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°Aprovechamienta de lapulpa, c6scara de mango (Manguijera Indica L.)yBagazo de coiia ,
parolaobtenci6ndeprodudosde intert~sAgroindustria/O

Resumen
Enestetrabajoseutilizaronesquilmosderivadosdeagroindustriasnayaritastales como
la cascara de mango y bagazo de calla para la producci6n de pectinasas en una
fermentaci6ndeEstados6lido. Las cascaras de mango se sometieron a un proceso de
reducci6n de particula emple6 un molino de cuchillas, obteniendo una pasta suave y
uniforme, esta pasta sellev6 a un proceso de secado con airecaliente hasta lIegara una
humedad del1S%, a los extrudidos de cascara de mango se les aplic6 un secado
complementario a tres temperaturas 5O"C. 6O"C y 7O"C hasta un contenido final de
humedad del 7.8%. Los pellets fueron utilizados como sustrato, en Fermentaci6n en
Estado S61ido (FES), teniendo como soporte bagazo de calla y al hongo Aspegillus
awamoricomoproductordepectinasas.Serealizarontrescineticasdeproducci6n en un
fermentadordeestados6l idodecolumnas.lascondicionesdefermentaci6nfueron las
siguientes: parala FES-1 secons ider6un pellet a so'C y bagazo de calla (SO%-SO%),
inoculo con 1.3x107 esporaslml y humedad del 7S%. Para la FES-2 pellet a 60'C y
bagazo de calla (SO%-SO%) inoculo de 1.1x107 esporaslml y humedad del7S% y para la
FES-3 pellet a 70' y bagazo de calla (SO%-SO%), inoculo de 1.9x107 esporaslml y
humedad del 7S%, ajust6 la temperatura de fermentaci6n a 3O"C. Se realiz6 una cinetica
deactividad ,en laquesetom6muestrascada 24 horas. La actividad depectinasa de los
extractos, se determin6 utiliZ6 el rnetodo de DNS, para la medici6n de azucares
reductoresliberadosporlaactividaddepectinasa. Para lacaracterizaci6nbioquimicade
losextractos ,sedeterminaronlospH6ptimos(3.6,4 .S,S .O,6 .0y6.S).ylastemperaturas
6ptimas (3S'C hasta 70·C) . adernas de la termoestabilidad a SO, 60 Y 70'C (cada 30
min.). Los resultados obtenidos en estas pruebas fueron los siguientes: EI pH 6ptimo
encontradofuede4.S,6.0y4.SparalosextractosdelaFES-1.2y3, respectivamente.
Con respecto a lastemperaturas 6plimas.las mejores actividades sedetectaron a los
60'C , SO'CY4S'C para los extractos de la FES-1, 2 Y 3, respectivamente. De acuerdo a
10sprimerosresuitadosobtenidosdeiascineticasenzimtlt icas,Iamaximaactividaddela
pectinasa se obliene dentro de las primeras 48 horas de iniciada la fermentaci6n,
posteriormente no existe un incremento significalivo de la aclividad. A partir de los
resultados, se continu6 con laoptimizaci6n de las condiciones de fermentaci6n para la
incrementaci6n de la actividad de pectinasa. Las cineticas FES 4 Y FES S, no se
encontrarondiferenciassignificativasenla producci6nde pectinasas, siendosutiempo
maximo de producci6n de 24 horas, a un pH de 6.S.Tomando en cuenta que no es
significativoelutilizarpelletsdemangosecadosadiferentestemperaturas.
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Capitulo 1. Introducci6n

Mexico, es uno de los principales paises productoresdefrutastropicales a

escala mundial, ocupa el tercer lugar como productor de mango con mas de 1,

500,000 toneladas (SAGARPA, 2009.) Despues de la India que exporta 240,000

toneladasanuales, Mexico es el segundo exportadorde mango a nivel mundial,

con aproximadamente 236,000 toneladas; el tercer exportador es Brasil con

apenas 116,000 toneladas de las exportaciones de mango a nivel mundial (FAO,

2007). En Mexico, estado de Nayarit es uno de los mas importantes productores

de frutastropicales entre las que destaca porsu cantidad,ycalidad sensorialel

mango, con una producci6n de 291,100 toneladas anuales (SAGARPA, 2009).

Nayarittiene el potencial de incrementarsignificativamentesu producci6n

defrutastropicales, sin embargo nose ha hecho, debidoalaltoporcentajede

perdidas que se tiene de estos productos. AI mismo tiempo, que el 95% de la

demanda intemacionaJ de productos elaborados a partir de frutas tropicales, se

encuentradesatendida (RevistaClaridadesAgropecuarias,2006) . Paracoadyuvar

al desarrollo integral del estado de Nayarit, es necesario considerar a la

agroindustria, como el medio mas importante para diseiiar nuevas Iineas de

proceso, como la Deshidrataci6n Osm6tica de frutas tropicales, y asi aumentar el

aprovechamientodeestasfrutas, y satisfacer parte de lademanda internacional.

Deben desarrollarse productos que perrnitan conservar al mango en el lugar y

tiempodeabundancia,conelobjetodedisponerdeeldurantetodoelaiioyasi

dlsrninuir las perdidas debidas a la alta propensi6n a ladescomposici6ndeesta

fruta. En la obtenci6n de productos de buena aceptaci6n se requiere de metodos

rapidosyobjetivosqueperrnitanpredecirycontrolarlacalidad,desdelarecepci6n

de la materia prima hasta que el producto terminado lIegue al consumidor (Chua y

cols. , 2000)

Existeunaextensagamadeproductosquesepuedenelaborara partir de

frutasfrescas.Sinembargo,losprincipiosdeconservaci6nson practicamentelos

mismos,yestanenfocadosacontrarrestarlosefectosdelosfactoresde deterioro

como los microorganismos, la actividad enzirnatica, y las oxidaciones (Mayor y
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Sereno, 2004). La eliminacion de la humedad y la incorporacton de diversas

sustancias de los alimentos se pueden lograr en forma simultanea mediante su

lnmersien en solucionesacuosashipertonicas, elaboradasa partirdeaziJcares,

sales, policies y otros solidos solubles, que permitan establecer un gradiente de

concentraciones entre el alimento y la solucion concenlrada. Este proceso se

conoce como Deshldratacien Osmotica (Xian-Ju y co/s., 2007; Chou y Chua,

2001), entre sus muchas aplicaciones se encuentra el desarrollo de nuevos

productos, ya sea para consumo directo, 0 como productos predeshidratados, 10

que permite ahorrar energia en el secado, mejorar la estabilidad, las propiedades

funcionales,latextura,elcontenidode nutrimentosylacalidadsensorialde los

alimentos deshidratados. Los productos osmodeshidratados son materiales

generalmente suaves que permiten darles formas atractivas para el consumidor.

La Deshidratacion Osrnotica es un rnetodo que mejora la calidad de los

alimentos deshidratados en cuanto a su texlura, color, y atributos sensoriales,

entre otros. Sin embargo, mediante la deshidratacion osrnotica no se elimina la

suficiente humedad para que los alimentos osmodeshidratadossean estables, por

10 que se requiere aplicar un rnetodo complementario de secado (Kumar y co/s,

2006). Como rnetodos complementarios de secado para los alimentos

osmodeshidratados se encuentran el secado con aire caliente, el secado con

pulse de vacio, la liofilizaci6n, el secado solar y el secado con microondas

(Venkatachalapathyy Ragavan, 1999). Los alributos de calidad y estabilidad de

los alimentos osmodeshidratados se relacionan directamente y en forma

significativacon las condiciones de procesoempleadas en el rnetodo de secado

complementario (Fito y cots, 2001). EI secado con microondas ofrece importantes

ventajas como metoda complementario en alimentos osmodeshidratados, ya que

favorece la Termo Expansion del producto, reduce la perdida de vitamina C y

acido asc6rbico, favorece la retenci6n de nutrimentos (Sablani, 2006), requiere

cortos tiempos de secado y no es expuesto a los factores contaminantes y

deteriorativos presentes en el secado con aire 0 en el secado solar (Beaudry y

cots, 2003; Erle,2005) .
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En Mexico, en el estado de Nayarit se siembran y coseehan grandes

cantidadesdeproductosagricolascomoson elmango ,caliadeazucar, platano,

sandia, mel6n, sorgo, arroz y frijol, entre otros. De estos productos que se

cosechan, el mangoy la cana de azucar son losdemayorimportaneia porsu

producci6n anivel naeional.

