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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar el efecto de las condiciones de cultivo
sobre la produccién de la enzima poligalacturonasa por Wickerhamomyces anomalus, mediante
la aplicacion de disefios experimentales, a fin de encontrar las condiciones Optimas de
produccién de la enzima. Los cultivos se realizaron en frascos Erlenemyer, durante 16 h, en un
medio compuesto por glucosa, pectina de citrus, urea, sales y vitaminas. Las fermentaciones se
realizaron variando las condiciones de cultivo (temperatura, pH y agitacion). Se aplico
inicialmente un disefio factorial 23 y posteriormente se optimizaron las condiciones de cultivo
mediante la metodologia de superficie de respuesta. Se estudid la cinética de crecimiento y
produccidén de la enzima en un biorreactor de laboratorio. Se determind actividad PG, biomasa
y glucosa residual en el transcurso del proceso fermentativo. El extracto enzimatico
concentrado se utiliz6 para macerar tejidos vegetales de morron. El pH y la temperatura
influyeron significativamente en la produccion de la enzima PG por W. anomalus, mientras
que la influencia de la velocidad de agitacion fue no significativa. EI pH influyé de manera
positiva, mientras que la temperatura lo hizo de manera negativa. Los mayores titulos se
obtuvieron a 30°C y pH de 5,7; con un valor maximo de produccion de la enzima de 30,83
UE/mL. Durante el cultivo de W. anomauls a escala biorreactor, el microorganismo crecié en
fase exponencial hasta las 10 h de cultivo. La biomasa total producida fue de 3,03 + 0,905 gy/L,
obteniéndose un rendimiento (Yys) de 0,303 gx/gs en base a glucosa. La velocidad especifica
maxima de crecimiento (um) fue de 0,12 h™' La sintesis de PGasa estuvo asociada al
crecimiento, alcanzando un valor maximo de produccion (30,52 UE/mL) al finalizar la fase
exponencial. El pH se mantuvo practicamente constante en el transcurso del proceso
fermentativo. El extracto enziméatico de W. anomalus, fue capaz de macerar tejidos de morron.
Se observé ablandamiento del tejido y células simples liberadas, sin evidenciarse ruptura
celular. Fue posible optimizar las condiciones de cultivo para la produccién de PGasa por W.
anomalus, obteniendo extractos enzimaticos con elevada actividad, el cual fue capaz de
macerar tejidos vegetales de morrdn, un proceso biotecnolégico de interés en tecnologia de los

alimentos.

Palabras clave: Poligalacturonasa; Levadura; Optimizacion.



ABSTRACT

The objective of this thesis was to evaluate the effect of culture conditions on the production
of the polygalacturonase enzyme by Wickerhamomyces anomalus, through by the application
of experimental designs, to find the optimum conditions of production. Cultures were
performed at Erlenmeyer flasks flasks for 16 h in a medium composed of glucose, citrus pectin,
urea, salts and vitamins. The fermentations were carried out varying the culture conditions
(temperature, pH and agitation). A factorial design 2 was initially applied and culture
conditions were subsequently optimized using the response surface methodology. The kinetics
of growth and enzyme production were studied in a laboratory bioreactor. PG activity, biomass
and residual glucose were determined during the fermentation process. Concentrated enzyme
extract was used to macerate plant tissue. PH and temperature significantly influenced the
production of the PG enzyme by W. anomalus, while the influence of the stirring rate was not
significant. The pH influenced positively, while the temperature did so negatively. The highest
titers were obtained at 30 ° C and pH 5.7; with a maximum enzyme production value of 30.83
EU / mL. During the cultivation of W. anomauls at the bioreactor scale, the microorganism
grew in exponential phase up to 10 h of culture. The total biomass produced was 3.03 £+ 0.905
gx / L, yielding a yield (Yx / s) of 0.303 gx / gs based on glucose. The maximum specific
growth rate (um) was 0.12 h-1. PGase synthesis was associated with growth, reaching a
maximum value of production (30.52 UE / mL) at the end of the exponential phase. The pH
remained practically constant throughout the fermentation process. The enzymatic extract of
W. anomalus was able to macerate morrén tissues. Soft tissue and liberated single cells were
observed, with no evidence of cellular rupture. It was possible to optimize the culture
conditions for the production of PGase by W. anomalus, obtaining enzymatic extracts with high
activity, which was able to macerate vegetal tissues of morron, a biotechnological process of
interest in food technology.

Keywords: Polygalacturonase; Yeast; Optimization.



INTRODUCCION

Las enzimas pécticas o pectinasas son las responsables de la degradacion de las
sustancias pécticas presentes en la laminilla media y en la pared celular primaria de las plantas
superiores. Juegan un importante rol en la industria de alimentos, principalmente en el
procesamiento de jugos de frutas, en la produccion de vino, en la extraccion de aceite de oliva
y en la fermentacion del té, café y cacao (Uzuner y Cekmecelioglu, 2015). Segun su modo de
accion se clasifican en: poligalacturonasa (PGasa), pectinesterasa (PE), pectinliasa (PL) y
pectatoliasa (PAL). Las PE hidrolizan los ésteres metilicos de moléculas de pectina, liberando
metanol. Las PL y PG son enzimas depolimerizantes, degradan enlaces glicosidicos ya sea por
un mecanismo de hidrolisis (PGasa) o por un mecanismo de B-eliminacion (PL)(Paudel et al.,
2015).

Algunas poligalacturonasas (PGasas), denominadas protopectinasas (PPasa), tienen la
capacidad de hidrolizar restringidamente la protopectina presente en los tejidos vegetales,
liberando pectina soluble con la consiguiente separacién de las células sin producir mayores
dafios, proceso denominado maceracion (Martos et al., 2014). La maceracién es un proceso a
través del cual los tejidos organizados de los vegetales, se transforman en una suspension de

células intactas, manteniendo de esta manera las propiedades nutritivas del alimento.

Las enzimas pécticas son producidas por una gran variedad de microorganismos como
hongos filamentosos, levaduras y bacterias. Las levaduras son organismos unicelulares que
presentan mayor velocidad de crecimiento, cualidades que le confieren importantes ventajas
para el cultivo sumergido a gran escala, ademas de que a muchas de ellas se las considera como
microorganismos GRAS (Generalmente reconocidos como seguros). Otra ventaja de las
levaduras es que sélo producen endopoligalacturonasas, a diferencia de los hongos, los cuales

originan una compleja mezcla de enzimas pécticas (Rodriguez Gamez, et al., 2008).

La produccién de enzimas microbianas, actividad enziméatica y mecanismos que
controlan su sintesis y secrecién estan bajo la influencia de diversos factores tales como el pH
del medio, temperatura de incubacién y naturaleza y cantidad de la fuente de carbono. Estos
factores son importantes identificar a fin de optimizar el crecimiento adecuado del

microorganismo y la produccion de la enzima (Barragan et al., 2014).



Para optimizar la produccion enzimatica se utiliza la estrategia de modificar cada factor
a la vez, mientras los demas se mantienen constantes, sin embargo esto requiere de un gran
namero de experimentos y la interaccion entre factores es ignorada. En contraste, los disefios
experimentales basados en la estadistica son aproximaciones mas eficientes que pueden
llevarse a cabo con un gran namero de variables simultaneamente; ademas, se puede estimar
la interaccion entre variables, mejorando los rendimientos del proceso(Diaz, Florez y Cotes,
2005).

Wickerhamomyces anomalus, una levadura aislada en la provincia de Misiones,
Argentina, produce, al crecer en medio liquido, extractos enzimaticos con actividad PG.
Esta enzima, a diferencia de otras PGasas, posee ademas capacidad PPasa (Martos et al., 2013).
El potencial de aplicacion industrial de PG de W. anomalus, en tecnologia de Alimentos,
justifica la realizacion de estudios tendientes a la optimizacion de la produccion a fin de obtener
extractos enzimaticos con elevada actividad enzimatica en medios de cultivos de bajo costo,

para su futura produccion, a mayor escala.

En Paraguay, el estado del arte en cuanto a la utilizacion de enzimas en la industria de
alimentos es una tarea pendiente, por lo que la informacion generada podré incentivar el
desarrollo y/o produccién de enzimas como para aplicarlas a este sector alimentario debido a
que en el Paraguay las enzimas, utilizadas son importadas (Yubero, 2016).En el pais hay
regiones frutihorticolas de excelencia. Estas producciones generan toda una rama de industrias
relacionadas, como jugueras, fabricas de dulces, elaboradoras vegetales, etcétera, en las cuales
las pectinasas son un factor fundamental en el proceso de produccion, como también su
aplicacion en la reutilizacion de las grandes cantidades de subproductos que generan durante

el procesamiento.

La presente investigacion se plantea en dos etapas claramente diferenciadas pero
concatenadas, una dedicada a optimizar la produccion de la enzima poligalacturonasa (PG) por
Wickerhamomyces anomalus y otra donde se evalla la maceracion de morron

(Capsicumannuum), utilizando el extracto enzimatico obtenido.



OBJETIVO GENERAL

Optimizar la produccion de la enzima poligalacturonasa (PGasa) por Wickerhamomyces

anomalus y evaluar su aplicacion en la maceracion de tejidos vegetales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar la influencia de factores fisicos y quimicos sobre el proceso de produccién de
PG por W. anomalus, a escala frascos agitados, mediante disefios factoriales.

v Aplicar la metodologia de superficie de respuesta para obtener las mejores condiciones
para la produccién de PG por W. anomalus, a escala frascos agitados.

v Producir la enzima en las condiciones éptimas seleccionadas, en un birreactor de
laboratorio.

v Evaluar la maceracion de tejidos de morrén (Capsicumannuum) utilizando el extracto

enzimatico producido por W. anomalus.

Vi



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Lapared celular vegetal

La pared celular vegetal es una estructura dinamica que circunda las células, exterior al
plasmalema, y cuya composicion y propiedades son constantemente adaptadas al crecimiento,
diferenciacion y variaciones medioambientales (Contreras-Esquivel, 2003).

Las células vegetales estan rodeadas por una estructura rigida, la que se asienta
externamente sobre la membrana plasmatica. La pared celular vegetal posee la capacidad de
otorgar estabilidad mecéanica, proporcionar la forma y el soporte a la planta, mantener unidas
las células en un tejido, modular el crecimiento celular y constituir una barrera ante el ataque

de patogenos.

Esta compuesta por una mezcla compleja y dinamica de polisacaridos de alto peso
molecular como carbohidratos, lignina y proteinas, asi como otras sustancias embebidas en
ella, tales como cutina, suberina y ciertos componentes inorganicos que varian de una planta a
otra (Ringuelet y Vifa, 2013). Tanto la estructura como la composicion y las propiedades de

la pared celular cambian a lo largo de la vida de la célula.

La pared celular de las plantas superiores esta formada por tres capas: ldmina media,

pared primaria y pared secundaria (Fig. 1).

La laminilla media, primera capa que se deposita durante la division celular, esta
formada principalmente por sustancias pécticas y mantiene la union entre las células

adyacentes, que cumplen asi el rol de sustancia cementante (Azcon-Bieto y Taldn, 2000)

Una vez completada la divisibn se deposita la pared primaria, formada
fundamentalmente por celulosa; y también por otros carbohidratos como hemicelulosa y
polisacaridos pécticos asi como por proteinas estructurales, lignina y otras sustancias
(Bernabeu, 2017).

La pared celular secundaria comienza a depositarse hacia el final del crecimiento de la
célula. En la pared celular secundaria la cantidad de pectina es practicamente nula esta
compuesta basicamente en tres capas de microfibrillas de celulosa con diferente orientacion

embebidas de lignina (Curtis, 2008). Contiene ademéas otros polisacaridos tales como
1



hemicelulosas. En conjunto, es una estructura mas gruesa que la pared primaria, con una mayor

rigidez y resistencia.

primarta

Celulosa

Hemicelulosas

50 nm

Fig. 1. Modelo aceptado de la pared celular. Hemicelulosas: lineas rojas; celulosa:
cilindros celestes, pectinas: lineas negras (Tomado de Rosli, 2007).

La pared celular estd compuesta por:

Celulosa: Constituye cuantitativamente la mayor fraccion en la pared celular. Es una
estructura ordenada en forma de fibras y su funcién principal es conferir rigidez a la pared
celular. Consiste en un polimero no ramificado formado por moléculas de D-glucosa unidas
por enlaces glucosidicos (B- 1,4) y su funcién principal es asegurar la rigidez de la pared celular
vegetal. Las microfibrillas de celulosa forman una estructuraparacristalina estabilizada por
puentes de hidrogeno intra e intermoleculares, con cadenas orientadas de manera paralela y

antiparalela(Soriano Lasheras, 2004).

Hemicelulosas: son polisacaridos muy heterogeneos que constituyen los segundos por
orden de abundancia en la pared celular vegetal. Son polisacaridos neutros, conteniendo
habitualmente glucosa o xilosa, que presentan una cadena principal relativamente larga con
ramificaciones cortas, se asocian con las microfibrillas de celulosa para formar una matriz

entrecruzada.



Pectinas: es el tercer grupo de polisacaridos de la pared celular, esta constituido por las
denominadas sustancias pécticas, las cuales estan formadas por un esqueleto de residuos de
acido galacturénico (AGA) unidos en enlaces a-1,4. Las sustancias pécticas son una mezcla
compleja de polimeros acidos y neutros, que se caracterizan por su capacidad para formar geles
y actuar como sustancias cementantes en la ldmina media y la pared primaria (Soriano
Lasheras, 2004).

Lignina: es la sustancia mas abundante en la matriz de la pared celular de las plantas
lefiosas. Es un polimero formado por restos fenilpropanoides, derivados de los alcoholes
cumarilico, coniferilico y sinapilico, aumenta la resistencia quimica y la rigidez de la pared
(Basanta, 2013).

Entre las diferentes cadenas de polisacaridos de la pared celular se pueden formar
entrecruzamientos de naturaleza covalente o no, para generar una estructura rigida. Entre los
entrecruzamientos no covalentes se cuentan los enlaces puente de hidrogeno, presentes
principalmente entre la celulosa y la hemicelulosa, los enlaces ionicos entre las cuales se
encuentran las uniones en las que participan cationes divalentes, normalmente Ca?*, las cuales

se presentan entre cadenas de pectina.

Los polisacaridos constituyentes de las paredes celulares vegetales representan un alto
porcentaje de la biomasa vegetal. Estos determinan gran parte de los atributos de calidad de
frutas y vegetales frescos como asi también su comportamiento durante el proceso de

manufactura de alimentos.

