de pectina insoluble, a pesar de no ser tan favorable como en el

caso del jugo de limén, los resultados mostrados son mas homogéneos. Con

homogéneos nos referimos a que los resultados son consecuentes con las dosis

aplicadas, mayor cantidad de enzima pectinolitica (EEP o EC) y mayor cantidad de

enzima xilanolitica (EEX) en conjunto son el resultado de una mayor disminucién en la

pectina residual.
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6.4.8 Determinacion de pH

Se realizé la determinacion de pH siguiendo la metodologia descrita en el

Capitulo 5.

Esta determinacion se realizé por duplicado para cada prueba y para cada jugo.
El promedio de pH para jugo de limén con una variacion de +0.2 es de 2.3. Para jugo
de toronja el promedio de pH con una variacion de +0.3 es de 3.56.Estos valores de pH

son favorables para la actividad de las enzimas utilizadas.

6.4.9 Determinacién de acidez total

La determinacion de acidez total se encuentra reportada como % de acido citrico

y fue realizada y calculada de acuerdo con la metodologia del Capitulo 5.

Al igual que en la determinacion de pH cada determinacion se realiz6 por
duplicado, se obtuvo un promedio y se observé que no habia diferencia de mas de 0.1
entre los distintos tratamientos y su control. Siendo asi los valores obtenidos son 4.4 %

para jugo de limon persay 0.85 % para jugo de toronja.
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6.4.10 Comparacién general de resultados

En esta seccién se mostraran dos tablas para cada jugo analizado donde se
resumirdn los puntos mas importantes a tratar de los parametros que definen a las
enzimas como mas o menos efectivas. Los parametros de azUcares reductores y
totales, al igual que pH y % de acidez se omitirAn de esta seccion ya que no son

decisivos en lo antes mencionado.

Las condiciones Optimas de clarificacion requeridas para el jugo son: la
disminucion de la viscosidad al minimo, aumento de la claridad al maximo y la
disminucién de los sélidos insolubles en alcohol al minimo (Rai y De, 2009) por lo que
la optimizaciéon puede ser considerada como aceptable si se disminuyen los sélidos

insolubles en alcohol y la viscosidad, y si se aumenta la claridad (Molina, 2011)

Las tablas 6.4.10.1 y 6.4.10.3 nos muestran un resumen general de la
efectividad de cada tratamiento enzimatico de acuerdo a un parametro en especifico.
La tabla es presentada con cruces siendo el maximo valor 5 cruces. La cantidad de
cruces se otorgaron por grupos, es decir las 19 pruebas (ver tabla 6.3.1) realizadas se
dividieron en tres. El primer grupo de la prueba 1 a la 3 (EEX), el segundo de la 4 a la
11 (EEP/EEX) y el ultimo de la 12 a la 19 (EC/EEX). En cada grupo se asignaron 5

cruces al mejor y 1 cruz al peor.

En general, estas tablas, si, se analizan renglén por renglén permiten ubicar
facilmente cuales son las pruebas (dosis enzimaticas) que tuvieron un efecto mas
favorable en una mayor cantidad de parametros, un ejemplo de esto son las pruebas
16y 17 de la tabla 6.4.10.3 asi como las pruebas 8, 16 y 17 de la tabla 6.4.10.1.
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Tabla 6.4.10.1. Efectividad de los tratamientos enzimaticos por pardmetro y por tipo de enzima o mezcla

para jugo de limén.

Prueba (Ver Vol. Red. Peso
Claridad ASI

tabla 6.3.1) Filtracion Viscosidad residual
1 +++ + ++ + +
2 + +++ +++ ++ -
3 +++ ++ + +++ ++
4 ++ +++ +++++ - ++
5 +++ ++++ +++ ++++ -
6 +++++ + ++ +++++ -
7 +++ ++ ++++ ++++ ++
8 +++ ++ ++++ ++++ ++++
9 ++ +++++ - +++ +++
10 + +++ + +++ ++++
11 +++ +++ ++++ +++ ++++

— 12 | 4+t - -

13 + - +++++ + +++
14 ++ +++ ++++ ++ +++
15 +++ ++ ++ ++ ++
16 ++++ ++ ++ +++++ ++++
17 +++ ++++ +++ ++++ +++++
18 ++ +++++ +++ ++++ ++++
19 ++ ++ ++++ +++ +++