De aeuerdo con un monitoreo agroecon6mico del 2009 de la Secretaria de

Agrieultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentaei6n (SAGARPA), la

producci6nde mangofuede 239,719.5 toneladas en una superficiesemb radade

20,971 hectareas. Asi mismo, la producci6n de cana de azucar fue de 2, 781,325

toneladas en una superficie sembrada 34,069 heetareas. (SAGARPA, 2009) .

. Encontrastecon laproducci6ndeestos reeursosagricolas , en Nayaritse

generan anualmente mas de 5000 toneladas anuales de residuos de cascara y

huesodemango, de ellosseutilizan cercadel 20% para generar compostas

organicas,elrestonoesaproveehadoparageneraralgunsubproductoderivadoy

simplementesedeseeha, generando costos de transporte a las empresas, el eual

no es redituable. Para el case del bagazo de cana la producci6n anual es de

aproximadamente834 ,000 toneladas (Revista ClaridadesAgropecuarias, 2006) .

En Nayarit, el manejo de los esquilmos (cascaras y huesos) de mango es

una problernaticaque requiere ser atendida. Por la magnitud de este problema, los

proyectosrelaeionadosconlautilizaci6ndeestossubproductosdebenestar

enfocadosaldesarrollodealtemativasfactiblesdeimplementarenNayarit.

EI bagazo es uno de los subproductos que tiene mayor demanda en

Mexico por sus caracteristicas combustibles y lignocelul6sicas. A este respecto, se

debeselialarqueelprincipalconsumidordeestematerialeslapropia industria

azucarera, que 10 aproveeha como fuente de energia al ser quemado en los

ingenios azucareros; se caleula que aproximadamente el 86% del bagazo

generado se usa para estos fines (Revista elaridadesAgropecuarias, 2006).

Diversas aplicaeiones para el aproveehamiento del bagazo de cana han

sido reportadas, combustible y biocombustibles, producci6n de papel, etc. Las
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cascaras de mango pueden serempleadasen la preparaci6n de pectina yfibra

dietetica. La preparaci6n de fibra pectina es una alternativa en la producci6n de

ingredientesabajocosto (Larrauri yco/s., 1996).

EI usode residuosagroindustrialesenbioprocesos proporcionan sustratos

altemativos , junto con el advenimiento de innovaciones biotecnol6gicas,

principalmenle en el area de enzimas y la lecnologia de fermentaci6n, se han

abierto grandes posibilidades para la el aprovechamienlo de dichos residuos.

(Pandey y Soccol, 2000).

Por 10tanto, se producen grandes canlidades de esla frula Los resultados

oblenidosen el presenlelrabajopermilieronoplimizarlascondicionesdeproceso

del secado complementario con microondas a nivel de planla pilolo, 10 cual

permili6 inlegraruna linea de proceso para frulas osmodeshidratadas, como una

allernal iva para el mejor aprovechamienlo del mango de la regi6n. EI

aprovechamientodelbagazodecatiaylacascarademangoparalaproducci6n

de melabolitos de lnteres alimentario 0 comerciallales como enzimas pectinasas

seria de especial importancia para el estado de Nayarit, para ello se

implemenlaron dos procesos biotecnol6gicos, uno para formar pellets de cascara

de mango, las cuales sirvieron como soporte de produccion de pectinasas y un

procesode produccion biotecnol6gico lIamado Fermenlaci6nen EsladoS6lido, el

cual, es definido como el cultivo de microorganismos sobre material s61ido en

ausencia ocasi ausencia de agua Iibre,parala produccion de las enzimas (Sanzo

y cols., 2001). Reallzandose la lnvestigacicn denlro del proyeclo de Fondos

Mixtos Nayarit, 92071, Estralegias para monitorear la producci6n de lipasas y

pectinasaspor fermentacionenesladosolidoulilizandoresiduos agricolasdel

esladodeNayarit.



MAprovechamienta de lapulpa, cascarade manga (Mangui/era IndicaL.)yBagazadecaila ,
parolaabtenciandeproductasdeinte,,!sAgroindustriar

1.1 Hlp6tesis

EI empleo de esquilmos agricolas tales como pellets de cascara de mango

como sustratoy bagazo de cailacomo soporteen Fermentaci6nporestado s6lido

(FES), favorecen la producci6n de enzimas pectinasas de interes blotecnoloqico.

1.20bjetivos

ObjetivoGeneral

Utilizar esquilmos de cascara de mango y bagazo de cana del Estado de
Nayarit para producir pectinasas de interes biotecnol6gico por medio de una
fermentaci6n de Estado S6lido.

ObjetivosParticulares

• Procesar esquilmos de mango para obtener pellets secados a 50"C. 60°C Y

70°C, utiles como sustrato en la fermentaci6n de Estado s6lido.

• Obtener extractos enzlmaticos, a partir de Fermentacion en estado s61ido,

utilizando pellets de cascara de mango y bagazo de cana de azucar como

fuentesdecarbono.

• Caracterizar bioquimicamente los extractos crudos en base a su pH optimo,

Temperatura optima y su termoestabilidad en temperaturas de 50°C. 60°C Y

70°C
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Capitulo 2. Revisi6n de Iiteratura

2.1 Mango y sus componentes.

EI mango (Mangifera indica, L.) es una fruta producida en mas de 90 paises

por todo el mundo (FAOSTAT 2007) . Durante el tratamiento de mango, son

generadosesquilmoscomoson la cascara yel hueso, que representan cercadel

40% del peso total de la fruta. Son ricos en varias sustancias nutritivas como

azucares, acldos organicos, sustanciascolorantes, proteinas,aceites yvitaminas

que pueden ser de interes en la industria alimentaria, farmaceunca, quimica 0

eosmetica (Kumaryco/s., 2009).

En la mayoria de las variedades de mango, la cascara constituye

aproximadamente del 20 al 25% del total del peso de la fruta (Srirangarajan y

Srikhye, 1976). De la cascara de mango se puede obtener pectinas con un alto

grado de gelificaci6n (220"). Los geles de pectina son importantes para crear 0

modificar la textura de compostas, jaleas, confites y productos Iacteos bajos en

grasa. La pectina es tarnbien utilizada como ingrediente en preparaeiones

farmaceutlcas, como antidiarrelcos y desintoxicantes, entre otros. Ademas, esta

reduce la intolerancia a la glucosa en diabeticos, e ineluso baja el nivel del

colesterol sanguineo (Berardiniyco/s., 2005).

En muehospa isesse utilizan las cascaras de mango para leelaboraci6nd e

compostas,las eualeshandemostradoserbuenosfertilizantesparael eultivo del

mango, ya que Ie restituyen algunos de sus nutrimentos eseneiales. Es

componente habitual de la alimentaei6n deganadovacuno, poreinoycaprino.