1.2 Sustancias pécticas

Las sustancias pécticas son polisacaridos acidos complejos, que estan localizados
principalmente en la matriz de la pared primaria y laminilla media de plantas superiores.
Acttian como controladoras de la porosidad y difusion pasiva de diversos solutos y participan
en la regulacion de los procesos de elongacion y absicion. Las sustancias pécticas representan
entre el 0,5 % al 4 % del peso himedo del material vegetal. Como todos los polisacaridos, no
tienen un peso molecular definido, este depende de la fuente de la cual se obtienen,

generalmente esta entre 25 a 369 kDa (Jayani et al., 2005).



1.2.1 Estructura quimica de las sustancias pécticas

Las sustancias pécticas estan formadas por un esqueleto de residuos de &cido D-
galacturénico (AG), unidos por enlaces glicosidicos a-1,4. Esta cadena constituye el acido
poliglacturonico o acido péctico (APG) (Fig. 2).

ac. galacturdnico
metoxilado
CooH COOCH, COOCH, COOH
0O
9 H o H 5 H H u‘f
. OH H oH H OH H OH H
acido
galacturdnico

Fig. 2. Estructura molecular basica de la pectina (tomado de
https://www.ecured.cu/Pectina)

Los grupos carboxilos de los restos de AG pueden estar esterificados con metanol en

una proporcion variable.

Como parametro de la cantidad de grupos esterificados con metanol se usan
alternativamente dos criterios distintos, a saber: el grado de esterificacion (GE) y el contenido
de metoxilos. El GE, se define como el nimero de residuos de AG esterificados sobre el total
de ellos, expresado en tanto por ciento. El contenido de metoxilos se calcula relacionando la
masa total de grupos metoxilos con la masa total de restos de AG (esterificados o no). Un GE
de 100 % (todos los grupos carboxilos neutralizados con metanol) corresponde a un contenido
de metoxilo de 16,32 %. Este pardmetro es la base para la clasificacion de las sustancias
pécticas: si el compuesto tiene un GE entre el 3,5 al 10 %, se considera que son &cidos

pectinicos y si superan este porcentaje se denominan pectinas.

Las pectinas a su vez se clasifican en: pectinas de bajo metoxilo (LM) si presentan un
GE < 50 % (contenido de metoxilos< 8 %) como las de papa, pera, receptaculos de girasol y
pectinas de alto metoxilo (HM) si poseen un GE > 50 % (contenido de metoxilos> 8 %), como

las de citricos y manzanas.



La esterificacion de los grupos carboxilos del AG con metanol es una caracteristica muy
importante que le confiere a las pectinas sus propiedades estructurales y funcionales. EI nUmero
de restos metilados y/o acetilados depende de la fuente de la cual se obtuvo la pectina(lglesias
y Lozano, 2004).

Pocos son los vegetales que presentan una estructura tan simple, en su mayoria las
pectinas poseen una estructura mas compleja. Las pectinas contienen dos regiones bien
definidas. La primera es la region denominada lisa y la segunda es la denominada region pilosa
(Contreras-Esquivel, 2003).

Regidn lisa: compuesta principalmente por los esqueletos de restos de AG, parcialmente
esterificados con metanol en el C-6 y/o con acido acético en C-2. A esta estructura se la
denomina homogalacturonano (HG) y debido a que no contiene esencialmente ramificaciones

o0 cadenas laterales se la denomina region lisa.

Region pilosa: en esta region también denominada ramnogalacturonano (RG), se

pueden a su vez distinguir dos tipos de estructuras diferentes:

a) RG tipo I: en esta region, la cadena lineal de &cido D-galacturénico se interrumpe
por la presencia de L-ramnosa (forma pirandsica) unida mediante enlaces o-1,2. A estos
residuos de ramnosa se unen cadenas de D-galactosa unidas por enlaces 3-1,4, 0 en otros casos
cadenas de L-arabinosa, unidas por enlaces a-1,5. A partir de estos azlcares pueden originarse
otras ramificaciones del mismo tipo, o en ocasiones formadas por otros azicares como D-
xilosa, D-glucosa, D-manosa, L-fucosa y acido D-glucurdnico, dependiendo del vegetal de

origen de la pectina. Estas ramificaciones representan un 20-40 % de la cadena total.

b) RG tipo II: lo conforman cadenas laterales de diferentes azucares unidos
directamente a los residuos de AG. Esta regién puede ser considerada como una modificacion
estructural del HG y normalmente esta en una posicién adyacente al RG tipo |.

En la Figura 3 se muestra la estructura esquematica de la pectina, y se identifican

claramente las regiones principales que la conforman.
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Fig. 3. Estructura esquematica de la pectina (Pedrolli et al., 2009)

1.2.2 Clasificacion de las sustancias pécticas

Historicamente, las sustancias pécticas han sido consideradas como aquellos
polisacaridos acidos de los tejidos vegetales que son extraidos con agua caliente, acido diluido
u oxalato de amonio y otros agentes quelantes. Estas caracteristicas de solubilidad han
permitido clasificar las sustancias pécticas en: pectina soluble en agua, la cual puede ser
extraida del tejido vegetal con agua caliente o soluciones salinas diluidas; pectina soluble en
agentes quelantes, que se extrae con soluciones de EDTA, CDTA, hexametafosfato, imidazol,
etc., y protopectina que se solubiliza por calor en presencia de acido o alcali. Estas
caracteristicas de solubilidad de las sustancias pécticas fueron aceptadas originalmente por la
American Chemical Society y ain son empleadas por algunos investigadores. Los
procedimientos de extraccién diferencial son convenientes pero no enteramente selectivos, por
lo que es recomendable clasificar a los polisacaridos pécticos de acuerdo a sus caracteristicas

estructurales.

En 1927 un comité designado por la American Chemical Society aborda por primera
vez la problemética de la estructura y nomeclatura de las sustancias pécticas. En 1944, otro
comité reunido a instancias del anterior, las definié6 como: “sustancias coloidales que se

encuentran en las plantas, compuestas por unidades de acido D-galacturénico cuyos grupos



carboxilos estan esterificados con metanol en una proporcion variable”. Las sustancias pécticas
pueden ser clasificadas en cuatro grupos principales segin la American Chemical Society
(Olsen, 1941):

Acidospécticos o &cido poligalacturénico: se denomina asi a las sustancias pécticas

compuestas por acido poligalacturonico, libre de grupos éster metilicos.

Acidospectinicos: son sustancias pecticas coloidales, parcialmente esterificadas con

grupos metilicos.

Pectinas: asi son designados aquellos acidos pectinicos solubles en agua, de elevado
contenido en ésteres metilicos, capaces de formar geles con azUcares y acidos. Las pectinas
constituyen un grupo heterogéneo de polisacaridos acidos con propiedades de gelificacion,
estabilizacion de emulsiones y aporte nutricional, siendo por lo tanto sumamente Utiles en las

industrias alimenticias y farmacéuticas. Su precursor es la protopectina.

Protopectina: es la sustancia péctica insoluble en agua en el estado en la cual se halla
naturalmente en los tejidos vegetales. Produce pectina soluble luego de una hidrolisis limitada
mediante tratamiento con enzimas, acidos u otros reactivos. Se encuentra fija en los tejidos
vegetales, ligada a los componentes celuldsicos de las paredes celulares. Se la puede considerar
como un derivado de acido poligalacturénico de alto peso molecular que estad quimicamente
unido y mecanicamente inmerso dentro de otros constituyentes de la pared celular vegetal.
Puede ser extraida del tejido vegetal por métodos degradativos Unicamente (Jayani, et al.,
2005).

1.2.3. Propiedades de las pectinas

Solubilidad: Las pectinas son solubles en disoluciones acuosas, propiedad que se utiliza
para elaborar geles y sustancias viscosas. Los enlaces metilicos provocan una separacién entre
las cadenas de polipéptidos lo que las hace méas solubles (Sanchez-Villarruel et al., 2011).
Cuanto mayor sea el grado de esterificacion, mayor sera la solubilidad. Pueden ser insolubles
en presencia de calcio (o de otros cationes bivalentes) por la formacion de pectatos calcicos

que van a precipitar. También son insolubles en etanol, acetona y otros solventes organicos.



Gelificacion: Desde el punto de vista de la tecnologia alimentaria la propiedad mas
importante de las pectinas es su capacidad para formar geles, propiedad que depende del grado

de metilacion:

a) Pectinas de alto metoxilo (HM): las pectinas HM sélo gelifican en presencia de
concentraciones relativamente altas de azlcar y en medio &cido. Se producen zonas de
unién en la molécula por interacciones hidrofobicas entre los ésteres metilicos y formacién
de puentes de hidrégeno. Para la gelificacion de las pectinas de HM es necesario un pH
inferior a 3,5, de esta manera, los grupos acidos se encuentran no disociados y pueden
formar puentes de hidrogeno. Ademas es necesaria una concentracion de solidos solubles
mayor al 60 % para que se favorezcan las interacciones hidrofobicas. La mermelada es un
ejemplo claro, es acida, tiene alta concentracion de azUcares, y por ello la pectina esta en
estado de gel. Para elaborar estos geles, se solubiliza la pectina por calentamiento y se
gelifica al enfriar. La fuerza del gel vendra dada en funcion del grado de esterificacion; a
mayor grado de esterificacion, mayor seran las interacciones hidrofébicas por lo que el gel
sera mas fuerte. Ademas, comenzaré a gelificar a temperaturas mas altas.

b) Pectinas de bajo metoxilo (LM): las pectinas LM, gelifican en ausencia de azUcar pero en
presencia de concentraciones de iones, particularmente divalentes (Ca*?). Las condiciones
que deben darse son: presencia de calcio, un pH entre 1,0 y 7,0 o incluso mayor. Si la

cantidad de calcio es muy elevada daréa lugar a la precipitacion de pectato célcico.

1.3 Enzimas utilizadas en alimentos

La produccién de enzimas para uso industrial se ha desarrollado gradualmente, desde
finales del siglo XIX, cuando se produjeron en Dinamarca y Japon las primeras preparaciones
de renina (extracto salino del estomago de terneros) y de amilasa flngica (Carrera, 2003). El
uso de enzimas tiene el potencial de aumentar la productividad, la eficiencia y la calidad en el
procesamiento industrial de alimentos y su importancia no solo radica en las ganancias que se
obtienen de su uso, sino en la mejora de los procesos de fabricacion y las propiedades
sensoriales de los alimentos. Su eficacia como catalizadores radica en que son capaces de
aumentar la velocidad de las reacciones quimicas mucho méas que cualquier catalizador
artificial conocido, y ademas son altamente especificas ya que cada una de ellas induce la

transformacion de un sélo tipo de sustancia por lo que los procesos catalizados por enzimas en



la industria son cada dia mas numerosos. Se derivan de diversas fuentes tales como tejido
vegetal, tejido animal y microorganismos, siendo éstas las mas abundantes (Badui Dergal,
2006).

Las enzimas microbianas son mas Utiles que las derivadas de plantas por la gran variedad
en que se presentan y su bajo costo de produccion. Ademas, son mas estables y su proceso de
produccidn es mas facil y seguro. La manipulacion genética y ambiental, para incrementar el
rendimiento o la actividad enzimética de las células, puede llevarse a cabo facilmente
utilizando células microbianas debido a su corto tiempo de generacion y a sus exigencias

nutricionales relativamente simples (Souza et al., 2003).

Los microorganismos producen una gran variedad de enzimas potencialmente utiles y
algunas de ellas, en lugar de mantenerlas dentro de la célula, las excretan al medio de
crecimiento (Carrera, 2003). Las enzimas extracelulares pueden digerir nutrientes insolubles
como celulosa, proteinas, almidon, pectinas. Los productos de la digestion son transportados
al interior de la célula donde se utilizan como nutrientes para el crecimiento. Estas enzimas se

utilizan en la industria de alimentos, farmacéutica y textil.

Las enzimas a ser utilizadas en los alimentos deben estar reconocidas como inocuas y
deben estar incluidas en la lista GRAS de la Food and Drug Administration (FDA).

Varias enzimas importantes de uso comercial se producen en gran escala por procesos
microbianos, empleando hongos, levaduras o bacterias nativas o genéticamente modificadas,
incluyendo enzimas digestoras de almidon (amilasa), de proteinas (proteasas, renina), de

pectina (pectinasas) y de lipidos (lipasas).

Las enzimas no microbianas mas notables son la papaina, presente en la planta Carica
papaya, utilizada en cerveceria y en el procesamiento de alimentos y la quimosina, extraida del
cuarto estdmago de los terneros sin destetar utilizada en la manufactura del queso.

1.4 Enzimas microbianas de interés biotecnoldgico

Se han identificado unas 5.000 enzimas, pero se cree que este nimero es apenas una
fraccion del numero total de enzimas que existen en la naturaleza. Alrededor del 62% de las
enzimas se consume en alimentos, 33% en detergentes y 5% en textiles y curtiembres (Arroyo

et al.,, 2014). Tomando en cuenta las tendencias modernas hacia procesos de produccion
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disefiados para que sean amistosos con el medio ambiente y que sean sostenibles, la
biotecnologia aplicada a la produccién de enzimas se erige como la mejor alternativa en el

desarrollo de procesos de produccion (Thomas, et al, 2013).

Las enzimas microbianas presentan algunas ventajas en comparacion con las
provenientes de plantas y animales, las cuales pueden ser estacionales. Considerando la
produccién de enzimas de microorganismos, existe un suministro confiable de materia prima
para hacer enzimas microbianas siempre que sea necesario, y su produccion en biorreactores
se controla facilmente. Las microbianas producidas por fermentacion pueden ser excretadas al
medio, por lo que se logra obtener altos rendimientos de recuperacion en comparacion con las
intracelulares de animales y plantas (Vermelho et al., 2013). Por lo tanto, las fuentes de
enzimas derivadas de microorganismos como hongos, levaduras y bacterias, son las
responsables de la mayoria de las producidas por afo, las cuales representan mas del 85% del
total del mercado (McAuliffe, 2012).

La seleccion de microorganismos para producir enzimas histéricamente fue empirica, a
partir de muestras de muy diversas fuentes naturales. El desarrollo de los procesos de
fermentacion durante la ultima parte del siglo pasado, se dirigié especificamente a la
produccidn de enzimas mediante el uso de cepas seleccionadas y con microorganismos Vivos.
Ademas, se hizo posible la produccion de enzimas purificadas a partir de preparaciones bien

caracterizadas incluso a gran escala.

Un grupo importante de enzimas lo constituyen las amilasas, enzimas que degradan el
almidon (Bernal y Bernal, 2014). Entre ellas se encuentran las o-amilasa, B-amilasa y

amiloglucosidasa.