Los valores estan por arriba del control.
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Tabla 6.4.10.2 Mejores tres dosis enzimaticas pectinoliticas en orden descendiente y mejor dosis

xilanolitica por parametro para jugo de limén

_ 2damejor o o
ler mejor dosis dosi 3er mejor dosis Mejor dosis
osis
pectinolitica o pectinolitica xilanolitica
pectinolitica
. . 25/100
Vol. Filtracion 25/0 EC/EEX 50/0 EC/EEX 50y 200
EEP/EEX
50/50
Claridad 50/100 EC/EEX 50/50 EC/EEX 50
EEP/EEX
Red.
_ _ 25/50 EC/EEX 25/100 EC/EEX 25/100 EC/EEX 100
Viscosidad
25/100
ASI 50/0 EC/EEX 50/50 EC/EEX 200
EEP/EEX
Peso residual | BOISOMECIEEX 50/0 EC/EEX 50/100 EC/EEX 200

En el siguiente grupo de tablas (6.4.10.2 y 6.4.10.4) observamos las mejores
tres dosis de tratamiento enzimatico para cada parametro encargado de definir la
efectividad de las enzimas utilizadas para la clarificacion. Estas tablas nos ayudan a
dejar mucho mas en claro cual o cuéles dosis asi como cuéles enzimas tuvieron mayor
efectividad en cada jugo citrico. En la ultima columna observamos los mejores

resultados para la enzima EEX.
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Tabla 6.4.10.3 Efectividad de los tratamientos enzimaticos por parametro y por tipo de enzima o mezcla

para jugo de toronja.

Prueba (Ver Vol. Red. Peso
Claridad ASI

tabla 6.3.1) Filtracion Viscosidad residual
1 + - - +++ +++
2 +++ ++ - ++ +
3 ++ +++ - - +
4 +++ + ++++ - +
5 ++ ++ ++++ - -
6 ++ ++++ ++ +++ ++
7 ++++ ++++ + ++++ ++
8 ++++ ++ ++ ++++ ++++
9 + ++++ ++++ - +++
10 +++ +++ ++++ + +++
11 ++ +++++ +++ ++ ++++

- 12 |+ o+ 4t o+t 4+

13 ++ + ++ + ++
14 +++ ++ ++++ +++ ++
15 + +++ +++++ ++ ++++
16 ++++ +++++ ++++ +++++ +++
17 +++++ +++++ +++ +++ ++++
18 ++++ ++++ +++ +++++ +++
19 +++ ++++ +++ +++ ++++

- Los valores estan por arriba del control.
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Tabla 6.4.10.4. Mejores tres dosis enzimdticas pectinoliticas en orden descendiente y mejor dosis

xilanolitica por pardmetro para jugo de toronja.

_ 2damejor o o
ler mejor dosis dosi 3er mejor dosis Mejor dosis
osis
pectinolitica o pectinolitica xilanolitica
pectinolitica
. _ 25/200
Vol. Filtracién | 50/50 EC/EEX BOIIOOIECIEEX 100
EEP/EEX
50/200
Claridad 50/0 EC/EEX 50/50 EC/EEX 200
EEP/EEX
Red.
) _ 25/200 EC/EEX 50/0 EC/EEX 50/200 EC/EEX -—--
Viscosidad
ASI SO/M00ECIEEX 50/0 ECIEEX  25/0 EC/EEX 100
Peso residual | 25/200 EC/EEX 50/0 EC/EEX 50/200 EC/EEX 100

El objetivo principal de las tablas 6.4.10.2 y 6.4.10.4 es el de eliminar los resultados

gue a pesar de ser favorables no son realmente significativos con respecto al resto.

En la tabla 6.4.10.2 vemos que de acuerdo con Molina (2011) ninguna de las dosis es
capaz de cumplir con los 3 pardmetros. Sin embargo, observamos que hay 2 dosis
enzimaticas que se muestran en 3 de los 5 parametros (dosis 50/0 y 50/50 EC/EEX) y
otras 2 que estan presentes en 2 (25/100 EEP/EEX y 50/100 EC/EEX), es curioso que
las dosis que aparecen con mayor frecuencia son aquellas que contienen a la EC y
Unicamente una para las enzimas experimentales, esto nos hace pensar que EC es
mejor sin embargo, hay que notar que EC se encuentra a mayor concentracion que

EEP. Es dificil comparar estas enzimas al ser cada una mejor para cierto parametro,