Tambien, mediante procesos fennentat ivos se puede obtener a partir de la

cascara de mango, acido acetico, acido cilrico, y alcohol. Asi como, enzimas

principalmente celulasas y peclinasas (Berardini y co/s., 2005)

Lacascarademangotienepropiedadesastringentes,porloqueesutilizada

como un ingrediente muy importante en la elaboraei6n de produetos de

cosmetologia. La fibra de la cascara de mango es una buena fuente de fibra

dietaria,y sucompos ici6nqu imicaessimilaralasfibrasobtenidasdela5 cascaras
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citricas, por 10que es incluida en laelaboraci6ndealimentosdieteticos (Sudhakar

yMaini ,2000)

EI aromaysabordela cascara de mango son agradablesy persistentes,

ademas,lacascarademango tieneunimportanlecontenidodepectinayunaalta

actividad antioxidanle , por 10que se ha utilizado para elaborar mermeladas con

buenn iveideaceptaci6nsensorial.Lacascarademangohasidoutilizadaparala

obtenci6ndepectinaporviaquimica.Laextracci6ndepectinaporviaenzimatica

presenta algunas ventajas con respecto a la pectina extraida quimicamente , ya

queestosmaterialespuedenpresentaractividadbiol6gica yaplicacionesmedicas

(Sudhakar y Maini, 2000).

Losresiduos agroinduslrialessongeneradosengrancanlidad duranleel

tratamienlo y su disposici6n mas bien causa varios problemas ambientales. Hubo

una tendencia creciente hacia la utilizaci6n mas eficiente de residuos

agroindustrialescomoelbagazodeyuca,elbagazodecaiiadeazucar, lapulpa

de remolacha, la putparcascara de cafe, la cascara de mango, cascara de

manzana, etc., como sustratos en bioprocesos. Son utilizados como las materias

primas potenciales para el crecimiento de microorganismos que les suministra las

sustancias nutritivas esenciales (Pandey y Soccol, 1998; Pandey, 1994; Pandey y

Soccol, 2000; Pandey y cols., 2000a; 2000b; 2000c; 200Od; Pandey, 1999a;

Pandey, 1992).

Actualmente han sidodes arrolladasmejores tecnologias con el prop6sito de

lograr el aprovechamiento y degradaci6n de desechos agricolas mediante

procesos fermentalivos de bajo costa y alto rendimiento, que generen productos

comoiaspectinasas,deampliaaplicaci6nenia industrianacional.La alenci6n de

hoy en dia en particular ha side el pago por productos con valor agregado

extraidos de fuentes baratas como los restos de industrias agricolas; estos

incluyen la melaza de caiia de azucar, esquilmos de piel de papas, semillas y

cascara de uvas, semillas y cascaras cltricas. subproductos verdes de verduras,y

subproductos de cacao (Guimaraes yco ls., 2007).
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2.2 Deshidrataci6n y Secado Complementario

La conservaci6n de frutas y vegetales se ha ido aplicando a 10 largo de

cienlos de anos, basadosen las tecnicas de secadosolar. Lacalidadde un

alimentoesimportanle, para ello se han idoperfeccionandolecnicasdesecado

lalescomoSecado conAirecaliente,vacio, congelado, deshidrataci6n osm6tica,

lecho f1uido, microondas 0 bien la combinaciOn de eslos (George y co/s ., 2004 ;

Bezyma yKutovoy, 2005).

La aplicaci6n del fen6meno de 6smosisen la deshidrataci6n de frulas se

puede aprovechardebido a que un gran numerodefrulas,comoeselcasodel

mango, de la fresa, papaya, pina, mel6n entre olras , cuenlan con elemenlos

necesariospara inducirla osmosis. EstoselementoscorrespondenalapuIpa,que

en estas frutasconsiste en una estructura celular rnas 0 menos rigida que actea

como membrana semipermeable.

Detras de estas membranas celulares se encuentran los jugos, que son

solucionesdiluidas, dondese hallandisuelloss6lidosqueoscilanenlreel5a18%

de concenlraci6n. Se esla frula entera 0 trozos se sumerge en una soluci6n 0

jarabe de azucar de 70%, se lendria un sistema donde se presenlaria el fen6meno

de6smosis. Losjugosen el inleriordelascelulasdelafrutaeslancompuestos

porsustanciasdisueltasenagua,comoacidos, pigmentos,azucares, minerales,

vitaminas,elc.

Ladeshidralaci6nosm6licaconsisteenunprocesodeeliminaci6ndelagua

contenida en el inlerior de s61idos celulares, mediante su inmersi6n en una

disoluci6nconcentrada (jarabe0 salmuera). La fuerza impulsorarequerida para el

flujodelaguaesladiferenciadepolencialquimicoenlreladisoluci6nyelfluido

intracelular. Si la membrana es semipermeable, el soluto es incapaz de difundirse

hacia el interior de las celulas a traves de la membrana. No obstante en los

sistemas alimentarios es difici l tener membranas perfectamente semipermeables,

debidoasucomplejaestructura inlema,ysiempreseproducealgunadifusi6nde l

soluto hacia elalimento, yviceversa, una Iixiviaci6n del propiosolutodelalimenlo

haciafuera .
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EI proceso de deshidrataci6n osm6tica se caracteriza por tener 2 periodos:

uno dlnarntco y el otro de equilibrio (Rahman 1992). En el periodo dinarnico las

velocidades de transferencia de materia aumentan 0 disminuyen hasta que se

alcanza el equilibrio. EI proceso osm6tico termina cuando se alcanza este

equilibrio, 0 sea, cuando la velocidad neta de transporte de materia es cero. EI

agua seeliminaprincipalmente pordifusi6n yporflujocapilar, mientrasque la

captaci6ndeisolut00lixiviaci6nseproducesoiamentepordifusi6n(Raoult-Wack,

1994)

Este es un proceso determinado por los fen6menos de f1ujo osm6tico de

transporteenmedioliquido.Elaguaseextraedelosalimentosmedianteelusode

la presi6n osm6tica generada por soluciones hipert6nicas. AI sumergir al alimento

en soluciones osm6ticas, se generan gradientes de potencial quimico entre el

alimentoylasoluci6n,estosgradientesconstituyenlasfuerzasimpulsorasparala

transferenciademasaduranteel procesoosm6tico, elcual secaracteriza poria

presencia de f1ujosde aguaydesolutos, simultaneosyencontracorriente (Barat,

1998).

En circunstancias como el aumento de la temperatura porescaldado previa

de las frutas, la baja agitaci6n 0 calentamiento del sistema se puede producir

ingreso de s6lidos hasta un 6 a 10%. Como hasta ahora se ha visto, de las

caracteristicasy las condiciones en quese realiceel proceso, dependeran los

fen6menosquedentrodelsistemafruta:jarabesepresenten

La reducci6n de la actividad acuosa de los alimentos que produce dos

transformaciones simultaneas en el producto, una debida a la perdida de agua y

otra, debidaa laganancia de s6lidos. Enelprocesoosm6ticoelaguase extrae del

alimento en forma Iiquida y sin que esta cambie de fase; la transferencia de masa

entre el alimento y la soluci6n se puede realizar incluso a temperatura ambiente,

hecho que favorece la preservaci6n de nutrimentos, de atributos sensoriales y de

estructurasenlosalimentos(Torreggiani,1995) .
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Estareducc i6ndelaactividadacuosalimitaeldesarrollomicrobianoenlos

alimentos. que sirnultaneamente se enriquece al producto con diversos

compuestos, mejorando sus propiedades nutricionales y de estabilidad. Una

caracteristica importante apreciada en los alimentos osmo-deshidratados, es la

forrnaci6n y retenci6n de una capa de solutos en la superficie. que protege al

alimento de agentes extemos, reduce -Ia perdida de s61idos y Ie confiere al

producto propiedades especiales para posteriores tratamientos (Azuara, 1999).

Los productos obtenidos por deshidrataci6n osm6tica son mas estables

durante el almacenamiento que los alimentos no tratados por este rnetodo , Esto es

debido a que contienen menor actividad de agua, provocada par la ganancia de

soluto y la perdida de agua. A baja actividad de agua las reacciones quimicas

causantes del deterioro en el alimento, tarnbien son menores, asi como la

producci6ndetoxinaspormicroorganismos.