Las principales aplicaciones de estas enzimas extracelulares consisten en la conversion
del almiddn en jarabes que contienen glucosa, maltosa y oligosacaridos, en la produccion de
azucares fermentables en cerveceria, en la obtencion de bebidas alcohdlicas y en la
modificacion de la harina de panaderia. Entre ellas, las mas importantes son la a-amilasa
producida por Bacullus licheniformis, B. amyloliquefaciens y Aspergillus oryzae y la
amiloglucosidasa de A. niger (Vargas y Silver, 2002). La -amilasa junto con las a-amilasas
se utilizan en la preparacion de jarabe de maltosa a partir de almidén; la glucoamilasa junto

con la a-amilasas para la obtencion de glucosa a partir de almidon (Sanchez et al., 2005).

10



Las proteasas, son otro grupo importante de enzimas con distintas aplicaciones,
constituyen aproximadamente al 50% del mercado de las enzimas microbianas (Vazquez et al.,
2008). Las proteasas fungicas se emplean como ablandadoras de productos carnicos, siendo
también significativa la utilizacion de la proteasa fangica de A. oryzae para la modificacion de
la masa del pan. Las proteasas bacterianas se emplean, entre otras cosas, en la industria del
cuero. Las proteasas de B. subtilisson termoestables y tienen un pH optimo fuertemente basico

de 10 — 11, siendo por lo tanto utilizada en detergentes (Carmona, 2011).

Las pectinasas catalizan la division de sustancias pécticas, son ampliamente utilizadas en
el procesamiento industrial de frutas y vegetales, ya que disminuyen la viscosidad de los jugos
y facilitan los procesos de extraccidon, maceracion, liquefaccion y clarificacion.La fuente
principal de produccion de las pectinasas son los hongos, principalmente del género
Aspergillus.

Las celulasas comerciales producidas por cepas de Trichoderma reesei, Penicillium
funiculosum y A. niger, tienen en la actualidad aplicacién limitada en el procesamiento de
alimentos, en cerveceria, en la produccion de alcohol y en el tratamiento de desechos (Centeno
y Pavone, 2015). Su mayor potencial comercial consiste en la conversion de la lignocelulosa y

la celulosa de la madera en glucosa.

La glucosa isomerasa es la enzima intracelular comercial mas utilizada en la industria
alimentaria, para convertir la glucosa en fructosa durante la produccion de jarabe de maiz ricos
en fructosa (Arroyo et al., 2014). Las lactasas comerciales, bacterianas y de levaduras,
producidas con Kluyveromyceslactis, Kluyveromycesfragilis y Bacillusspp también son

enzimas intracelulares muy utilizadas (Parra, 2009).

Otras enzimas extracelulares microbianas importantes son las lipasas fungicas, que se
utilizan para mejorar el aroma de los quesos y otros alimentos y las enzimas pécticas o

pectinasas.

1.5 Enzimas pécticas
Las enzimas que hidrolizan sustancias pécticas se conocen como enzimas pécticas,
enzimas pectinoliticas o simplemente pectinasas. Las enzimas pécticas constituyen el Unico

grupo de enzimas que catalizan la degradacion de las sustancias pécticas presentes en la pared
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celular de las plantas, por lo tanto juegan un rol significativo en los cambios que ocurren en el
almacenamiento post cosecha de frutas y vegetales. Se encuentran de manera natural en frutas

y vegetales, pero también son producidas por microorganismos

Las enzimas pécticas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrdndose en
plantas superiores (citrus, tomates, bananas, manzanas, peras, papas, uvas, etc.) y en
microorganismos, tanto en bacterias (de los géneros Bacillus, Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Clostridium, etc.) como en hongos filamentosos (de los géneros Trichoderma,
Aspergillus, Fusarium, Penicillum, Rhizopus, etc.) y levaduras (Sacharomyces cerevisiae,
Kluyveromycesmarxianus, Geotrichumlactis, etc.) (Blanco et al., 1999; Geralda Da Silva et al.,
2005).

Las pectinasas fueron algunas de las primeras enzimas que se utilizaron en la industria.
Su aplicacion comercial se observo por primera vez en 1930 para la preparacién de vinos y
jugos de frutas. So6lo en la década de 1960 la naturaleza quimica de los tejidos vegetales se hace
evidente y con este conocimiento, los cientificos comenzaron a utilizar una mayor gama de
enzimas de manera mas eficiente. Como resultado, las pectinasas son una de las enzimas mas
importantes del sector comercial, especialmente para la industria de los zumos de fruta, como
prerrequisitos para obtener jugos bien clarificados y estables con mayores rendimientos (Tapre
y Jain, 2014)

1.5.1 Clasificacion de enzimas pécticas

Debido a la diversidad de sustancias pécticas que existen en la naturaleza, las enzimas
pécticas presentan diferentes mecanismos de accion y se las puede clasificar en tres grupos:
enzimas desesterificantes, enzimas depolimerizantes y protopectinasas (Fig. 4) (Martos et al.,
2014).
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Fig. 4. Mecanismo de accion de las diferentes enzimas pécticas(Gummadi y Panda, 2003)

1.5.1.1 Enzimas desesterificantes (pectinesterasa):

La enzima pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11), cataliza la desesterificacion de los grupos
metil- ester de los galacturonanos de las sustancias pécticas liberando &cido péctico y metanol.
PE remueve los grupos metoxilos de la molécula de pectina mediante un ataque nucleofilico
de la enzima sobre el éster, que resulta en la formacién de un intermedio entre el grupo acilo y
la enzima con liberacion de metanol. Luego se produce la hidrdlisis del intermedio
regenerandose la enzima y produciéndose acido carboxilico. Las pectinesterasas son
producidas por plantas superiores, numerosos hongos y algunas bacterias (Jayani et al, 2005).

La actividad pectinesterasa puede ser medida por diferentes métodos, usualmente por
Ltitulacién de los grupos carboxilos producidos a partir de pectina o por métodos colorimétricos,

utilizando un indicador de pH (Avallone et al., 2000).

Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de PE: La actividad PE es mayor con pectinas con un
grado de metilacion del 65 al 75 %, ya que actua sobre grupos metoxilos adyacentes a grupos
carboxilicos libres. Los PM de la mayoria de las PE estan en el rango de 35-50 kDa. Los valores
de pH en los cuales presentan su mayor actividad estan en el rango de 4,0 a 8,0. Las PE
producidas por hongos tienen un pH 6ptimo menor que aquellas de origen bacteriano. El rango
de temperatura en los cuales presentan su mayor actividad esta entre 40 — 50 °C para la mayoria
de las PE (Jayani et al., 2005).
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1.5.1.2 Enzimas depolimerizantes (poligalacturonasas y liasas):

1. Poligalacturonasas (PGasas): son enzimas pécticas que catalizan la ruptura de los enlaces
glicosidicos a-(1,4) de las cadenas de Acido poligalacturénico (APG). Se clasifican segun
su modo de accion en endo-PGasas (EC 3.2.1.15) y exo-PG (EC 3.2.1.67)(Van Rensburg
y Pretorius, 2000). Las endo-PGasas producen ruptura al azar de los enlaces glicosidicos
a-1,4 del &cido péctico, liberando mondmeros de AG y oligbmeros de dos o tres restos. Son
producidas por una gran variedad de hongos filamentosos, levaduras y bacterias, como asi
también por plantas superiores (Souza et al., 2003). Las endo-PGasas pueden ser medidas
por determinacion de los grupos reductores liberados, mediante métodos colorimétricos,
pero los mas utilizados hacen uso de viscosimetros, ya que producen mas de un 50 % de
caida en la viscosidad. Su actividad disminuye con el grado de polimerizacién, de manera
tal que resulta nula en presencia del dimero. Las exo-PGasas hidrolizan las uniones o-1,4
de los enlaces glicosidicos a partir del extremo no reductor de la cadena de acido péctico,
dando AG como producto mayoritario de la reaccion. La depolimerizacion se interrumpe
por la ramificacién que ocurre en el sustrato. Son menos frecuentes y se encuentran en
plantas superiores, en el tracto intestinal de numerosos insectos, en hongos y en algunas
bacterias(Jayani et al.,2005). Se ha informado que exo-PGasa fungica produce AG como
producto final, mientras que la exo-PG bacteriana produce acido digalacturénico como
principal producto final. La accién de exo-PGasa produce un gran incremento en la
formacién de grupos reductores. La actividad exo-PGasa se mide por determinacion de
grupos reductores liberados mediante métodos colorimétricos.

Propiedades fisicoquimicas y biologicas de poligalacturonasas (PGasas): las PGasas,
aisladas de diferentes fuentes microbianas, difieren marcadamente unas de otras con
respecto a sus propiedades fisicoquimicas y bioquimicas y su modo de accion.
Independientemente de la fuente microbiana, las PGasas, son activas bajo condiciones de
acidez moderada, presentando un pH 6ptimo en el rango de 3,5 a 5,5, apropiado para el
procesamiento de frutas y vegetales (Ortega et al., 2004; Favela-torres et al., 2006). Sin
embargo, se han informado algunas PGasas alcalinas provenientes de Bacilluslicheniformis
y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersci, con un pH 6ptimo de 11,0 o PG acidas como la de
A. kawachi, la que presentd actividad a pH entre 2,0 y 3,0 (Esquivel y Voget, 2004). La

mayoria de las PGasas presentan mayor actividad a temperaturas moderadas, entre 30-50
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°C (Blanco et al., 1999). Se encontraron algunas PGasas que pueden hidrolizar sustancias
pécticas a mayores temperaturas como las producidas por Bacilluslicheniformis y Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersci(Jayani et al., 2005).

En la Tabla 1se presentan las propiedades mas importantes de algunas PGasas producidas por

diferentes microorganismos.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de algunas PGasas microbianas.
T 6pt. Testab. pH

Fuente PM (kDa) pl Km C) pH 6pt. °C) ost Ref.

i 38 (PG 5,6 30 4-55 - i
_Asperglllus (PG 1) - - Jayani, 2005
japonicus 65 (PG II) 3,3 _ 30 4-55 - _

i 61 (PG| - 0,12 43 3,8-4,3 50 -

Aspergillus (PG 1) Jayani, 2005
niger 38 (PG II) - 0,72 45 3-4,6 51 -

Aspergll_lus 41 6.1 3 40 5 50 4.6 Nagai et al.,
awamori 2000
Fusarium 38 - - 69 11 - 7-11  Jayani, 2005
oxysporum

Lentinus Zheng y Shetty,
edodes - - - 50 50 - - 2000
Bacillus 38 _ - 69 11 - 7-11  Jayani, 2005
licheniformis

i 42 4,8 0,8 50 4 - -

Sclerot_mla Jayani, 2005
sclerotiorum 41,5 4.8 0,5 50 3,5 — -

Saccharomyces 43 54 _ 50 42 - - Jayani, 2005
pastorianus

Saccharomyces 39 - 4,7 45 5,5 50 456  Jayani, 2005
cerevisiae

2. Liasas (o transeliminasas): producen una ruptura no hidrolitica de las sustancias pécticas,
mediante un mecanismo de transeliminacion. Rompen los enlaces glicosidicos a-1,4 de la
molécula de acido péctico por un mecanismo de B-eliminacion, descubierto por Albersheim
y col. (1960), formando un doble enlace entre los carbonos 4 y 5 por cada enlace glicosidico
roto. Los mejores sustratos para esta enzima son las pectinas altamente esterificadas. Las
liasas se pueden clasificar en funcion del tipo de sustrato que ellas degradan y segln su
modo de acciodn en: pectatoliasas (PAL), las que actian sobre sustancias pécticas de bajo
grado de metoxilacion (endo-PAL, EC 4.2.2.2 y exo-PAL, EC 4.2.2.9) y pectinliasas (PL)
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(EC 4.2.2.10) que acttan sobre pectina altamente metoxilada. Las liasas son producidas
principalmente por bacterias y hongos filamentosos (Jayani etal.,2005). EI método mas
conveniente para medir la actividad de las PL o PAL, se basa en el incremento de la
absorbancia a 235 nm producido por la formacion de dobles enlaces. PL actla sobre pectina
altamente esterificada, sin la accion previa de PE, por lo que su utilizacion en la industria
de jugos puede resultar ventajosa. Aumenta la estabilidad de los jugos de frutas porque se
reducen los efectos floculantes que aparecen cuando, por accién de PG y PE, se generan
derivados de pectina desesterificados los que se ponen en contacto con el Ca+2 proveniente
de la fruta (Bogdanoff, 2015).

Propiedades fisicoquimicas y quimicas: PL en general necesitan iones Ca+2 para tener
actividad y por ello los agentes quelantes como el EDTA acttan como inhibidores.

La mayoria de las liasas tienen pesos moleculares entre 30 y 40 kDa, con un pl de 7,0 a
11,0. Tienen un pH déptimo de actividad en la regién alcalina (7,5 - 10) y temperaturas
Optimas de 40-50 °C. Una exo-PL termoestable de Bacillussp., presenté maxima actividad
apH 11,0 y 69 °C y fue dependiente de Ca+2. Otras liasas termoestables fueron producidas

por Bacillussp. TS 47 y Fusarium monoliforme (Jayani et al., 2005).

1.5.1.3 Protopectinasas (PPasas):

Las enzimas que catalizan la solubilizacion de protopectina, liberando pectina soluble
de los tejidos vegetales, se conocen como enzimas solubilizadoras de pectina o protopectinasas
(PPasas) (Nakamura et al., 1995). Estas PPasas son un grupo heterogéneo de enzimas con
diferentes actividades cataliticas. Varias PPasas han sido aisladas y caracterizadas y han sido
clasificadas en dos tipos dependiendo de sus mecanismos de accién: PPasas tipo A y tipo B.
Las PPasas tipo A son aquellas que reaccionan sobre una regidén especifica del
homogalacturonano (regién lisa) de la protopectina, liberando pectina de alto peso molecular.

Las PPasas tipo B son las que actian sobre las cadenas de azlcares neutros que conectan la
regién del ramnogalacturonano (region ramificada) con los demas constituyentes de la pared
celular, liberandose pectina de mayor peso molecular que en el caso particular de las PPasas
tipo. La actividad PPasa se determina midiendo la cantidad de sustancias pécticas liberadas a
partir de protopectina. La pectina solubilizada es cuantificada y expresada como equivalentes
de AG liberado (Ferreyra et al., 2002).
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En la Figura 5 se muestra un esquema de la estructura de la protopectina y se representan los

productos de las diferentes formas de accién de las PPasas.
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Fig. 5. Estructura esquematica de protopectina (Soriano Lasheras, 2004).