EEEEEEEEEE———
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por tanto no se puede concluir tajantemente cual enzima es mejor. Sin embargo, si
podemos decir que la enzima desarrollada en el laboratorio tiene potencial puesto que
es algo experimental y figura dentro de las 6ptimas, los resultados obtenidos fueron
favorables aunque no excelentes. Por otro lado también hay que tomar en cuenta que
la enzima comercial utilizada contiene una gran cantidad de enzimas cuyas actividades
no fueron cuantificadas y que podemos observar en el gel PAGE- SDS (figura 6.2.1.1)
lo cual probablemente favorece la clarificacion. Esto no quiere decir que las enzimas
experimentales no las tengan, sin embargo, muy probablemente estén en mucha
menor concentracion. En trabajos anteriores se encontré que A. flavipes FP-500 es
productor de pectinesterasa (Molina 2011) siendo esta concentracion es

aproximadamente 5 veces menor que en la enzima comercial.

Ahora para el jugo de toronja (tabla 6.4.10.4) observamos que hay una dosis que
cumple con los parametros que segun Molina (2011) indican una clarificacion 6ptima,
esta dosis es 50/0 EC/EEX, dosis que coincide con ser de las éptimas para jugo de
limén. Después de esta encontramos 3 dosis distintas que cumplen con 2 de los 5
parametros y estas una vez mas son de la enzima comercial y con dosis 50/50,50/100
y 25/200. Finalmente podemos observar que las enzimas comerciales en dosis de
50/200 y 25/200 favorecen la claridad del jugo y el volumen de filtracién
respectivamente. El que solamente dos dosis de la enzima comercial aparezcan en
esta tabla no quiere decir que las demas no fuero favorables, sino que la enzima

comercial tuvo un efecto mas notable y significativamente diferente.

Con esto nos podemos dar cuenta que la enzima comercial actlia de mejor manera en
el jugo de toronja, es decir a pH's un poco mas altos y que la enzima experimental es

mejor a pH mas bajos y dosis mas bajas.
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CAPITULO 7.

Conclusiones

Se logro obtener dos filtrados enzimaticos con las caracteristicas deseadas, uno
con méxima actividad pectinolitica y otro con maxima actividad xilanolitica. Siendo las
actividades 99.47 U endopectinoliticas y 383.61 U exopectinoliticas, y 1082.52 U

xilanoliticas. Los cuales fueron probados contra una enzima comercial.

Se encontrd que la CL al 1 % es la mejor concentracion de la fuente compleja de
carbono para la produccién de enzimas pectinoliticas y que OM 3 % produce una

maxima actividad xilanolitica y minima endo y exo pectinoliticas.

Se encontré que las enzimas xilanoliticas por si solas son importantes en la
degradacion de la pared celular y esto afecta favorablemente, en la mayoria de los
casos, la clarificacién de los dos jugos probados. Para el caso de jugo de limén se
encontré que las enzimas xilanoliticas trabajan mejor a una concentracion de 200 U en

200mL de jugo y para el jugo de toronja en 100 U.

Para determinar si existe un efecto sinérgico ente las enzimas xilanoliticas y
pectinoliticas es necesario realizar mas pruebas puesto que mientras en unos casos se
encontré esto favorable en otros se observé lo contrario. Sin embargo, cabe destacar
gue en las tablas 6.4.10.2 y 6.4.10.4 para jugo de limoén y jugo de toronja las mejores
tres dosis encontradas en cada parametro en su mayoria fueron las que contenian
EEX.

Se encontré que la mejor dosis enzimatica para los tratamientos realizados para
jugo de limon fue 50/0 EC/EEX y para jugo de toronja 50/0 EC/EEX. Las mejores dosis
a partir de las enzimas experimentales y contra las cuales podria competir la enzima

comercial utilizada a pesar de su gran diferencia en cuanto a actividad exopectinolitca
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son 25/100 EEP/EEX para jugo de limén y 25/200 EEP/EEX para jugo de toronja.

Es claro que hacen falta mas pruebas al respecto y debido a los resultados
obtenidos con las enzimas xilanoliticas seria recomendable observar el
comportamiento y resultados si los tratamientos enzimaticos se dan por separado,
siendo recomendable primero el tratamiento xilanolitico y segundo el tratamiento
pectinolitico. También es necesario probar las enzimas a mayores dosis para obtener
resultados méas concretos pues a dosis tan bajas los resultados pueden ser muy

variables.
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