En el enlatado de fnutas y hortalizas frescas con alto contenido de

hurnedad, el agua puede fluir desde el producto a la salmuera 0 jarabe

provocando disoluci6n. Esto puede evitarse mediante el proceso predeshidratado

osm6tico. con elque seconsiguemejorar la estabilidad del producto (Sharma y

col., 1991). EI soluto ejerce efecto gerrnicida. restringiendo de este modo el

crecimientodeorganismosaerob ios.

Desde el punta de vista industrial la deshidrataci6n osm6tica implica

importantes ventajas ya que es una tecnica de conservaci6n apropiada para

muchos alimentos, incluso para tejidos vegetales dailados, ya sea por

pretratamientos,o por mal manejo (Toupin y Le Mayer, 1989; Hough y col., 1993).

2.2.1 Ventajas y Desventajas de la Deshidratacion Osm6tica

Algunasde lasventajas logradas entan relacionadascon la conservaci6n

delacalidadsensorialynutricionalde lasfnutas.

EI agua que sale de la fnutaal jarabe de temperatura ambiente y en estado IIquido,

evita las perdidas de aromas propios de la fnuta, los que si se volalizarian 0
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descompondrlanalasaltastemperaturasqueseempleadurantelaoperaci6nde

evaporaci6n que se practica durante la concentraci6n 0 deshidrataci6n de la

mismafrutamedianteotrastecnicas.

Laausenciadeoxigenoenelinteriordelamasadejarabedondesehallalafruta,

evita lascorrespond ientes reacciones de oxidaci6n (pardeamientoenzim atico) que

efectuandirectamentelaaparienciadelproductofinal.

La deshidrataci6n de la fruta sin romper celulas y sin poner en contacto los

sustratos que favorecen el oscurecimiento quimico, permite mantener una alta

calidad al producto final. Es notoria la alta conservaci6n de las caracterfsticas

nutricionalespropiasdelafruta.

Lafrutaobtenidaconservaenaltogradosuscaracterislicasdecolor,sabory

aroma. Ademas, si se deja deshidratar suficiente tiempo es estable a temperatura

ambiente, 10que lahaceatractiva a varias industrias. La relativa baja actividad de

agua del jarabe concentrado, no permite el facil desarrollo de microorganismos

que rapldarnenteatacan ydanan lasfrutas en condicionesambientales.

Esta tecnlca presenta interesantes ventajas econ6micas, teniendo en cuenta la

baja inversi6n inicial en equipos, cuandosetratadevolumenes pequenos a nivel

planta piloto, donde solamente se requieren recipientes plaslicos medianos, mana

deobra nocalificada , sin consumo de energia electrica y ademas losjarabes que

se producen, pueden ser utilizados en la elaboraci6n de yogures, nectares, etc., a

fin de aprovechar su poder edulcorante y contenido de aromas y sabores de la

frutaosmodesh idratada.

Porotraparteelusodeazucar(sacarosa)ojarabesymelazastandisponiblesen

nuestro medio rural, con la posibilidad de su reutilizaci6n bien sea en nuevos

procesos 0 para edulcorarotros productos la hace una tecnica interesante. Entre

laslimitacionesquepresentaestatecnicadeosmodeshidrataci6nestaquenoa

lodas las frutas puede aplicarse. Por ahora solo se emplean las frutas que

presentan estructura s6lida y pueden cortarse en trozos. Tampoco se

recomiendan las frutas que poseen alto nurnero de semillas de tamanc mediano



~
I ••

-Aprovechamiento de /a pu/pa, cdscaro de mango (Manguif ero lndica L ) y Bagal o de caila ,
para/aobtenci6ndepraductosde intefl ,sAgro industria/-

como la mora oguayaba.Algunasfrutas pueden perdersu pocaacidezcomoel

mangoolapina,aunquesepuedecorregiresteinconvenienteajustandolaacidez

del jarabe a fin de que la relaci6n de saber acldo-dulce sea agradable al gusto.

2.3 Bagazo de Cana

Losresiduosdela industriaazucarera,ypotencialmentecualquierresiduo

agroindustrial,sonsustratosmasecon6micos,peromascomplejosquelaglucosa

y sacarosa, y pueden ser convertidos en productos ii tiles mediante procesos de

ferrnentaci6n. Por su abundancia y capacidad de renovaci6n sustentable, las

materias prirnas mas viables para la producci6n de biocombustibles y plasticos

resultan ser los aziicares presentes en los residuos agroindustriales (Ia

lignocelulosa0 biomasa), siendosubajoonulocostootrofactorquefavorecesu

uso (Ingram yco/s ., 1998).

Desde el punta de vista econ6mico, se requiere que el residuo

agroindustrialseencuentreconcentradoenciertaslocalidades,ycuyotransporte

seam rnimo.Elsustratoquecumpleesterequisitoennuestropaiseselbagazode

cana de aziicar (SGA, Martinez y cots., 2000), este se encuentra concentrado en

los ingenios de los estados, Nayarit, Veracruz, Jalisco y Morelos, entre otros.

EI bagazo es el residuo fibroso de la caiia, que se obtiene despues de

extraer el juga y su usa tradicional ha side como combustible en la misma

industria. En muchos parses se quema por completo, debido a que 10sustituyen

porpetr6 Ieo.Losexpertosestimanfactibleobtenerhasta30%debagazosobrante

sin tener necesidad de quemar petr61eo, sise mejora la eficiencia termica de los

ingenios(Pandeyycols., 1995).

La fibra se utiliza para la producci6n de pulpa, papel y tableros: mientras

que la rnedula, presente tarnbien en el bagazo se utiliza para la alimentaci6n de

ganado, como combustible, 0 como materia prima para la producci6n de furfural

{Rosales y Sanroman, 2005)
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En promedio en SeA mexicano contiene 42% de celulosa y 28% de

hemicelulosa. Esta ultima esta compuesta de polimeros de xilosa, acldo ur6nico,

radicales acetilo, arabinosa y manosa. Un analisis promedio del bagazo da los

siguientes valores: fibra 48.7 %, humedad 49%, s61idos solubles 2.3% (Pandey

ySoccol,2000).

Tecnica y econ6micamente es recomendable nevar a cabo una hidr61isis

quimicade lafracci6n hemicelul6sica, generandojarabesquecontienenxilosa,

arabinosa y glucosa, en una relaci6n 80,5 Y 15% respectivamente (Martinezy

co/s., 2000), y una hidr61isis enzirnatlca de la fracci6n celul6sica (Dien yco/s.,

2003),paragenerarglucosaycelobiosa.

Sin embargo, los procesos que implican el bagazo de cana para la

producci6n de etanol realmente requieren de una cantidad sustancial. Esto

afectaria el suministro de combustible para los molinos de azucar y se haria 10

necesario para encontrar un combustible altemativo, que hasta ahora en gran

parte ha side fracasado (principalmente debido a motivos econ6micos). Adernas,

laproducci6ndeetanoldelbagazodecananecesitahidr6lisis,querequiereuna

gran cantidad de enzimas celulasas para sacarificaci6n (Rosales y Sanreman,

2005)

2.3 Fennentaci6n en Estado S6lido

La fennentaci6n en estado s6lido (FES) es definida como el cultivo de

microorganismos sobresustralos6lidosenausenciaocasiausenc iadeagualibre

(Moo-Young y co/s., 1983; Sanzo y cots; 2001; Raghavarao y cols., 2003;

Kashyap y cols., 2003). Debido al bajo contenido de IIquidos, en la FES se

requieren fennentadores relativamente pequeiios sin que se sacrifique el

rendimiento del producto, adernas la baja actividad de agua reduce las

contaminaciones pues solo algunas bacterias son capacesde creceren estas

condiciones. Per otro lado, la FES es lenta y presenta problemas para la

transferenciadecalorymasa. (Raghavarao y co/s., 2003).
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En los procesosfermentativosdeestetipo, la cantidad del agua nodeberia

exceder la capacidad de saturaclon de la cama solida en la cual los

microorganismos crecen (Laukevics y cots., 1984). EI agua es esencial para el

crecimiento microbiano y en la FES esta presente en capas finas y en ocasiones,

dentro de los sustratos (Mudgett, 1986). EI agua libre no parece ser el entorno

natural para la mayoria demicroorganismos. Los productos funqicos de interes

biotecn%gico, por ejemplo enzimas , metabolitos secundarios yesporas,

presentan mayores ventajas respecto a la fermentacion sumergida cuando se

utilizanocrecenensustratoshumedossolidos.