1.5.2 Principales aplicaciones de las enzimas pécticas

Las pectinasas microbianas son importantes desde el punto de vista industrial
principalmente por su uso en el procesamiento de frutas y vegetales (elaboracion de vinos,
extraccion y clarificacion de jugos de frutas, extraccion de aceites vegetales, maceracion de
vegetales, etc.) (Kashyap et al., 2001; Hoondal et al., 2002). Estas enzimas han sido utilizadas
desde hace mas de 60 afios y sus aplicaciones continuaran expandiéndose ya que constituyen
una herramienta indispensable en esta rama de la tecnologia. La mayoria de las enzimas
pécticas provenientes de hongos o levaduras, son activas bajo condiciones de acidez moderada
(3,5 a5,5), apropiado para el procesamiento de frutas y vegetales, considerando la naturaleza
acida de los mismos (Ortega et al., 2004) y a temperaturas relativamente bajas (30 — 50 °C), lo

que permite retener el color y el sabor de los alimentos.
Las principales aplicaciones de las enzimas pécticas se encuentra en los siguientes procesos:

1.5.2.1 Maceracion:

Algunas pectinasas (particularmente las PPasas) tienen la capacidad de liberar
sustancias pécticas cementantes de la pared celular de las plantas, produciendo la maceracién

de los tejidos vegetales (Sainz, 2008). En el proceso de maceracion, la pectina insoluble
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presente en la laminilla media es degradada, con la consiguiente liberacion de ceélulas
individuales y agregados celulares. Para tal propoésito, Unicamente el material cementante
intercelular (laminilla media) y parte de la pared celular primaria de las plantas debe ser
degradado, sin dafar la pared celular secundaria, a los efectos de evitar la lisis celular. De este
modo las células conservan muchos de sus compuestos intracelulares, entre los cuales se
cuentan carotenoides, vitaminas C, B6, B9y E y flavonoides, compuestos que poseen
reconocidos beneficios sobre la salud (Martos et al., 2014). Este método presenta ventajas
sobre la disgregacion mecéanica ya que conserva intactos el flavor, los pigmentos y los
componentes celulares, compuestos con propiedades sumamente interesantes en ciertos
productos alimenticios. Los procesos de maceracion quimica 0 mecanica provocan un alto
rompimiento celular, lo que implica que las propiedades nutritivas de los tejidos se ven
afectadas negativamente (Franchi et al., 2014).

El proceso de maceracion mediante enzimas pécticas es empleada en la industria
alimenticia para la obtencion de néctares de frutas como peras, duraznos, damascos, frutillas;
y de purés de vegetales como papa, zanahoria, aji rojo y otros, con alto contenido de sélidos,
pigmentos y vitaminas, que se emplean en la alimentacion de bebés y adultos mayores. Por el
contrario, los procesos de maceracion guimica o mecanica provocan un alto rompimiento
celular, lo que implica que las propiedades nutritivas de los tejidos vegetales se vean afectadas

negativamente.

La maceracion enzimatica depende de la concentracion de enzima, del pH, tiempo de
reaccién y de la velocidad de agitacion (Nakamura et al., 1995).La velocidad de agitacion debe
ser tal de manera de generar el suficiente esfuerzo de corte como para minimizar las fuerzas de
atraccion entre las células y asi promover su separacion, pero a su vez no debe ocasionar el

rompimiento de ellas da tal forma que se deteriore la calidad del producto obtenido.

Por otra parte, existen preparados enzimaticos capaces de degradar completamente el
material vegetal, proceso denominado desintegracion. Estan formados por una mezcla de
celulasas, hemicelulasas y pectinasas. Son utilizados mayoritariamente para elaborar purés y

para mejorar el rendimiento durante la extraccion de jugos de frutas.

1.5.2.2 Extraccién y clarificacion de jugos de frutas:
Las pectinas aumentan la turbidez y la viscosidad de los jugos de frutas, dificultando
los procesos de extraccion, filtracion y clarificacion. Los jugos de frutas son generalmente
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extraidos bajo presion, pero esto no es facil en el caso de frutas blandas como frutillas,
manzanas, frambuesas, arandanos, etc. Las pectinasas se adicionan a la masa prensada de frutas
para degradar a la pectina que causa la gelificacion de la pulpa, facilitando asi el proceso de
filtracion y asegurando altos rendimientos de jugo (Kashyap et al., 2001; Tari etal., 2007). Los
jugos que habitualmente se someten al proceso de clarificacion son aquellos cuyas
caracteristicas organolépticas y su aceptacion por el publico mejoran por el hecho de ser
transparentes como por ejemplo los jugos de manzana, pera y uva. Estos jugos deben ser
tratados enzimaticamente a fin de degradar las pectinas y los polisacéridos. Se utilizan
pectinasas que hidrolizan las pectinas y provocan la precipitacion de complejos proteina-
pectina. Mientras que en los jugos de naranja y pomelo, debe lograrse una estabilizacion de las
suspensiones coloidales mediante el uso de enzimas pécticas, ya que el consumidor prefiere un
jugo turbio (Sin et al., 2006).

a) Jugos de pera y manzana: luego de la obtencion del jugo de fruta por prensado, el producto
obtenido presenta cierta turbiedad debido a la presencia de restos de tejidos y a complejos
formados por proteinas positivamente cargadas rodeadas de una capa de pectina con carga
negativa (conocida como nube). Estos complejos proteina-pectina no precipitan debido a
repulsiones electrostaticas y le confieren al jugo un aspecto poco atractivo. En un medio acido
(jJugo manzana, pH 4,5) las moléculas de pectinas tienen cargas negativas y por lo tanto se
repelen unas con otras. El agregado de una mezcla de PG y PE produce la degradacion de la
capa externa de pectina, permitiendo la exposicion sobre la superficie de las particulas de
proteinas contenidas en su interior. Esto genera zonas de carga positivas y zonas de carga
negativas sobre las particulas, la repulsion electroestatica se reduce promoviendo su
interaccion, se forman floculos que sedimentan lentamente dejando un sobrenadante
transparente. Posteriormente el jugo se centrifuga o filtra con tierra de diatomea para eliminar
las particulas suspendidas (Sin et al., 2006). En los extractos comerciales de pectinasas de
origen fangico, usados para la clarificacidn de jugos de frutas, coexisten tres tipos de enzimas:
liasas,PGasas y PE. Estas enzimas en combinacion hidrolizan pectina. Los jugos asi obtenidos
contienen metanol (por la accion de PE). Es dificil precisar si esto constituye o no un peligro
para la salud, debido a la toxicidad del metanol. De cualquier forma este puede ser eliminado

con el vapor durante la concentracién.
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El proceso de clarificacion es afectado por el pH, la temperatura, tiempo de
clarificacion, y concentracion de enzima. Un jugo con bajo pH clarificaria mas rapido que uno
con mayor pH, y respecto a la temperatura, se trabaja mejor en un rango entre 40 y 60 °C, a
temperaturas mayores ocurre la desnaturalizacion de la enzima. EI tiempo necesario para que
ocurra la clarificacion es inversamente proporcional a la concentracion de enzima usada
(Kashyap et al., 2001).

b) Jugos de naranja y pomelo: contrariamente a los jugos de manzana y pera, en los jugos
citricos se utilizan las enzimas pécticas para obtener jugos turbios. En este tipo de jugos, la
pérdida de turbidez del jugo es indeseable. Cuando los frutos se exprimen, la PE enddgena
desesterifica los grupos metilos de la molécula de pectina creando regiones con cargas
negativas, las que interaccionan con iones Ca*? presentes naturalmente en el jugo, dando lugar
a la precipitacién de pectatos de calcio y la consiguiente autoclarificacion, dejando un
sobrenadante claro. Las altas temperaturas de pasteurizacion que se utilizan para controlar el
crecimiento microbiano, inactiva la PE y de este modo previene la precipitacion (Croak y
Corredig, 2006). Una alternativa para evitar el uso de altas temperaturas es el tratamiento
controlado con enzimas pécticas (PG y PL). La degradacion parcial de pectina mediante el uso
selectivo de una PG o PL, genera productos de bajo peso molecular no precipitables con el

calcio y de este modo evita la autoclarificacion.

c) Jugo de limén: a diferencia del jugo de naranja, el de limdn se vende como un jugo claro
cuando es destinado a la elaboracion de bases de bebidas gaseosas. Los métodos tradicionales
de clarificacion dependen de la cantidad de pectinesterasa nativa. Los sélidos suspendidos son
precipitados en presencia de calcio como pectatos de calcio, pero el proceso puede llevar de 4
a 16 semanas, por lo que se deben agregar conservantes para evitar una proliferacion
microbiana. Las enzimas fungicas exhiben la actividad pectinolitica incluso en medios muy
acidos (pH 2,2 a 2,8). Su uso asegura una clarificacién en un término de 6 h sin necesidad de

utilizar conservantes.

d) Vino: debido a la presencia de pectina en las uvas, se dificulta el prensado y la extraccion
del jugo. Las enzimas pécticas utilizadas durante la maceracion en la produccion de vino tinto
facilitan la liberacion del contenido celular de la baya de uva. De este modo, se producen vinos
con mas color, mas ricos en compuestos fenolicos e igualmente mas faciles de clarificar y

filtrar, comparados con los vinos sin tratamiento enzimatico. El uso de PE aumenta el nivel de
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metanol, pero la pequefia concentracion de pectina disponible para la accion enzimatica es

limitada y dichos valores estan dentro de lo permitido.

1.5.2.3 Extraccion de aceites:

Los aceites de girasol, coco, palma, oliva, etc., se extraen normalmente con solventes
organicos. El mas utilizado es el hexano, el cual es un potencial cancerigeno. Las pectinasas se
utilizan para degradar las paredes celulares y extraer el aceite vegetal en un proceso acuoso por
liquefaccion. Para la extraccion del aceite de oliva, las enzimas son adicionadas durante la
molienda de las aceitunas, asi el aceite es liberado y se separa facilmente. El tratamiento
enzimatico incrementa los costos, pero produce un mayor rendimiento en la extraccion del
aceite (Kashyap et al., 2001; Hoondal et al., 2002).

1.5.2.4 Tratamiento de fibras

En la industria textil, las pectinasas han sido empleadas en la maceracion y el
tratamiento de fibras textiles brutas: lino (linumusitassimum), cafiamo (Cannabis sativa) y yute
(Carchuessp.). También han sido utilizadas en la preservacion de maderas, aumentando la

permeabilidad de éstas a los preservantes tradicionales (Rodriguez Gamez y Serrat Diaz, 2008)

1.5.2.5 Fermentacion del té y el café

Las pectinasas son de gran utilidad para aumentar la productividad y la eficiencia en las
fermentaciones naturales. Asi, por ejemplo, aceleran la fermentacidn del té y eliminan la
espuma que forman los granos debido a la destruccion de la pectina. Por otra parte, en la
fermentacidén himeda de las semillas de café, la adicidn ex profeso de preparados de pectinasa
proveniente de levadura, permite reducir a aproximadamente la décima parte el tiempo de
fermentacion previa del café para lograr la separacion final de las particulas de pericarpio ain

adheridas a las semillas (Rodriguez Gamez y Serrat Diaz, 2008).

1.5.2.6 Alimento animal

Pueden ser usadas conjuntamente con otras celulasas y carbohidrasas en la formulacion
de alimento animal para facilitar la asimilacion de los nutrientes por los animales. Reducen la
viscosidad del alimento, lo cual incrementa la absorcion de los nutrientes, al liberarlos por la

hidrolisis de las fibras no biodegradables (Rodriguez Gamez y Serrat Diaz, 2008).
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1.5.2.7 Otras aplicaciones

a) Extraccion de pectina: La liberacion enzimatica de los monosacaridos que
constituyen la estructura de la pectina tienen diferentes aplicaciones dentro de la industria de
los alimentos y otros campos, y estos compuestos constituyen importantes herramientas en los
procesos industriales: la arabinosa es un precursor de L-fructosa y L-glucosa, los cuales pueden
ser utilizados como edulcorantes, y también transformados a 5-deoxi-L-arabinosa, un
compuesto que tiene propiedades antiparkinsonianas. El &cido galacturénico puede ser
enziméaticamente convertido en acido ascorbico, o puede ser usado para producir agentes
surfactantes por esterificacion con varios acidos grasos, y la ramnosa puede ser transformada

guimicamente en aromas usados en sabores de caramelos y frutas.

b) Extraccion de almidén: EI almidén es un polimero que sirve como almacén de
nutrientes en las plantas. No sélo es una importante reserva para las plantas sino también en
los seres humanos, con una alta importancia energeética, proporcionando gran parte de la
energia diaria necesaria a través del consumo de los alimentos. EIl almidon es uno de los
principales componentes de muchas raices entre ellas de la mandioca, el mismo que se obtiene
separando los granulos de almidon del resto de las materias contenidas en la raiz. Los granulos
de almiddn se encuentran en el interior de las células conjuntamente con la proteina, las grasas
y los carbohidratos solubles entre otros, los mismos pueden ser aislados por un proceso de
extraccion y posterior purificacién. El proceso tradicional de extraccién del almidén de
mandioca consiste fundamentalmente en romper las paredes celulares para liberar los granulos
de almidén mediante un rallado, seguido de la adicién de agua y filtracion, lo que permite la
separacion de las particulas de almidon suspendidas en el medio liquido de aquellas que son
relativamente mas grandes, como los componentes de la fibra, posteriormente se elimina el
agua y se lava el material sedimentado para eliminar las Gltimas fracciones diferentes del

almidon para finalmente someter al almidén purificado a un secado (Alarcén y Dufour, 1998).

Hasta el momento no se encontraron reportes sobre el uso de enzimas para la liberacion
de almidén por via enzimaética. A través del uso de enzimas pécticas se puede lograr la
degradacion completa de la pared celular, dando lugar a la lisis y la consiguiente liberacion del

almidén.
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Tabla 2. Aplicacion tecnoldgica de enzimas pectinoliticas

En la Tabla 2 se presentan las aplicaciones principales de las enzimas pécticas.