En este proceso, el sustrato solido no solo suministra las sustancias

nutritivasa laespeciedemicroorganismo, sino tarnbien, sirvecomounanclaje

para las celulas microbianas (Nair y co/s., 2004).

La fermentacion de estado solido ha surgidocomo unatecnologia potencial

para la producci6n de productos microbianos como en alimentos, combustibles,

sustanciasqulmicasde alimentos, industriales y productos farmaceuticos yotras

aplicaciones en bioprocesos como la lixiviaci6n, biorernediacion, bioqeneracion,

biotransformacion,b iocontrol,des intoxificacion,etc . (ChundakkadU,2005).

La FES es un sistema utiI para la produccion de enzimas de interes en el

campo de fa biotecnologla (Nigam y Singh, 1994), tales como amilasas (Murado y

co/s., 1997; Mulimani y Ramalingam, 2000; Rahardjo y cots., 2005), celulasas,

xilanasas, proteasas, fitasas, lipasas, etc., en acidos tales como acido citrico,

laetico: en metabolitossecundarios, el acido qiberillco, alcaloides yen antibi6ticos,

como la penicilina, ciclosporin, cepamicina y tetraciclinas (Chundakkadu, 2005;

Pandeyycols., 1999a; Sodhiycols., 2005).

La FES ha provocadovarias investigaciones en decadas pasadas debido a

suposibilidaddeusarlosdesechosoesquilmosproducidosenel tratamientode

frutasysemillas, haciendo los procesosmucho mas eficientes tanto delpuntode

vista economico como de ambiental.
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Los residuos agroindustriales generalmente son considerados como el

mejor sustrato de producci6n de enzimas para los procesos de FES (Ellaiah y

cots., 2002). Lossustratos tradicionalmente usados en FES incluyen el arroz, el

trigo,elmijo,lacebada, el granoyel frijol de soja, cascara de manzanacascara

deuva , cascara de piiia , cascara de platano, cascara de kiwi (Sodhi y cofs., 2005;

Hesseltine, 1977). EI costa y la disponibilidad son consideraciones importanles y

porlotantola selecci6ndeun suslralos6lido apropiadojuega un papel importante

en el desarrollo de procesos de FES eficientes (Pandey y Selvakumar, 1999).

2.3.1 Ventajas :

Caslilho y cols. (2000), Aguilar y cols. (2001) y Holker y cols. (2004), han descrito

las venlajas mas importanles sobre la FES y su utilizaci6n en la producci6n de

enzimas,talescaracterislicassonlassiguienles:

1. Elproductopresentaalta concentraci6n,loque facilita supu rificaci6n

2. Baja cantidad de efluentes Iiquidos.

3. El inoculousadoes lafloranaturaldelossuslralos

4. La cantidad de esquilmos generada es mas pequeiia que el FMS

5. Unaelevadaproductividaddeenzimas.

6. Mejoroxigenaci6n.

7. Mayorestab ilidad del producto.

8. Bajoscoslosoperativosydecapilalde inversi6n.

9.Disminuci6ndevollimenesdeoperaci6n.

10.Equiposymediosdecultivo sencillos.

11.Procesosderecuperaci6nmasfaciles.

12.La posibilidad de utilizar directamenle los s61idos ferrnentados como

alimentos.

13.Su operaci6n requiere det ecnologias sencillasy econ6micas.
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14.Los subproductos agroindustriales s61idos pueden ser utilizados como

medios de cultivo para la obtenci6n de productos (enzimas) de alto valor

agregado.

2.3.2 Desventajas:

1. Los microorganismos usados son Iimitados aquellosque cultivan en los

nivelesreducidosdehumedad.

2. La falta de dispositivos para determinar parametres como la humedad, el

pH, oxigeno y dioxido de carbono, constituyen un problema debido ala

naturaleza heterogeneadeestetipodefermentaci6n.

2.4 Comparaci6n entra la Fermentacion en Estado solido y Fermentacion

Sumergida.

En el mundo occidental, la FES ha side rnenos estudiada que la

Fermentaci6n en Estado Sumergido (FS). Las diferencias mas importantes entre

estossistemassonelcontenidorelativamentebajodehumedadenelmedio,la

formaci6n de los gradientes de temperatura, sustancias nutritivas, as! como sus

productos como esporulaci6n, enzimas, metabolitos secundarios (Mejia y co/s.,

1998), el acido citrico (Favela y cots., 1998) Y los compuestos aromaticos (Shary­

Bagnonyco/s., 2000).

La FES, como se ha relatado, presenta mas ventajas que la fermentaci6n

sumergida (FS), esto se traduce en una producei6n mas barata de enzima que

tiene mejor propiedades fisicoquimicas que las producidas por FS (Sanzo y co/s.,

2001). Estudios han demostrado que las enzimas producidas por FES son mas

estables en ampJiasgamas de temperatura y pH, en cornparaclon con la FS. Esto

ha sido evidenciado para enzimas como la amilasa (Ramesh y Lonsane, 1991),

pectinasa (Solis y co/s., 1993); Maldonado y Strasser of Saad, 1998), tanasas

(LekhayLonsane, 1994) Yproteasas (Georgeyco/s., 1997)



"Aprovechamienta de/a pu/pa. c6scarade manga (Mangui/era/ndic a L} yBagazadeca ila .
paro/aabtenci6ndepradudasde interesAgraindustria/ '

La FES tiene ventajas potenciales sobre la fermentaci6n sumergida en 10

que concieme a la simplicidad en la operaci6n, la alta produclividad de

fermentaci6n, menos favorable para el crecimiento de contaminantes y la

formaci6n de produclo concentrada (Ashokkumarycols., 2001).

La producci6n de pectinasas por hongos del genero Aspergillus ha side mas

alta en FES que en fermentaci6n sumergida (So/is y cols ., 1996). Acuna y col,

(1995) reportaron que A. niger produce diferentes respuestas fisiologicas

dependiendo deltipo de fermentacion usada, yque hay ventajas en la producci6n

de peclinasas usando FES en comparacion con la fermentaci6n sumergida.

Entre las ventajas para procesos de FES a menudo es citado que los

niveles de producci6n de enzima son mas altos que en FS, comparando las

condiciones de fermentaci6n y el medio de fermentaci6n. Sin embargo, hay una

escasez en cuanto a estudios Iisiol6gicos que comparan FES y FS tratando de

explicar por que los microorganismos producen niveles de enzima mas altos en la

primera clasede proceso comparado con el segundo.

Esta carencia de informacion hace dificil cualquier evaluacion en cuanto al

valor de un proceso contra el otro, asi como, el dificultar el acercamiento

fundamental de lratar la optimizaci6n y el diseno para la tecnica FES en areas

como la mejora de tension, la ingenieria de sustrato s61ido y el control de

procedimiento. Algunos ejemplos conocidos son las amilasas (Raimbault y

Alazardd, 1980 ; Soccol y cols., 1993; Raimbault, 1998; Soccol y cols ., 1994) ,

Glucoamilasas (Soccol y cots., 1993 ; Soccol Y cols ., 1994) , celulasas [Raimbault,

1998; Soccol y cols., 1994) , pectinasas (Favela y cots., 1989; Solis y cols., 1993;

Diaz y co/s., 2001) , cafeinasas, Iipasas (Falony y cols., 2006 ; Palma y cols ., 2000)

y la producci6n de proteasas (Villegas y cots., 1993; George y cols ., 1997) .

2.5 lnducclen de pectinasas en hongos

Como ya se menciono anteriormente, la fuente principal para la producci6n

de enzimas pecloliticas son hongos del genero Aspergillus (Voragen y Pilnik,

1988). Este microorganismo, como otros, produce diferentes enzimas pecticas en
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respuesta a las condiciones de cultivo, obteniendose al final de la fermentaci6n un

cultivo que contiene una mezcla compleja de enzimas que degradan tanto pectina

como otros polisacaridos de la pared celular.

Los mecanismos moleculares que controlan la sintesis de las pectinasas

microbianas son aun poco conocidos. EI sistema genetico mejor estudiado es el

de la bacteria Erwinia caro tovora . En este caso, los genes involucrados en el

catabolismo de la pectina y la producci6n de pectinasas son inducidos por

intermediarios del catabolismo del acido galactur6nico (ejemplo, 2-ceto-3-deoxi­

gluconato), mientras que el control negativode laexpresi6n 10ejerce un complejo

sistema de represi6n que involucra proteinas regulatorias, AMPc, etc.

La sintes is de las pectinasas es influenciada adernas por factores

ambientales tales como la osmolaridad del medio, temperatura, disponibilidad de

nitr6genouoxigeno, limitaci6n de hierro y la presencia de agentes quedarianel

ADN(Hugouvieuxycol,1996) .

Enhongosfilamentosos latendenciageneralobservadaenvariasespecies

de AspergiJ(us (A. niger, A. tUbigiensis, A. flavu s, A. acuJeatus , etc.) y en

fitopat6genos, es que la sintesis de las enzimas pectollticas como

poligalacturonasas, pectinmetilesterasaso pectinliasas, es inducida porpectina,

acido poligalactur6nico y acidogalactur6nicoyreprimida porglucosa (de Vries y

col,1999) .

En algunos casos la inducci6n es promovida por azucares como _-L­

ramnosa y _-L-arabinosa (Hugouvieux y col, 1996). En forma similar a 10descrito

en otros sistemas genelicos , se ha demostrado la intervenci6n de proteinas CreA

e incluso AMPc en los fen6menos de represi6n de las pectinasas (Ruijter y Visser,

1997).

Los factores ambientales tambien modulan la sintesis de las enzimas

fungicas y es interesante mencionar que la expresi6n de ciertos genes, que

codifican pectinasas u otras enzimas hidroliticas, esta controlada por el pH del

medio (Cavalittoycol,1996 ;Wubbenycol ,2000) .
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La mayor parte de los estudios de lnduccion/represlon de pectinasas en

hongosserefierenalasenzimasqueactuansobreelhomogalacturonanoyalas

denominadas enzimas accesorias. Se conoce poco de la regulacion de la slntesis

de enzimas que degradan el ramnogalacturonano y otros polimeros como

ramnogalacturonanotipoII yxilogalacturonano.

2.6 Trabajos realizados

A nivel industrial, la produccion de enzima es un campo creciente de

biotecnologia (Viniegra y cols ., 2003). La mayor parte de los fabricantes de

enzimas las producen por fermentacion sumergida (FMS) 0 Ferrnentacion Iiquida

(FML) (Aguilar y cots., 2003).

Sesabequela sintesisdepeclinasas, en hongos, esinducida o estimulada

poria presencia de pectina (Solisycols., 1996), porloque,losmediosdecultivo

utilizados para la produccicn de pectinasas son adicionados con subproductosque

contengan residuos de pectina, como remolacha, fibra de yuca (Budiatman y

Lonsane, 1987), bagazo de manzana (Rombouts y Pilnik, 1980; Ghildyal y cots.,

1981; Hours y cols., 1988a; Hours y cols., 1988b), cascaras de citricos

(Maldonado y Strasser of Saad, 1998; Couri y Farias, 1995; Maldonado y cots;

1986; Siessere y Said, 1989), pulpa de cafe (Maldonado y Strasser of Saad,

1998), salvado de trigo (Rao Narsimha, 1996; Acuna y cols., 1995), salvado de

Arroz, bagazo de cana (Pereira y cots; 1993; Garzon y Hours, 1992; Acuna y

cols., 1994; Huerta y cols., 1994), cascara de naranja (Siessere y Said. 1989),

cascaradegranos (BerovicyOstroversnik,1997 )entreotros.

EI efecto de diferentes fuentes de carbona sobre la sintesis de pectinasas

por hongos en la fermentacion en estado solido ya ha sido estudiado, y

generalmentesehanutilizodesechosagroindustrialesquecontengansustancias



'Aprovechamientode/apu/pa,coscarodemango(Mangui/era/ndicaL.)yBagalo de cora ,
para/aabtenciondeproduetosdeinteresAgroindustria/'

pecticas como indicadores (Fonseca y Said, 1994; Galiotou-Panayotou y co/s.,

1993; Hang y Woodanms , 1994; Naidu y Pandey, 1998; Solis y co/s., 1993).

Kapoor y Kuhad (2002), descubrieron que al utilizar agroresiduos

complementados con fuentes de nitr6geno el nivel de producci6n de pectinasas se

favorece en la FES que es la FS.

Recientementesehanpublicadoreportesendondeseempleaprocesosde

fennentaci6n s6lida para la producci6n de diferentes hidrolasas extracelulares por

Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. y levaduras como Yarrowia /ipo/ytica

(Dominguez y cols., 2003; Hagycols., 2002).

Patil y Dayany (2006) evaluaron los a9ro desechos ricos en pectina, la

cascara de lim6n, tallo de sorgo, y cascarilla de girasol, utilizandolos como

sustratos en la produccion de pectinasa por Aspergillus niger DMF 27 YAspergillus

niger DMF 45, en sistemas FES y FMS, respectivamente.

EI bagazodecailaha sidoutilizadocomo fuentede carbono, como 10 de

acuerdo al reporte de investigacion de Oolikaas y cols. (2000), sin embargo, en

este trabajo no se observe crecimiento de P. veridicatum, indicando que el

microorganismonofuecapazdehidrolizarlacelulosaohemicelulosa.Elnivelbajo

de producclon confirmo que eJhongo nofue capazproducircelulasasyxilanasas.

Por 10 tanto se concluye que el empleo de bagazo de cana es conveniente para

ulilizarlo como soporte para el crecimiento de hongos filamentosos. Estos

resultados confinnaron la investlqacion de Oriol y cols. (1988), en donde no

encontraron produccion de celulasas y xilanasas, utilizandoAspergillus niger. Y

bagazodecailacomofuentedecarbono.

Lamezcladebagazodenaranjayelsalvadodetrigomostr6serelmejor

medio para la producci6n de pectinasas, con 55.2 U Y 3540 U de

poligalacturonasas y pectinliasas por gramo de sustrato, respectivamente (Naidu

yPandey , 1998).
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Las mezclas de esquilmos ricos en azucares , como el platano (13.2 %) Y

mango (19.5 %), utilizando el bagazo de cana como soporte , aumentan la

producci6n de poligalacturonasas y pectinliasa , en comparaci6n cuando no se

utilizasoporte. Porotraparteeltamanodeparticulautilizadaafect6elcambiode

calory la oxigenaci6n , siendoelbagazodecaiiaquien aument6elespacio entre

lasparticulas,incrementandolaaeraci6nyladifusi6ndelasustancianutritivacon

el microorganismo (Mitchell y co/s., 1991; Mitchell y co/s., 2000) .