Enzima Importancia Papel tecnologice Aplicacién

Pel ++

Exo- y exo-Arasa + Procesado de frutas Extraccidn de jugo de

RG-hidrolasa + manzana

PAE +

PME +H+

PGasa +H+ Tugos concentrados

Pel. + Despectinizacion de jugos  clanficados de

Exo- y endo-Arasa + manzana, pera, y

(Galasa + uva

RG-hidrolasa +

PAE +

PME ++ Formacion de pectato de Cidra francesa

calcio

Arasa + Tugo de pifia

(zalasa ++ Hidrolisis de gomas clarificado

PGaza +

PGasa ++

PME +

Pel. + Despectimzacion de Clanficacion de

Arasa + Mostos mpsto de uva

{zalasa +

PME ++ Desmetoxilacion de pecina  Incremento de textura en
enddgena vegetales

PME ++ Desmetoxilacion de pectina  Extraccién  de  jugo  de
enddgena manzana

PGasa +H+ Hidrolisis de pectinas Extraccion de pectina
endbgenas

PGaza +H+ Hidrolisis de acido Galacturénico-

poligalacnurémeon oligosacaridos
PGasa ++ Hidrolisis de pectinas Decorticado enzimatico de
citricos

PeL: pectin-liasa; Arasa: Arabinasa; RG-hidrolasa: ramnogalacturonano-hidrolasa; PAE: Pectin acetilesterasa;

PME:pectin-metilesterasa: PGasa:poligalacturonasa; Galasa:galactanasa. (Contreras-Esquivel, 2003)

1.5.3  Produccién de enzimas pécticas
1.5.3.1 Seleccion de la cepa productora

El campo de aplicacion de las enzimas pécticas se encuentra expandiéndose, lo que
demanda seguir descubriendo nuevas cepas productoras de pectinasas con propiedades
diferentes de las existentes en el mercado (Nighojkar et al., 2006; Tari et al., 2007). Una seria
restriccién en la busqueda de nuevas cepas productoras de enzimas pécticas es el hecho de que
pocos microorganismos tienen la aprobacion oficial para su uso en la industria alimenticia. Los

organismos adecuados para ser usados en la produccion de enzimas deben tener un cierto
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numero de propiedades, entre las que se incluye la facilidad y rapidez de crecimiento en

fermentadores grandes con nutrientes sencillos y relativamente baratos.

Ademas, se debe obtener un alto rendimiento de la enzima, de forma que sea facil
aislarla, purificarla y concentrarla, sin que se produzca la formacion concomitante de
metabolitos toxicos. El organismo debe tener caracteristicas fisioldgicas estables y ser

facilmente aceptado por las autoridades encargadas de controlar los alimentos y los farmacos.

Aungue muchos estudios se han hecho con enzimas pécticas de diferentes fuentes, las
enzimas pécticas comerciales, utilizadas en las industrias alimenticias, se producen a partir de
hongos principalmente del género Aspergillus. Los hongos son buenos productores de enzimas
pécticas, cuyo pH optimo se encuentra cerca del pH de muchas frutas el cual esta entre 3,0 y
5,5 (Couri et al., 2000; Ortega et al., 2004). Ademas estos microorganismos son capaces de
excretar al medio de cultivo casi el 90 % de las enzimas que producen, lo cual facilita el proceso
de purificacion (Souza et al., 2003). El hongo filamentoso A. niger tiene la ventaja de poseer
el status GRAS (generalmente aceptado como seguro), que permite el uso de sus metabolitos,
incluyendo sus enzimas extracelulares en las industrias de alimentos, siendo por lo tanto muy
utilizado en diversos procesos fermentativos para la produccion de enzimas pécticas (Tari et
al., 2007). Las preparaciones comerciales de este hongo contienen una mezcla compleja de
diferentes enzimas con actividad pectinolitica, incluyendo PG, PL y PE y otras enzimas que
degradan otros polisacaridos de la pared celular como celulasas y xilanasas (Nagai et al., 2000;
Singh y Rao, 2002; Hasunuma et al., 2003; Rogerson et al., 2009). Esta variedad de enzimas
les permite crecer sobre materiales pécticos. Las levaduras en general son capaces de producir
un Unico tipo de enzimas pécticas las que suelen ser endo-PG, no presentan actividad PE y son

capacesde liberar metanol (Zapata et al., 2009).

Las levaduras son organismos unicelulares por lo que su crecimiento es relativamente
simple y ademas también son microorganismos GRAS. Estas enzimas pueden ser producidas
a bajo costo, como subproductos durante la produccion de proteina unicelular (Geralda Da
Silva etal., 2005). Los primeros autores en describir la produccion de pectinasas por
Saccharomyces fragilis fueron Luh and Phaff (1951). Desde 1980 se han descrito varias
especies de levaduras capaces de producir enzimas pécticas las que pertenecen a los géneros

Candida, Pichia, Saccharomycopsis, Zygosaccharomyces, diversas especies del género
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Saccharomyces incluyendo S. cerevisiae y S. pastorianus, Kluyveromycesmarxianus, K.

fragilis, K. lactis, Geotrichumlactis (Blanco et al., 1999).

En la Tabla 3 se presentan el tipo de enzimas pécticas producidas por algunos

microorganismos.

Tabla 3. Algunos microorganismos productores de enzimas pécticas

Microorganismos PE PG PL PAL
Aeromonassp

Bacillussp
Erwiniaaroideae + +
Pseudomonassp
Xantomonascampestris
A. niger
Kluyveromycesfragilis
Penicilliumsp. +
Fusarium oxysporum +

+
+ 4+ 4+ + 4+

+ + + +

(Jayani 2005).

Picchia anémala ha sido aislada de diferentes hébitats, y presenta una robustez
fisiologica destacable cuando se somete a condiciones de estrés, tales como bajos pH o a bajas
actividades acuosas.Es altamente competitiva y puede inhibir a varios otros microorganismos.
Debido a su actividad antimicrobiana, es considerada como un agente de biopreservacion
(Passoth et al., 2011). Varios mecanismos estan relacionados a su actividad antimicrobiana,
incluyendo la produccion de metabolitos volatiles toxicos y factores killer, que son toxinas
secretadas por ciertas levaduras y letales para otras cepas de levaduras mas sensibles. Varias
cepas de P. anomala han demostrado actividad antimicrobiana contra otras levaduras y hongos
filamentosos asi como también contra bacterias Gram-negativas. En frutas, inhibié a
Botrytiscinerea, durante el almacenamiento de granos de cereales, inhibidé a especies de
Penicillum y Aspergillus y también a Enterobacteriaceae (Olstorpe etal., 2010). Otras
aplicaciones, como en la produccién de enzimas también estan siendo evaluadas actualmente
(Passoth et al., 2011).

En la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional
de Misiones, Misiones, Argentina, se aislé6 una cepa de levadura pectinolitica a partir de

cascaras de citricos, la cual fue identificada como Wickerhamomyces anomalus, segin una re-
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clasificacion reciente de la especie Pichia anomala (Fig. 6) (Kurtzman, 2011; Martos et al.,
2013). Esta levadura produce extractos enzimaticos con actividad PGasa. Requiere una fuente
de carbono y energia (FCE) rapidamente asimilable para poder crecer (glucosa) y acido
galacturonico, acido poligalacturénico o pectina, como inductores de la produccion de la
enzima, aunque estos sustratos no pueden ser metabolizados por el microorganismo. La

sintesis de la enzima no fue reprimida por glucosa (Martos et al., 2013a).

En los sobrenadantes del cultivo de W. anomalus, no se detect6 actividad PE o PL. Otras
enzimas capaces de hidrolizar polimeros de la pared celular, tales como celulasas y xilanasas,
tampoco fueron detectadas.

PGasa producida por W. anomalus fue identificada como una endo-PG. Se logré la
purificacion de PG a partir del sobrenadante del cultivo mediante un proceso en dos etapas:
didlisis y cromatografia de intercambio cationico. La enzima PG purificada, presentd un PM
de aproximadamente 43 kDa, exhibié méxima actividad a pH 4,2, fue estable en un rango de
pH de 3,5.a2 6,0 y hasta 49 °C durante 10 h. Los valores de Vmax y Km obtenidos, usando acido
poligalacturénico como sustrato, fueron 0,26 mmol/l.min y 0,173 mg/ml respectivamente. Los
cationes que produjeron una disminucion de la actividad PG fueron K* y Ca*? (Martos et al.,
2014). Se determino que esta enzima posee actividad PPasa, capaz de macerar tejidos vegetales
(Martos et al.,2013b). Esta propiedad es muy importante para futuras aplicaciones en la
industria alimentaria, principalmente para la produccion de néctares de frutas o puré de
verduras como papa 0 yuca en sustitucion de los métodos mecéanicos que producen una gran

alteracién celular.

Fig. 6. Microfotografia (400 x) de Wickerhamomyces anomalus
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1.5.3.2 Factores que influyen en la produccién de enzimas pécticas

Para la produccion de enzimas pécticas es importante, ademas de seleccionar la cepa
productora, estudiar los factores que influyen en su produccién como la composicion del medio
de cultivo, el pH del medio, la temperatura de incubacion, el tiempo de fermentacion, el

volumen del inéculo y el oxigeno disuelto.

Todos estos factores son criticos en la produccion de enzimas pécticas y varian de acuerdo al
tipo de cepa utilizada, por lo que estos parametros deben ser estudiados y especificados para
cada cepa de interés. Ellos pueden afectar tanto el crecimiento del microorganismo como la
produccidn de las enzimas y pueden influir ademas en la estabilidad de las mismas (Malvessi
y Da Silveira, 2004).

La sintesis de enzimas pécticas estd muy influenciada por los componentes del medio de
crecimiento, especialmente por la fuente de carbono (Diaz et al., 2005). Estudios relacionados
a los aspectos regulatorios de la produccién de pectinasas mediante hongos filamentosos,
informaron que las enzimas fueron inducidas por pectina o alguno de sus derivados y que la
glucosa reprimio la sintesis de las mismas (Zheng y Shetty, 2000). En general, el proceso de
represion ocurre en presencia de altas concentraciones de glucosa u otros azlcares rapidamente

metabolizables, que promueven una alta velocidad de crecimiento microbiano.

En varias especies de Aspergillus (A. niger, A. tubigiensis, A. flavus, A. aculeatus, etc.), la
sintesis de las enzimas pectoliticas como PG, PE, PL o PAL, fue inducida por pectina, APG y
AG y reprimida por glucosa. Esta cepa también produjo PE y PG en un medio que contenia

glucosa como unica FCE, lo que indic6 que hubo un cierto nivel de enzimas constitutivas.

Por el contrario, en la mayoria de las levaduras, la produccién de pectinasas es una capacidad
constitutiva porque no se requieren pectina, APG o AG para inducir la sintesis de dichas
enzimas (Blancoet al., 1999). Sin embargo, la capacidad pectinolitica de unas pocas especies
tales como Cryptococcus albidus, Geotrichum lactis y Kluyveromyces fragilis han sido
descritas como inducibles. A su vez, la PG de Saccharomyces fragilis fue considerada
parcialmente constitutiva porque la actividad fue mayor al crecer en un medio con glucosa y

pectina que cuando se utilizo s6lo glucosa (Cavalitto y Mignone, 2007).

La expresion de ciertos genes que codifican pectinasas u otras enzimas hidroliticas esta
controlada por el pH del medio de cultivo. De este modo, regulando el pH del medio de cultivo
es posible modificar la composicién del pool enzimatico liberado al medio, como fue reportado
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para el caso de las diferentes pectinasas producidas por A. foetidus (Grebechova y Contreras,
2006).

Los organismos productores de enzimas pécticas son eminentemente aerobios, por lo que la

provision de oxigeno, en condiciones asépticas, durante la fermentacion es fundamental.

1.6 Fermentacion

Las fermentaciones son biotransformaciones llevadas a cabo por cultivos celulares, en
las que se convierte la biomasa o sustratos complejos en productos de valor agregado. Mediante
el aprovechamiento de la maquinaria bioquimica de los microorganismos, se producen

metabolitos originados para las reacciones biocataliticas (Luévanos-Escarefio et al., 2014).

Para tal efecto, los microorganismos producen enzimas que se encargan de procesar la
fuente de carbono para volverla biodisponible para su aprovechamiento a nivel celular. Las
fermentaciones generalmente, se emplean para la produccion de enzimas a partir de
microorganismos como bacterias, hongos y levaduras. En la Figura 7 se describen las

operaciones necesarias para llevar a cabo un proceso de fermentacién para la produccion de

enzimas.
&«----""""° Preparacion
1
Mantenimiento del !
cultivo \ 4
Preparacion del
* medio de cultivo
Propagacién del
cultivo l
Inéeulo de Ia Esterilizaciéon
fermentacién

Mantenimiento

Analisis > Fermentacion Uso

}

Recuperacién

Fig. 7. Operaciones basicas para la produccion de enzimas mediante un proceso
de fermentacion. Adaptado de (Luévanos-Escarefio et al., 2014).

28



Las pectinasas pueden ser producidas ya sea en fermentacion en sistema sumergido o
en sustrato sélido. El primero permite un mayor control de las condiciones de crecimiento que
la fermentacion en medio solido (Costa et al., 2007). El proceso de produccion se realiza en
aerobiosis, a una temperatura y pH que dependen del microorganismo seleccionado y de la

enzima que se desea obtener.

Las fermentaciones en medio liquido (FML), se caracterizan por la utilizacion de un medio
acuoso que contiene los nutrientes necesarios disueltos para que los microorganismos crezcan
suspendidos en dicho medio. Las ventajas del uso de estas fermentaciones son la gran
homogeneidad del medio de cultivo y el mantenimiento de parametros tales como el pH y
temperatura. Los sustratos liquidos cominmente utilizados pueden ser melazas, caldos o
extractos, en donde los compuestos bioactivos son secretados al medio de fermentacion, y a la
vez, pueden ser reemplazados por nutrientes. La separacion del medio liquido de la biomasa se
realiza por una simple filtracion o centrifugacion, lo cual aporta una gran ventaja tecnologica
al procesamiento de los metabolitos producidos (Luévanos-Escarefio et al., 2014). Como
consecuencia, la FML es el bioproceso mas ampliamente utilizado a nivel mundial y del que
se tiene méas informacion acerca de su ingenieria y control de procesos (Subramaniyam y
Vimala, 2012).

1.7 Recuperacion y purificacion de enzimas pécticas

Las enzimas microbianas extracelulares, producidas mediante fermentacion en cultivo
sumergido, se recuperan separando el liquido que contiene la enzima de las células por
filtracion o centrifugacion. En el caso de fermentacion en cultivos en medio solido, se debe
agregar agua (o buffer) a la masa semisolida obtenida luego de la fermentacion, se prensa la
matriz solida para obtener un extracto enzimatico y se continGa con una serie de operaciones

similares a las aplicadas en el caso de fermentacion en medio liquido.

El sobrenadante o filtrado que contiene la enzima, se concentra y se comercializa como
una preparacion enzimatica liquida normalizada que contiene conservantes y/o estabilizantes o
se precipita, con solventes organicos o sales inorganicas, se seca y se muele con el objeto de
obtener la enzima en forma de polvo o de granulos, se mezcla con estabilizadores y es
estandarizado con ingredientes inertes (dextrosa, lactosa, sacarosa, almidén, gelatina, glucosa,
tierra diatomea), empaquetado y almacenado. En el caso de enzimas pécticas producidas por

hongos filamentosos, el filtrado contiene una mezcla de enzimas pectinoliticas, otros productos
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metabolicos y restos de nutrientes no asimilados. Para uso como clarificante de jugos no se

requiere la separacion de cada una de las enzimas (Cevallos, 2015).