Otros informes indican que la FES es mas productiva en cuanto a la

estabilidaddelaspectinasasquela FMS, teniendo una estabil idad mas alta al pH

y la temperatura (Acuna-Arguelles y co/s., 1995: Kapoor y Kuhad, 2002 : Diaz­

Godfnez y co/s., 2001; Joshi Ycols., 2006).

Xia y cols . (2009) en un experimento de fermentaci6n revelaron que el

Aspergillus niger , produjo protopectinasa a las 36 horas, bajo las siguientes

condiciones de fermentaci6n temperatura de 35°C, pH de 5, y se utiliz6 como

fuente de nitr6geno urea . La producci6n de pectina en este cultivo bajo

condiciones optimas lIeg6 a un 24.5 %, que es comparable con la producci6n de

otrosmetodosfisicosyquimicoshastaahoradescritos.

Acuna y cols., (1995) , Maldonado y Strasser of Saad (1998) reportaron que

la producci6n poligalacturonasa por Aspergillus niger, fue seis veces mayor en la

fermentaci6n de estado s61idoque en la fermentaci6n sumergida .

Actualmenteconlosavancesenlacompresi6ndelosaspectosfisiol6gicos

.de los microorganismo y de la tecnolog ia se han podido mejorar los procesos

fermentativos en la fennentaci6n de estado s61ido a traves de modelado

rnatematico y control de estos biorreactores (Pandey, 2003) .

Recientemente , sehanestudiadonuevasenzimas,laramnogalacturonasa

ylaxiiogalacturonasa(ScholsyVoragen,1996),lascaracteristicas, propiedadesy

producci6n son descrilas por Contreras y co/s., (1997) y Aguilar y cots., (2002).

Tarnbien se han estudiado las homogalacturanos y ramnogalacturanos

(Schols y Voragen , 1996) , junto con las Pectinesterasas , poligalacturonasas y
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pectinoliasas, en fennentaci6n en estado solido (Rolin y co/s., 1998; Contreras y

cots, 1997).

2.7 Enzimas

Elempleodeenzimasen la industria de alimentosesta basado en tresaspeclos

basicos (Badui.1996):

1. EI control de calidad de ciertos produclos de alimentaci6n. Es importante

considerar que para evaluar la calidad de los produclos alimentarios.

algunos metodos enattticos estan basadosen reaccionesenzimaticas.tal

eselcasodelanalisisdelcontenidodeazucaressolubles (utilizand0

biosensoresenzimaticos).Debidoaquelapresenciaoausenciadealgunas

aclividadesenzimaticas tienenungran impacloen lacalidaddelproducto

final. La produccion enzirnatica en una fennentaci6n es inducida porva rios

faclores (nutricionales, pH, temperatura, etc.) yes de esperarse que un

detenninado momenta se produzca la maxima aclividad enzirnatica; sin

embargo, esta producci6n disminuye rspidamente debido al cuyo el estres

inducido al microorganismo. Por 10tanto es de suma importancia recuperar

la enzima antes de que se presenle el decremento de la actividad

enzirnatlca. Es evidente que conocer el momenta en que se tiene la maxima

productividadenzimaticaesdesuma importancia para recuperarla mayor

cantidaddeenzimas.Lasreaccionesenzimaticasporlogeneralliberanun

produclo,queentoncesesrelacionadoconlaconcentraci6ndesustrato

inicialproporcionadoporlamuestraanalizada.

2. La modificaci6nde las propiedadesde algunos aditivos alimenticiosydelos

productos de alimentaci6n, se refiere al empleo de enzimas para modificar

laspropiedadesfisicoquimicasyreologicasdelosproductosalimentarios.

como amilasas, lipasas y peclinasas. Las enzimas usadas como

biocatalizadores para la producci6n de algunos aminoacidos tambien

pueden ser consideradas como un ejemplo de este aspecto particular

(Garza yco/s.• 2000).



"Aprovechamientadelapulpa, cascarade manga (Mangui/era IndicaL.) y Bagaza de caiia ,
paralaabtenciandepraductasdeinteresAgraindustrial"

3. La producci6n de enzimas usadas como aditivos alimenticios.

Ejemplosdeenzimasulilizadasenlaindustriaalimentaria

1. Fosfatasa alcalina: para la evaluaci6n de la eficacia del proceso de

pasterizaci6nde leche.

2. Catalasa:paraidentificarel indicedecontaminaci6nmicrobiana

3. Pectinesterasas: su activaci6n in situ permite obtener frutas y verduras

con atributossensoriales mas atractivos para losconsumidores (Chave z

y cots., 1998; Aguilera y cots., 1999)

4. Peroxidasa y la lipoxigenasa son usados para evaluar la eficacia del

procesoque palidecealgunasverduras (Aguilar y cols., 1996).

5. La esterasascomo indice de contaminaci6n fungica.

6. La N- acelildesh idrogenasa para la destruction de huevos de

Sa/moneJlaenlaleche(Badui,1996) .

2.8 Pectinas

Laspectinassonmezclascomplejasdepolisacaridosquepuedenllegara

constituir un tercio del peso seco de la pared celularde las dicotiled6neasy

algunas plantas monocotiled6neas (Jarvis, y cots., 1998). La pectina es una

mezcla amplia de sustancias pecticae de diferente composicion que contiene

como componente principal acido pectinico . Las mayores concentraciones de

pectina se han encontrado en Ia lamina media, con una disminuci6n gradual en su

abundanciahacia la membrana plasrnica (Darvillycols., 1980). Lapectinajuega

un papel fundamental en el procesamiento de los alimentos, como aditivo y como

fuentedefibradietelica. Pertenecealgrupodelospolisacaridosyseencuentraen

la mayoria de los vegetales, especialmente en frutas como naranja, toronja y

lim6n. Las peclinaslienenfunci6n lubricanteycementanteen la pared celularde

las plantas superiores. Tambienestaninvolucradasenlatexturaylamaduraci6n

de los frutos, en el crecimiento de los vegetales y en la interacci6n entre las
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plantas huesped y sus pat6genos. Es un coloide que tiene la propiedad de ligar

una significativacantidad de agua.

Lapectinaencuentraunampliousoenlafabricaci6ndemuchosproductos

a base de frutas como son menneladas , jaleas, ates entre otras conservas

(Giridhari y co/s., 1998; Lang y Domenburg , 2000).

2.8.1 Composici6n yestructura

EI componente mas abundante de las pectinas es el aeido galactur6nico,

que forma el esqueleto principal de la rnotecula consistente en una cadena de

residuosdelaacidoD-galactur6nicounidosmedianteenlacesalfa{1O+4),{F ig.1).

Estos residuos pueden estar parcialmente melilados, esterificados en el C-6 con

alcohol metnico, siendo el grado de melilaci6n variable segun el origen de la

pectina.

"O.~" HO " j;~ "'""~" "J~ "'C ""V\t\..Q CI. --o / Q. ,.sr-
Q H HI H HI

" 0 0.
1

1 I«J H Q. l'tO

" " "
Fig . 1 Estructura de mol eeula de Pectina .

La pectina tambiemcont ieneconfrecuenciaresiduosde ramnosa, arabinosa

y galactosa. Generalmente la ramnosa forma parte de la cadena principal,

mientrasque laarabinosay lagalactosaseencuentranen lascadenas laterales

unidas a la cadena principal formando ramificaciones (Heredia y cots.• 1995).

Laspectinas solublesenagentesquelantestienenunacomposici6nsimilar

perc pueden presentar un 2% de ramnosa, principalmente sustituyendo al acido

I galactur6nicoen lacadena principal, y del1 0 al 20 % de otros azucares en fonna

I
de cadenas laterales. Las pectinas contienen dos regiones definidas (Perez y

• i 001,., 2000), La """On I;~ 0 hornogalacturonano consiste en un esqueleto de
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residuosdeacidoD-galactur6nicounidosmedianteenlacesalfa(1~4),Ioscuales

pueden estar acetilados en el C-2 0 en el C-3, 0 metilados en el C-6.