En algunas aplicaciones, como por ejemplo durante el procesamiento de ciertos
alimentos, se requiere que la enzima de interés este en estado puro, a los efectos de garantizar
la calidad del producto final y evitar los cambios de color y aroma debido a la presencia de
enzimas contaminantes en el preparado o cuando se necesita garantizar la ausencia de otros

componentes toxicos.

Un viejo axioma biotecnoldgico sostiene que nunca se debe purificar un compuesto mas
de lo necesario, pues aumentaria el costo del producto final, con la consiguiente desventaja en
el mercado. En general, las enzimas utilizadas en la industria alimentaria no necesitan una

purificacion extrema comparada con la requerida por algunas de uso terapéutico.

1.8 Estequiometriay cinética del crecimiento microbiano
A pesar de su complejidad y de que existen miles de reacciones intracelulares, el crecimiento

microbiano puede describirse como si fuese una reaccion quimica comun.

El medio de cultivo debe contener basicamente, una fuente de carbono y energia (FCE), una
fuente de nitrogeno (FN), sales (PO4~, SO47, etc.), microelementos (Cu, Zn, Mn, Mo, etc.),
pueden haber también factores de crecimiento (vitaminas). Si pensamos al cultivo como si
fuese una reaccion quimica, estos seran los reactivos y las células, CO>, algin otro compuesto

que se forme durante el proceso seran los productos de la reaccion.

Teniendo en cuenta Gnicamente aquellos compuestos del medio de cultivo que se encuentran
en mayor cantidad y se consumen en forma significativa, el crecimiento aerobio de las células
puede describirse en base al denominado modelo de “caja negra”. En este modelo se considera
que la célula es un compartimiento abierto que recibe un flujo de FCE, uno de FN y uno de O>
y del cual salen flujos de biomasa, CO2, H20, algn producto (si lo hubiera) y energia (como
calor). En este modelo no se hace ninguna suposicion sobre el metabolismo celular (Ferreyra
et al., 2002).

En la Figura 8se observa un esquema del modelo utilizado.
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Fig. 8. Esquema del crecimiento celular segin el modelo de caja negra.

En base a este modelo se puede plantear la ecuacion de crecimiento microbiano de la siguiente

manera:

FCE + FN + O, — biomasa+ productos+CO, + H,0

A fin de facilitar los célculos debido a la complejidad de los compuestos involucrados
(especialmente la biomasa), se define una cantidad determinada de cada sustancia denominada
carbono-mol (c-mol) como la cantidad de cualquier compuesto carbonado que contiene 12 g
de carbono.

Analizando la composicién elemental de una gran cantidad de microorganismos,tanto
eucariotas como procariotas, se ha encontrado que existe una regularidad en su "férmula
minima". Se puede definir un microorganismo estandar o promedio como aquel que posee la
siguiente composicion expresada en c-mol: CH1800,5No 2, siendo estos componentes el95% en
masa del microorganismo (el 5% restante son sales). El peso molecular de un c-mol de biomasa
sera de 25,8 g.

De esta manera el crecimiento microbiano en medio sintético, puede ser representado mediante

la siguiente ecuacion estequiométrica, referida a un c-mol de FCE:

CH,,OuN, +aNH,; +bO, —>v,,CH,30sN,, +Y,,,CH,,0,, N, +Yeo, /€O, +WH,0+4q (ec.1)

Los correspondientes coeficientes estequiométricos son:
a: moles de nitrégeno consumido/c-mol de FCE.
b: moles totales de O» consumido/c-mol de FCE.
Yxs: c-mol de biomasa /c-mol de FCE.
Ypis: ¢-mol de producto/c-mol de FCE.

Yeozis: Moles totales de CO: producidos/c-mol de FCE.
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1.9 Sistemas de cultivos — Balance de Biomasa en un cultivo batch
La fermentacion en medio liquido para la produccion de enzimas, se puede llevar a cabo

en sistemas tipo batch, batch alimentado (BA) o cultivo continuo.

El cultivo batch o cultivo por lote, es el crecimiento de microorganismos en un volumen
fijo de nutrientes que continuamente es alterado hasta su agotamiento por el crecimiento. Se
realiza sin intercambio de materia con los alrededores (Mufioz y Catrilaf, 2015). EI proceso

termina cuando todo el sustrato es consumido por la biomasa.

El término cultivo batch alimentado (BA) se refiere a un cultivo batch al cual se alimenta
continuamente con medio de cultivo fresco o con alguno de sus componentes. Si el nutriente
que se alimenta es el limitante del crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de

crecimiento (1) del microorganismo.

El cultivo continuo no es muy recurrido para la produccion ya que gran nimero de
generaciones que transcurren en el mismo hace que sea proclive a la contaminacion y a la
aparicion de mutaciones espontaneas con el consiguiente cambio en la cepa de produccién. Los
procesos batch son simples y robustos pero los microorganismos crecen a velocidades
especificas maximas (um) durante buena parte del cultivo, lo cual conlleva a problemas de
inhibicion por sustrato. Ademas algunos microorganismos presentan un metabolismo de
sobreflujo en el cual, cuando crecen a velocidades especificas elevadas, poseen un metabolismo
respirofermentativo, en el que generan producto (etanol) a pesar de poseer suficiente cantidad

de oxigeno (efecto Crabtree) (Passoth et al., 2011)

Para un cultivo batch y considerando un componente cualquiera del cultivo, incluida la

biomasa, se puede plantear el siguiente balance de materia en el biorreactor:
velocidad ) (Veloc Veloc. N Veloc.) (Veloc ec. 1
acumulacién ) | Entrada Salida Form. Cons.

d(ve,)
dt

=F-C,-F,-C,+V-r, -V r, ec. 2

Siendo:

V: volumen del cultivo.
F1: caudal de alimentacion.

F»,: caudal de salida.
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Ci1: concentracion del componente i en la alimentacion.

Ci: concentracion componente i a la salida (hipotesis mezclado perfecto: Ci2=C;).

i, Iei: Velocidades de formacion y consumo del componente i, respectivamente.
Considerando que en un cultivo batch los caudales de entrada (F1) y salida (F2) son nulos y por
lo tanto V se mantiene constante en el tiempo.

Aplicando el balance a la biomasa, la ec. 2 se reduce a:

dX
rX = —=
dt

u- X (ec.3)
Siendo:

Z—T : Velocidad de crecimiento microbiano (g/l.h).

u: velocidad especifica de crecimiento (tiempo™).
X: biomasa (gx/l).

Introduciendo la ec de Monod en la ec. 3, se obtiene:

xS
““at "k +s

<X (ec.d)

S

Siendo:
S: concentracion de sustrato limitante (g/l).
Mm: velocidad especifica de crecimiento méaxima.
ks:constante de saturacién, da una idea de la afinidad del microorganismo por el sustrato (a
menor Ks, mayor afinidad).
Al principio del cultivo batch, todos los nutrientes son saturantes, atn el sustrato limitante (s
>> ks) y el microorganismo crecerd a um maximo y constante, entonces la ec.4 se reduce a la

siguiente ecuacion:

dX
r, =———= - X ec.5
« qr  Mm ( )
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Integrando se obtiene:

InX —InX, =g, -t (ec.6)

Esta fase se denomina fase crecimiento logaritmico porque si se grafica el logaritmo de la
concentracion de células (x) frente al tiempo se obtiene una linea recta cuya pendiente es pmy
ordenada al origen es In Xo.

Por lo tanto durante la fase logaritmica, la velocidad de crecimiento (rx) puede describirse por
una ecuacion de primer orden, considerando que en esta fase el sustrato limitante esta en exceso
y la velocidad especifica de crecimiento es constante y maxima en las condiciones que se opera.
Esta fase continua hasta que se agota un componente del medio (sustrato limitante) o se

acumulan sustancias toxicas y el cultivo entra asi en la fase estacionaria de crecimiento.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos y medios de cultivos

2.1.1. Microorganismo
W. anomalus, aislado de cascaras de citrus en la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y

Naturales (UNaM) en la Provincia de Misiones, Argentina (Martos et al., 2013a).

2.1.2. Medio de cultivos
a) Medio de propagacion (g/L): extracto de levadura (Sigma), 5; Triptona (Difco), 5; Glucosa
(Britania), 10; Agar (Britania), 15; pH 5,0.

b) Medio de produccion (MP) (g/L): glucosa (Britania), 10; pectina de citrus, 5; urea, 1.4;
KH2PO4, 1; MgS04, 0.5; CaCl2, 0.1; solucién de vitaminas (1000 x), 1 mL/L; solucién de
microelementos (1000 x), 1 mL/L; pH 5 (Cavalitto et al., 2000; Martos et al., 2014).

Solucién de vitaminas (1000 x): (Sigma) (ug/L): biotina, 2; pantotenato de calcio, 400; acido
folico, 2; inositol, 2000; niacina, 400; Acido p-aminobenzoico, 200; piridoxina, 400;
riboflavina, 200; tiamina, 400.

Solucién de microelementos (1000 x) (ug/L): H3BOsz, 500; CuSOa+sH20, 40; KIl, 100; FeCl3+6
H>0, 200; MnSQO4+H>0, 400; NaMo0O4+2H>0, 200; ZnSO4+7H0, 400.

Todos los componentes del medio fueron autoclavados (121°C, 15 min), excepto en los casos
de vitaminas y urea, que se esterilizaron por separado mediante filtracion a través de un papel

de filtro celul6sico (0,22 pum, Sartorius).

2.2. Produccién de la enzima poligalacturonasa (PG)
2.2.1. Indculo
A partir de cultivos jovenes (24 h) de la levadura desarrollada en estrias de medio de

mantenimiento, se efectuaron diluciones en agua destilada hasta DOe2o de 0,96.

2.2.2. Fermentacion
Se inocularon frascos Erlenmeyer de 250 mL que contenian 45 mL del medio de produccion

(MP) con 5 mL del in6culo. Los mismos se incubaron a 30 °C en una incubadora con agitacion
orbital (MRC, TOU-50N 25 mm de excentricidad) a 180 rpm, durante 16 h (Martos et al.,
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2014). Se realizo 1 (uno) pasaje sucesivo (precultivo) y se evalud el crecimiento y la produccion

de la enzima en el 2do cultivo.

2.2.3. Estudio de la influencia de las condiciones de cultivo

Las fermentaciones se realizaron variando las condiciones de cultivo (temperatura, pH y
agitacion), mediante la aplicacion de un disefio factorial 23, Estos factores se analizaron en dos
niveles: alto (+1) y bajo (-1). Las variables codificadas y las respectivas variables reales, se
presentan en la Tabla 4. Basado en el disefio factorial, se confeccion6 una matriz con 8
experimentos (Tabla 5). Las fermentaciones se realizaron en un orden aleatorio, con tres
repeticiones de cada experimento y los resultados se presentan como valores medios. El analisis

de los datos obtenidos se llevo a cabo con el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.

Tabla 4. Valores reales y codificados de los factores para disefio factorial 23

Niveles del factor

Factor Caodigo i
Alto (+) Bajo (-)
Temperatura A 50 30
pH B 6 3
Agitacion C 250 150

Tabla 5. Disefio a niveles alto y bajo para cada factor.

tc A B C Exp
1 30 3 150 1
50 3 150 2
30 6 150 3
ab 50 6 150 4
c 30 3 250 5
ac 50 3 250 6
bc 30 6 250 7
abc 50 6 250 8

*A: Temperatura; B: pH; C: Agitacion.
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Los cultivos se llevaron a cabo segln se describio en el item anterior (2.2.2) y se incubaron
bajo las condiciones determinadas segun el disefio experimental planteado, durante 16 hs.
Finalizada la fermentacion, la totalidad de cada frasco Erlenmeyer fue centrifugado y el EE

conservado hasta su utilizacion como fuente de enzima extracelular.

2.3. Optimizacion de las condiciones de cultivo

Una vez seleccionados los factores que influyen en la produccion de la enzima por W.
anomalus, seaplicé la metodologia de superficie de respuesta, utilizando el disefio experimental
de Doehlert (Doehlert, 1970), para optimizar las condiciones de cultivo para la produccion de
la enzima. Se realizaron un total de nueve experiencias, las que estudiaron el efecto de dos
variables independientes a cinco niveles cada una, con tres repeticiones en el punto central
(Butiuk et al., 2015).

Los factores estudiados fueron Temperatura (30°C- 50°C) y pH (3-6).Los valores reales
y codificados de las variables independientes de acuerdo al disefio experimental, se presentan
en la Tabla 6.

Los cultivos se llevaron a cabo segun se describio en el item 2.2.2y se incubaron bajo
las condiciones determinadas segun el disefio experimental planteado, durante 16 hs. Finalizada
la fermentacion, la totalidad de cada frasco Erlenmeyer fue centrifugado y el EE conservado
hasta su utilizacion.

Las experiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los célculos valores
promedios. Las curvas de superficie de respuesta se obtuvieron a través del programa
estadistico Statgraphics Centurién XV para determinar los niveles 6ptimos de las variables para

la produccion méaxima de la enzima PGasa.
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Tabla 6. Valores codificados y reales utilizados en el disefio experimental de Doehlert.

o Valores codificados Valores reales
Experiencia

Temperatura pH Temperatura (°C)  pH
1 1 0 50 4,5
2 0,5 -0,866 45 3
3 -0,5 -0,866 35 3
4 -1 0 30 4,5
5 -0,5 0,866 35 6
6 0,5 0,866 45 6
7 0 0 40 4,5
8 0 0 40 4,5
9 0 0 40 4,5

2.4. Producciéon de PG a escala biorreactor

Para validar la optimizacion delas condiciones de cultivo, se evaluo la produccion de PGasa
por W. anomalus, en funcion del tiempo de fermentacion, con las condiciones dptimas, a escala

biorreactor de laboratorio.

2.4.1. Precultivos

Se inocularon cuatro frascos Erlenmeyer de 500 mL que contenian 95 mL del medio de
fermentacién con 5 mL de inéculo (DO620 = 0,96) proveniente de un cultivo joven (24 h) de
W. anomalus en medio de conservacion. Los mismos se incubaron a 30 °C con agitacién (180
rpm), durante 20 h. Al cabo de este tiempo, los cultivos (400 mL) se cosecharon por
centrifugacion. El sobrenadante se descart0 y las células se resuspendieron en 100 mL de agua

destilada estéril y constituyd el indculo para la etapa siguiente de fermentacion.

2.4.2. Fermentacién

Se utilizé un biorreactor de 5 L de capacidad (New Brunswick Scientific CO. INC.; Edison, N.
J., U.S. A.; Modelo MA 107), conteniendo 3 L de MP. El fermentador se esteriliz6 en autoclave

(121 °C, 15 min) con la solucion de glucosa y pectina a la que se le agregd 300 uL de aceite de
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silicona como antiespumante (Sigma). El resto de las soluciones de nutrientes y el inoculo, se
mezclaron, antes de su utilizacion, en un frasco Erlenmeyer de 1000 mL con salida lateral y se
utilizé inmediatamente para inocular el biorreactor e iniciar el proceso fermentativo. El cultivo
se agitdé a 600 rpm y se le suministro aire estéril con un caudal de 2,82 L/min. Se tomaron
muestras en funcion del tiempo y se midio el crecimiento microbiano por medida de DO a 620
nm. Luego las muestras se centrifugaron y el sobrenadante (EE), se utilizé para medir pH,

glucosa residual y actividad PG.

2.4.3. Determinaciones analiticas

a) Medida de la actividad PG: Se ensay6 midiendo los grupos reductores liberados a partir de
una solucion de acido poligalacturdnico 2 g/L (Sigma), en una solucion tampon de acetato
sodico/acido acético (BAc, 0,2 M, pH 5,0) usando el método Somogyi-Nelson (Anexo). La
reaccion se llevo a cabo a 37 °C durante 10 minutos. Se realizo una curva de calibracion
usando acido galacturonico (GA) como estandar. Una unidad de PG se definié como la
cantidad de enzima que libera 1 pumol de GA por minuto (Cavalitto et al., 2000; Ferreyra
et al., 2002).

b) Determinacion de biomasa: El crecimiento microbiano (g/L) se siguié por medias de
densidad éptica (DO) a 620 nm y por peso seco.

c) Glucosa residual: Se utilizé el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (Glicemia, Wiener,

Argentina) (Anexo).

2.5. Concentracion del Extracto enzimatico

Una vez terminada la etapa de fermentacion en el biorreactor, el contenido del mismo fue
centrifugado a 2350 x g durante 10 min para remover las células de levadura. El sobrenadante
obtenido (EE), se concentrd 2 x a presion reducida en un rotavapor a escala banco (Buichi; 30
vueltas por min, a 38 °C) y se mantuvo a—18°C hasta su utilizacion para la aplicacion en tejidos
vegetales. Al extracto puro y concentrado se le realizaron medidas de actividad PG utilizando
el método de Somogyi Nelson. Cuando fue necesario, las muestras se descongelaron
rapidamente en un bafio de agua a 37 °C con agitacion a los efectos de acelerar el proceso a

modo de evitar la desnaturalizacion de las proteinas presentes.
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Esquema general del proceso fermentativo

En la Figura 9 se presenta el esquema del proceso fermentativo para la produccion de la enzima

PG por W. anomalus, a escala biorreactor.

Fermentacion: biorreactor de 5 1. conteniendo 3 | de MP
600 rpm de agitacion, aire estéril a 2.82 I/min

Determinaciones analiticas: actividad PGasa. glucosa residual. biomasa

Fig. 9. Esquema del proceso fermentativo de W.anémalus a escala biorreactor.
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2.6. Aplicacion del extracto enzimatico en tejido de aji morron (Capsicumannuum).
En la presente etapa, se evalud la capacidad macerante del extracto enzimatico de,
Wickerhamomyces anomalus sobre tejidos vegetales de morrén (Capsicumannuum), mediante

un método cualitativo.

2.6.1. Tratamiento de los tejidos vegetales
Los frutos de morron fueron primeramente lavados con agua destilada. Posteriormente, se

cortaron cubos de aproximadamente 5 x 5 mm de lado y 5 mm de espesor.

2.6.2. Evaluacion de la capacidad macerante del extracto enzimético de W. anomalus

Se colocaron 15 g de la fruta, en frascos Erlenmeyers de 125 mL, a los que se les agrego 15
mL de la enzima y 35 mL de buffer acetato de sodio/acido acético (BAc) 0,2 M, al pH 6ptimo
de la enzima (pH 4,5) (Martos et al., 2014). Los frascos se incubaron con agitacion (MRC,
TOU-50N 25 mm de excentricidad) a 180 rpm, durante 3,5 hs, a 40 °C, dentro del rango de
estabilidad de la enzima (Zubreski et al.,2014). Una vez cumplido el tiempo de maceracion
correspondiente, el contenido total de cada frasco se filtré a través de malla de 20 mesh. El
filtrado se recolectd en tubos cénicos graduados de 10 ml. La sedimentacion se efectué a 4 °C,
durante 4 h (Martos et al., 2013b).Las células sedimentadas fueron secadas en estufa a 45 °C
hasta peso constante. El rendimiento del proceso de maceracidn se expresd como porcentaje

respecto al peso seco del tejido original (% p/p).

La pérdida de coherencia de los tejidos y la presencia de células libres se utilizaron también
como indicadores de la actividad macerante (Schwan et al., 1997) . La observacién de células

libres se efectudé mediante un microscopio Olympus, modelo CH-2, con un aumento de 400x.

En la Figura 10 se presenta el diagrama de flujo del proceso de maceracién con el extracto

enzimatico de W. anomalus.
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Incubacion a 180 rpm. durante 3.5 hs, a 40 °C. Filtrado a través de malla de 20 mesh y
sedimentacion a 4 °C, durante 4 h

Evaluacion de actividad macerante por pérdida de coherencia de los tejidos y observacion
de células libres con microscopio. Determinacion de rendimiento con respecto a peso seco
del tejido original

Fig. 10. Proceso de maceracion tejidos de morrén con el extracto enzimético de W. anomauls.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudio de la influencia de las condiciones de cultivo

En la Tabla 7 se muestran los valores obtenidos de actividad PG al estudiar el efecto de las tres
variables sobre la produccion de dicha enzima por W. anomalus, a las 16 h de fermentacion
mediante el disefio factorial 23. En la Tabla 8, se presenta el Analisis de Varianza (ANOVA).

La Figura 11 muestra el Diagrama de Pareto y la Figura 12 el grafico de los Efectos Principales.

Tabla 7.Produccion de PG por W. anomalus mediante el disefio factorial 2°.

Exp A B c PG(U/mL)
. 20 3 150 22,43+ 0,680
) 50 2 150 2,15+ 0,113
2 20 5 150 28,42+ 0,152
. 50 5 150 1,15+ 0,087
5 20 3 250 22,67+ 0,440
6 50 2 250 1,500,030
; 20 5 250 29,09+ 1,263
8 50 6 250 2,35+ 0,118

*A: Temperatura; B: pH; C: Agitacion

Tabla 8.Analisis de Varianza para la produccién de PG mediante el disefio factorial 23

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-
Cuadrados P

A:Temperatura  1139,08 1 1139,08 3722,27 0,0000
B:pH 18,7884 1 18,7884 61,40 0,0043
C:Agitacion 0,26645 1 0,26645 0,87 0,4196
AB 19,7192 1 19,7192 64,44 0,0040
Error total 0,91805 3 0,306017
Total (corr.) 1178,77 7
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Fig. 11.Diagrama de Pareto para la produccion de PGasa por W. anomalus
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Fig. 12: Gréfica de efectos principales para PGasa



La Tabla de ANOVA (Tabla 8) muestra que la temperatura, el pH y la interaccion entre éstos,

influyeron significativamente en la produccién de PG, siendo el valor de P menor a 0,05, para

un nivel de confianza del 95,0%. El R? estadistico (99,9221 %) indicé que el modelo presentd

un buen ajuste a los datos experimentales.

El pH influyé de manera positiva sobre la produccion de la enzima, mientras que la temperatura

lo hizo de manera negativa, al igual que la interaccion entre ambos factores. La velocidad de

agitacion no influyd sobre la misma variable de respuesta. (Figura 11). El aumento de

temperatura mostré una marcada disminucién en la produccién de la enzima (Figura 12).

3.2.0ptimizacién de las condiciones de cultivo

En la Tabla 9 se muestran los valores obtenidos de actividad PG de acuerdo al disefio

experimental de Dohelert.

Tabla 9.Valores obtenidos de Actividad PGasa mediante el disefio de Dohelert

Exp. Temp(°C) pH PG(U/mL) = DS

1 50 4,5 1,55 +0,077
2 45 3 1,49 £0,054
3 35 3 9,39+0,798
4 30 4,5 28,96+ 0,239
5 35 6 17,98+ 0,129
6 45 6 2,54+ 0,136

7 40 4,5 10,35+ 0,064
8 40 4,5 10,20+ 0,098
9 40 4,5 10,54+ 0,077
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La produccion de PG por W. anomalus en las distintas experiencias realizadas segun el disefio
experimental de Doehlert se convirtieron en una ecuacion polinomial de segundo orden que se
presenta a continuacion:

UE
PGasa (W) = —10,3633 — 13,025 * T + 2,78002 * pH + 4,89167 * T2 — 4,35912 + T * pH — 4,97863 * pH? (ec.7)

En dicha ecuacion, la temperatura (T) y el pH, representan los valores codificados. El valor de
R? para la ecuacion es igual a 0,99, de modo que la ecuacion presenta un muy buen ajuste a los
datos experimentales. El valor R? es siempre entre 0y 1, y un valor> 0,75 indica idoneidad del
modelo. Segun la ecuacion 1, se puede puntualizar que las dos variables independientes
tuvieron un efecto lineal significativo positivo (pH) y negativo (temperatura). La temperatura
fue la variable lineal méas importante que afecto la produccion de PGasa, ya que posee el mayor
coeficiente de regresion. Ambos factores tuvieron efectos cuadraticos negativos y positivos,
indicando la existencia de un maximo de produccion para la temperatura y un minimo para el
pH. Se observo interaccion entre ambos factores.

En la Figura 13 se presenta la superficie de respuesta para la produccion de PG en funcion de

las dos variables independientes y la Figura 14, la Gréafica delos Efectos Principales.

40

PGasa (UE/mL)

Fig. 13.Superficie de respuesta mostrando el efecto de la temperatura y el pH sobre la produccion de
PGasa por W. anémalus.
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Fig. 14.Gréfica de efectos principales de temperatura y pH en la produccion dePG

Las Figuras 13 y 14 muestran que la mayor produccion de la enzima se obtuvo a temperaturas
bajas y pH en el rango de 5,0 a 6,0. La ecuacién 1 permitié determinar los valores éptimos de
las dos variables independientes, resultando en una temperatura de 30°C y un pH de 5,7 con

un valor méximo de produccién de PG de 30,83 UE/mL.

Moyo y et al. (2003) determinaron que los efectos de la temperatura y el pH fueron los factores
mas significativos en la produccién de enzimas con actividad pectinolitica de Kluyveromyces
wickerhamii. Las condiciones optimas estimadas fueron pH 5,0 y temperatura, 32°C (Moyo
et al., 2003). Uzuner y Cekmecelioglu (2015) informaron que la temperatura de fermentacion
ejercié un efecto significativo sobre la produccion de PG por Bacillussubtilis, dando altos

rendimientos de enzima alrededor de los 30-35°C (Uzuner y Cekmecelioglu, 2015).
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3.3.Produccion de PG a escala biorreactor
En la Tabla 10 se muestran los valores obtenidos de biomasa, glucosa residual y actividad

PGasa en la produccion de PGasa a escala biorreactor de laboratorio.

Tabla 10. Resultados experimentales de Produccion de PG a escala biorreactor

Tiempo (h) Biomasa (g/L)+ DS Glucosa residual (g/L)x DS PG (UE/mL) £ DS pH
0 0,42+0,047 9,96+0,099 0,00+0,138 57
1 0,79+0,010 9,35+0,112 0,96+0,118 57
2 1,01+0,001 9,15+0,145 3,68+0,126 57
3 1,18+0,001 8,89+0,221 6,330,131 57
4 1,64+0,007 8,09+0,182 10,13+0,311 5,6
5 2,05+0,004 7,08+0,190 13,47+0,030 5,6
6 2,31+0,001 6,51+0,158 17,67+0,260 55
7 2,53+0,004 5,39+0,142 20,80+0,064 55
8 2,77+0,006 3,70+0,078 23,09+0,428 55
9 2,870,001 2,98+0,081 25,150,057 55
10 2,89+0,002 1,040,047 29,740,097 5,4
11 2,94+0,074 0,17+0,004 30,21+0,206 54
12 2,99+0,066 0,10+0,006 30,49+0,208 54
13 3,02+0,058 0,06+0,003 30,50+0,418 53
14 3,03+0,066 0,00+0,000 30,52+0,147 53
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En la Figura 15 se presentan los perfiles de crecimiento y concentracion remanente de la FCE
(glucosa) y en la Figura 16 los valores de biomasa y actividad PG de los cultivos realizados a

escala biorreactor.
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Tiempo de fermentacién (h)

Fig. 15. Produccion de biomasa y consumo del sustrato en funcién del tiempo

La Figura 15 muestra que el microorganismo crecié en fase exponencial hasta
aproximadamente las 12 h de cultivo, en coincidencia con el agotamiento de la FCE. La
biomasa total producida fue de 3,03 £ 0,905 g,/L, obteniéndose un rendimiento (Yys) de 0,303
gx/gs en base a glucosa, valores estos similares al informado para el crecimiento de la mayoria

de las levaduras sobre monosacéaridos (Cavalitto et al., 2000)
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Fig. 16. Produccién de PGasa y evolucion del cultivo W. anémalus en funcion del tiempo.

A partir de las 2 h de cultivo se detect6 actividad PG (Fig. 16). La sintesis de la enzima
estuvo asociada al crecimiento de la levadura, alcanzando un valor maximo de produccion
(30,52 UE/mL), al finalizar la fase exponencial. A partir de este momento, las medidas de
actividad enzimatica del sobrenadante dieron valores constantes.

De estudios previos se demostrd que existe una relacion directa entre el crecimiento de
la levadura y la expresion de la enzima para el cultivo de W. anomalus (Martos et al., 2014).

En la Figura 17 se presentan los valores de pH y actividad PG en el transcurso del
cultivo. Como se observa en dicha figura, el pH se mantuvo practicamente constante en el
transcurso del proceso fermentativo.

W. anomalus es un microorganismo ureasa +. La urea es hidrolizada en forma
periplasmatica liberando amoniaco y diéxido de carbono. Mientras haya FCE en el medio, el
NHj3 es asimilado a la biomasa y por lo tanto el pH se mantiene a un valor constante. Cuando
la FCE se agota, se detiene el crecimiento, el NH3 se libera al medio de cultivo incrementando

rapidamente el valor del pH del mismo (Cavalitto et al., 2003).
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Fig. 17. Produccion de PG y valores de pH en el cultivo de W. andmalus

En la Figura 18 se representa el Ln x en funcion del tiempo, a fin de obtener el valor de

la velocidad especifica maxima del microorganismo (Mmax).
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Fig. 18.Grafica Ln x en funcién de tiempo
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Se puede observar que los valores experimentales se ajustaron a una linea recta cuya
ecuacion es y=0,12 x-0,3231, dando un valor para el coeficiente de correlacion de R?=0,78. La
pendiente de dicha recta es la velocidad especifica maxima de crecimiento (pm) con un valor
de 0,12 h' (Fig. 18), la cual para un tipo de microorganismo dado depende principalmente de
la composicion y concentracion del medio de cultivo, presencia de inhibidores, temperatura y
pH.

Una cepa de levadura aislada de uvas y denominadaS. cerevisiae Narince 3, al crecer en un

medio de cultivo que contenia glucosa, extracto de levadura y sales present6 un valor de pimax

de 0.535h™*(Yalgin y Ozbas, 2004).

3.4.Concentracion del Extracto enzimatico

Las medidas de actividad PG que se realizaron al EE sin ningln tratamiento (extracto
crudo) y posterior al proceso de evaporacion (extracto evaporado), utilizando el método de

Somogyi Nelson se presentan en la Tabla 11

Tabla 11. PGasa de los EE obtenidos en la fermentacion

Extracto enzimatico PG (UE/mL)
Ext. crudo 30,52+ 0,11
Ext. Evaporado (2 x) 128,420 + 0,126
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3.5.Aplicacion del extracto enzimatico en tejido de aji morrén (Capsicumannuum)

En la Figura 19 se muestra el tejido de morron, luego del proceso de maceracion con el
EE de W. anomalus. Transcurridas 3,5 h de incubacién se observo ablandamiento del tejido
vegetal (Fig. 19 A). Los controles realizados con la enzima inactivada mostraron que el efecto
de la maceracion fue causado principalmente por la actividad PG presente en el extracto

enzimatico y no por efectos mecanicos productos de la agitacion (shear) (Fig. 19 B).

A B

Fig. 19. Tejidos de morrén macerados con el extracto enzimatico (B: control negativo)

En la Figura 20 se muestran microfotografias (400 x) de las células del tejido vegetal,
luego del tratamiento enzimatico.El examen microscopico de los productos macerados mostro
células simples liberadas y agregados celulares no observandose lisis por destruccién de la
pared celular (Fig. 20A).

A B

Fig. 20. Microfotografias (400 x) de células de tejidos de aji macerados con el
extracto enzimatico de W. anomalus (A), blanco con la enzima inactivada (B)

53



El rendimiento del proceso de maceracién expresado como porcentaje de peso seco de
tejido macerado (células libres) respecto al peso seco del tejido original (% p/p) resultd del
98,02%.

La actividad de la enzima producida por W. anomalus se centra particularmente en la
laminilla media (protopectina) que une entre si a las células del tejido y no degrada celulosa,
debido a lo cual, las células no se lisan. Estos resultados confirmaron la capacidad de
maceracion de PGasa como se informé anteriormente con el sobrenadante de W. anomalus
(Martos et al. 2013a)

Zubreskyet al (2014) demostraron que el extracto enzimético de W. anomalus maceré
tejidos de frutilla, convirtiendo cerca del 99% de los tejidos de las frutas evaluadas en células
libres (Zubreski et al., 2014).

Fig. 21. Células libres decantadas luego de la maceracion enzimatica de tejidos de morrén
(Izquierda: control negativo)
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

v' El disefio factorial 22 determiné que el pH y la temperatura influyeron significativamente
sobre la produccién de la enzima PG por W. anomalus, mientras que la influencia de la
velocidad de agitacion fue no significativa.

v El disefio de Doehlert determind que las dos variables independientes tuvieron un efecto
lineal significativo positivo (pH) y negativo (temperatura). La temperatura fue la variable
lineal méas importante que afecto la produccion de PG. El aumento de temperatura mostré
una marcada disminucion en la produccion de la enzima. Los mayores titulos se obtuvieron
a 30°C y pH de 5,7; con un valor méximo de produccion de la enzima de 30,83 UE/mL.

v Durante el cultivo del microorganismo a escala biorreactor, el microorganismo creci6 en
fase exponencial hasta aproximadamente las 10 h de cultivo. La biomasa total producida
fue de 3,03 £ 0,905 gx/I, obteniéndose un rendimiento (Yx/s) de 0,303 gx/gs en base a
glucosa. La velocidad especifica maxima de crecimiento (um) fue de 0,12 hl. La sintesis
de PG estuvo asociada al crecimiento de la levadura, alcanzando un valor maximo de
produccién (30,52 UE/mL) al finalizar la fase exponencial. EI pH se mantuvo
practicamente constante en el transcurso del proceso fermentativo.

v' El extracto enzimatico de W. anomalus, fue capaz de macerar tejidos de morron,
observandose ablandamiento del tejido y células simple liberadas, sin evidenciarse ruptura

celular, luego de 3,5 h de incubacion.

Como conclusidn general se puede decir que en el presente trabajo de tesis se logré optimizar
las condiciones de cultivo para la produccion de la enzima PG por W. anomalus, obteniéndose
extractos enzimaticos con elevada actividad PG, el que fue capaz de macerar tejidos vegetales,

proceso este de interés en tecnologia de los alimentos.
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RECOMENDACIONES

Caracterizar diferentes residuos agroindustriales de la zona a fin de utilizarlos en el

medio de cultivo en reemplazo de pectina de citrus comercial.

Evaluar la produccion de la enzima utilizando los diferentes residuos agroindustriales.
Encontrar el tipo y concentracion del residuo mas adecuado para la mayor produccion
de la enzima, a fin de obtener un medio de cultivo de menor costo y al mismo tiempo

reducir la contaminacion ambiental.

Realizar el escalado en la produccion de la enzima de frascos agitados a escala

birreactor de laboratorio en el medio econémico.

Estudiar los distintos factores que afectan el proceso de maceracion de tejidos de

morrén utilizando disefios estadisticos.

Optimizar la maceracion mediante disefios de superficie de respuesta.
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ANEXO

Determinacion de actividad PG. Método de Somogyi Nelson.

Fundamento: Los azucares con un grupo aldehido o cetona libre son capaces de reducir los
iones Cudel Reactivo alcalino de Somogyi,en iones Cu*. Cuando los iones cuprosos,
formados por la accion reductora de los glucidos, reaccionan con el acido arseno-molibdico del
Reactivo de Nelson, el Molibdeno hexavalente se reduce y toma un intenso color azul que es
proporcional a la concentracion inicial de azlcarreductor y que se compara en fotocolorimetro
con el color que produce un patrén del mismo azucar en iguales condiciones de trabajo.
AZUCAR REDUCTOR + Cu** - Cu* + AZUCAR REDUCTOR

Medida de actividad PGasa

MUESTRAS BLANCO

Ll. Agregar 180 ul APG 0,2% a cada tuboJ

I
L Baiio de hielo l

A
2. Agregar 20 ul del extracto enzimético (dil 1:10) I

A v
3. Incubar a la temperatura indicada (5, T.amb., 37,45 y 55 2C) durante 10 minutos ‘

L 4. Enfriar los tubos en Bafio de hielo l

5. Agregar 20 pl del extracto enzimético (dil 1:10) I

6. Agregar 200 pul de Somogy

l

7. Llevar a ebullicién en Baiio Maria durante 10 minutos
8. Enfriar a T2 ambiente

l

10. Reposo 30 min.

l 9. Agregar 200 ul de Nelson

11. Agregar 1,8 ml de agua destilada a todos los tubos.
12. Agitar en vortex.
13. Medir absorbancia a 660 nm.
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Determinacion de glucosa por el método de glucosa oxidasa-peroxidasa

Fundamento: La glucosa presente en la muestra origina, segun las reacciones descritas a
continuacion, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

D-glucosa + O e acido D- gluconico + H,0,
Glucosa

Oxidasa

H,O0,- p-HBA + 4-AAP ————  compuesto coloreado+ H,0
peroxidasa QUINONAIMINA
En un primer paso la glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de la D-glucosa a acido D-glucénico
con formacion de peroxido de hidrégeno. Este es utilizado por la peroxidasa para oxidar a la
4-aminofenazona y al fenol, dando lugar a una quinonaimina coloreada. La intensidad de color

sera proporcional a la concentracion de glucosa presente inicialmente.

Procedimiento: En tres tubos de ensayos marcados B (blanco), S (standard), M (muestra), colocar:

B S M
Standard 20 ul
Muestra 20 puml
React. de trabajo 2ml 2ml 2ml
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Resultados experimentales del disefio factorial 23

Muestra Absorbancia Abs Neta GALA (mg/It) Dilucion Ecuacion Prom DS V%

Bco 0,239

1 1,330 1,091 459,636 10 21,6605 22,432 0,680 3,032

1 1,390 1,151 486,909 10 22,9458

1 1,378 1,139 481,455 10 22,6887

Bco 0,905

2 1,087 0,182 46,455 10 2,1892 2,146 0,113 5281

2 1,079 0,174 42,818 10 2,0178

2 1,089 0,184 47,364 10 2,2320

Bco 0,237

3 1,650 1,413 606,000 10 28,5580 28,422 0,152 0,535

3 1,645 1,408 603,727 10 28,4509
1,636 1,399 599,636 10 28,2581

Bco 1,07

4 1,207 0,137 26,000 10 1,2253 1,147 0,087 7,549
1,204 0,134 24,636 10 1,1610

4 1,199 0,129 22,364 10 1,0539

Bco 0,2

5 1,325 1,125 475,091 10 22,3888 22,674 0,440 1,941

5 1,328 1,128 476,455 10 22,4531

5 1,362 1,162 491,909 10 23,1814

Bco 0,906

6 1,057 0,151 32,364 10 1,5251 1,504 0,030 2,015

6 1,055 0,149 31,455 10 1,4823

6 1,059 0,153 33,273 10 1,5680

Bco 0,207

7 1,689 1,482 637,364 10 30,0360 29,093 1,263 4,341

7 1,668 1,461 627,818 10 29,5862

7 1,578 1,371 586,909 10 27,6583

Bco 0,859

8 1,048 0,189 49,636 10 2,3391 2,346 0,118 5,028
1,054 0,195 52,364 10 2,4677

8 1,043 0,184 47,364 10 2,2320




Resultados experimentales del disefio de Doehlert

Muestra Absorbancia  AbsNeta ~ GALA Dilucibn PGasa Prom DS CcVv
(mg/It) %
Blanco 0,952
1 1,101 0,149 31,455 10 1,4823 1,547 0,077 4,994
1 1,103 0,151 32,364 10 1,5251
1 1,108 0,156 34,636 10 1,6323
Blanco 0,907
2 1,054 0,147 30,545 10 1,4395 1,497 0,054 3,602
2 1,059 0,152 32,818 10 1,5466
2 1,057 0,150 31,909 10 1,5037
Blanco 0,121
3 0,668 0,547 212,364 10 10,0077 9,387 0,798 8,499
3 0,652 0,531 205,091 10 9,6650
3 0,597 0,476 180,091 10 8,4868
Blanco 0,203
4 1,625 1,422 610,091 10 28,7507 28,965 0,239 0,824
4 1,647 1,444 620,091 10 29,2220
4 1,633 1,430 613,727 10 28,9221
Blanco 0,196
5 1,115 0,919 381,455 10 17,9762 17,976 0,129 0,715
5 1,109 0,913 378,727 10 17,8477
5 1,121 0,925 384,182 10 18,1047
Blanco 0,958
6 1,152 0,194 51,909 10 2,4462 2543 0,136 5,361
6 1,161 0,203 56,000 10 2,6390
6 1,148 0,190 50,091 10 2,3606
Blanco 0,578
7 1,138 0,560 218,273 10 10,2862 10,350 0,064 0,621
7 1,141 0,563 219,636 10 10,3504
7 1,144 0,566 221,000 10 10,4147
Blanco 0,572
8 1,123 0,551 214,182 10 10,0934 10,200 0,098 0,962
8 1,132 0,560 218,273 10 10,2862
8 1,129 0,557 216,909 10 10,2219
Blanco 0,599
9 1,172 0,573 224,182 10 10,5646 10,543 0,077 0,733
9 1,174 0,575 225,091 10 10,6075
9 1,167 0,568 221,909 10 10,4575
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Resultados experimentales de Produccién de PG a escala biorreactor

. .DO . po Q(Ijuc?sa Glucosa
Tiempo  Blomasa  Blomasa pg  feSal sl DS (P DS p
620nm) nm) (G/L)
0 0,258 0,42 0,047 0,802 9,96 0,099 0,00 0,138 5,7
1 0,278 0,79 0,010 0,717 9,35 0,112 0,96 0,118 5,7
2 0,293 1,01 0,001 0,665 9,15 0,145 3,68 0,126 5,7
3 0,388 1,18 0,001 0,562 8,89 0,221 6,33 0,131 5,7
4 0,567 1,64 0,007 0,521 8,09 0,182 10,13 0,311 5,6
5 0,733 2,05 0,004 0,466 7,08 0,190 13,47 0,030 5,6
6 0,910 2,31 0,001 0,410 6,51 0,158 17,67 0,260 55
7 1,023 2,53 0,004 0,355 5,39 0,142 20,80 0,064 55
8 1,160 2,77 0,006 0,247 3,70 0,078 23,09 0,428 55
9 1,257 2,87 0,001 0,190 2,98 0,081 2515 0,057 55
10 1,298 2,89 0,002 0,126 1,04 0,047 29,74 0,097 54
11 1,285 2,94 0,074 0,070 0,17 0,004 30,21 0,206 54
12 1,292 2,99 0,066 0,015 0,10 0,006 30,49 0,208 5,4
13 1,290 3,02 0,058 0,007 0,06 0,003 30,50 0,418 5,3
14 1,3 3,03 0,066 0,000 0,00 0,000 30,52 0,147 573
PG extracto crudo
Muestra Absorbancia Abs Neta GALA  Dilucibn  PGasa Prom DS Ccv
(mg/lt) 1/10 %
Blanco 0,108
1 1,605 1,497 644,182 10 30,3573 30,522 0,146 0,478
1 1,618 1,510 650,091 10 30,6358
1 1,615 1,507 648,727 10 30,5715
Blanco 0,136
2 1,631 1,495 643,273 10 30,3145 30,086 0,963 3,201
2 1,659 1,523 656,000 10 30,9142
2 1,571 1,435 616,000 10 29,0292
PG extracto evaporado
Muestra Absorbancia Abs Neta GALA (mg/lt) Diluciéon 1/50  PGasa Prom DS CV%
Blanco 0,28
1 1,561 1,281 546,000 50 128,6522 128,509 0,550 0,428
1 1,554 1,274 542,818 50 127,9025
1 1,564 1,284 547,364 50 128,9735
Blanco 0,287
2 1,565 1,278 544,636 50 128,3309 128,331 0,643 0,501
2 1,559 1,272 541,909 50 127,6883
2 1,571 1,284 547,364 50 128,9735
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