Laregi6n rugosa o ramnogalacturonano I en un heteropolimero en elque

los residuos de acido D-galaclur6nico del esqueleto estan interrumpidos por

residuos de L-ramnosa unidos por enlaces alta (1~2) , a los cuales pueden unirse

largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4 (de Vries y Visser,

2001), (Fig. 2). EI ramnogalacturonano II es un pojsacaneo de 30 unidades que

contiene un esqueleto de acidogalactur6nico, sustituido por4cadenaslaterales

que contienen ramnosa, arabinosa y azucares poco comunes apiosa y metilfucosa

(Perez y cols., 2000) (Fig. 2). Se desconoce si el ramnogalacturonano II esta unido

covalentementea la cadena principal de pectina.

~ F...-

t ,...-... (> """"'""""-* x_
t ,"", . _
t - ~ GI__

. ,.-

Fig. 2. Regiones idenl ifi cadas de la moleeula depectina

Actualmenteseconsideran pectinaslospolisacaridosacidoscomplejosde

naturaleza coloidal que contienen un esqueleto de residuos de acido

galactur6nico. Atendiendo al tipo de modificaci6n que sufre la cadena principal 0

esqueleto de la rnolecula, el terrnino genenco pectina puede aplicarse a:

protopectinas, acido pectico, acido pectinico y pectina (BeMiller, 1986). La
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protopectina es insoluble en agua, mientras las otras tres sustancias son

totalmente 0 parcialmente solubles en agua (Serra y cols ., 1992).La protopectina

esunamatrizdesustancia pecticaqueporhidr6lisisdalugara la pectinaoal

acido pectinico . Protopectina es el termino utilizado para describir las sustancias

pecticas insolubles en agua encontradas en los tejidos vegetales y de las cuales

seformanlassustanciaspecticassolubles(Kiiara, 1982).

Los acldos pectlcos son galacturananosque no contienen grupos metilos.

Tarnblen pueden denominarse acido poligalactur6nico. A las sales de los acidos

pecticos se les pectatos 0 poligalacturonatos. Los acidos pectinicos son

galacturonanos con cantidadesvariabtes de grupos metilos esterificados con los

grupos carboxilos del C-6. A las sales de los acidos pectlnicos, se les llama

pectinatos. Estas sustancias tienen la propiedad de formar geles con azucares,

con acldos y, siel contenidode metiloses bajo, con otroscomponentes como

salesdecalcio(Kashyapyco/s., 2001).

2.8.2Clasificaci6n:

Lapectinastambiensepue~enclasificarsegunelprocesodeextracci6nde

la pared celular en tres tipos: pectinas solubles en agua, extraibles con agua 0

solucionessalinas;pectinassolublesenquelantes,extraiblesmediantesoluciones

de agentes quelantes de calcio, el EDTA (acido etilendiaminotetraacelico) , CDTA

(acldo ciclohexanodiaminotetraacetico) 0 hexametafosfato; y protopectinas,

extraiblesconsolucionesalcalinasoacidosdiluidoscalientes(VanBuren,1991) .

La dificultad de la extracci6n de la protopectina puede ser debida a los

puentesacidosobasicosqueanclanlaprotopectinaenlamatrizdelapared. Una

parte de las cadenas de protopectina estan embebidas en la pared primaria y

secundaria. el resto se encuentra en la lamina media. La pectina soluble en agua y

la pectina soluble en quelantes derivan de la lamina media (Van Buren,1991) .

Las pectinas solubles en agua estan formadas basicarnente por

homogalacturonano. EI acidogalacturonicoesta esterificadocon alcohol metilico
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siendo el grade de metilaci6n variable segim el origen de la pectina (Brown y co/s.,

2001).

2.8.2.1 Grado de Metilacion

Dependiendo del origen de la pectina ydel modo de extracci6n losgrupos

carboxilos de los residuos de acido galactur6nico presentan un grado variable de

esterificaci6n por metanol y pueden estar parcialmente 0 completamente

neutralizados por iones de sodio, potasio 0 amonio. En ciertas pectinas,

adicionalmente, los grupos hidroxilos estan parcialmente acetilados (Turquois y

co/s., 1999; Kashyap y cots ., 2001).

Unfactorimportantequecaracterizalascadenasdepectinaeselgradode

metilaci6n (DE) que se define como el nilmero de moles de metanol por 100 moles

de acido galactur6nico . Segiln este criterio, las pectinas han sido clasificadas en

dosgrupos: las que presentas mas de un 50% de metilaci6n, pectinasaltamente

metiladas (HM); y las que contienen menos del 50% de metilaci6n, pectinas de

baja metilaci6n (lM) . La principal fuente de las pectinas de alta metilaci6n es la

cascara de loscltricos yla manzana. La reducci6n del grado de metilaci6ntiene

como consecuencia un aumento de la cohesi6n ya que la fonnaci6n de grupos

carboxilos Iibres aumenta la posibilidad de enlaces entre pollmeros (Van Buren,

1991).

las pectinas tienen la capacidad de fonnar geles en detenninadas

condiciones, cambios fisicos 0 quimicos que disminuyen la solubilidad de las

mohflculasdepeclina.Elmecanismodegelificaci6nylaspropiedadesdelosgeles

dependenentreotrosfactoresdelatemperatura, pH yel grado de metilaci6n.las

pectinas de elevada metilaci6n forman geles en mediodeacidosyenpresencia

de sacarosa, mientras que las pectinas de baja metilaci6n fonnan geres en

presencia de elementos alcalinos yde calcio (Turquoisyco/s., 1999).

2.8.2.2 Enlaces de calcio

la capacidad del calcio para fonnar complejos insolubles con pectinas se

debe a la uni6nde dicho ion con los grupos carboxilos libresdecadenasdistintas
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del polimero, formando como consecuencia un red tridimensional (BeMiller, 1986).

Los enlaces de calcio implican otros grupos funcionales aparte de los grupos

carboxilo. Enestesentido, la interacci6n fuerteentreelcalciocon los atomos de

oxigeno de los grupos hidroxilo de la pectina han side descrtto por Rees y cols.

(1982).

Los enlaces cruzados de calcio son mas estables en presencia de otros

enlaces cruzadosvecinos cooperativos. La maximaestabilidadsealcanzacuyo

estan presentesde7a 14enlacescruzadosconsecutivos. EI calcio no coagula las

pectinas con grade de esterificaci6n mayor del 60% y las concentraciones

necesarias para coagular con bajo grado de metilaci6n aumenta a medida que el

peso molecular disminuye (Van Buren, 1991). La formaci6n de geles puede

resultar tambien de la interacci6n entre las cadenas potirnericas a traves de

puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrof6bicas, formando como resultado

una red tridimensional (BeMiller , 1986).

2.8.3Aplicaci6ndelaspectlnas

Tradicionalmente las pectinas se utilizan en la industria alimentaria como

agentes gelificantes y espesantes. Suelen ser componentes habituales de

productos alimenlarios como menneladas, jaleas, productos lacteos y tambien en

productos cosmeticos como geles y pastas. Actualmente las pectinas tamblen se

utilizan como fibras nutricionales y para la producci6n de proteina unicelular

(Kravtchenko y cots., 1992, Thakur y cote; 1997; Alkorta y co/s., 1998).

Recientemente, se ha incremenlado su utilizaci6n tanto como fuente de energia,

asi como de materia prima para procesos industriales (Perez y co/s., 2000) .

Las pectinas se utilizan tarnbien en el sector farmaeeutico como agentes

destoxificantes, siendoconocidas porsusefectosantidiarreicos. La peetina en

fonnadecarbohidratocoloidalactuacomolubricanteenlosintestinosaIrecubrirla

mucosaconpolisacaridosypromoverelperislaltismosincausarirritaci6n,siendo

adecuadacomoaditivoenlacomidaparabebes.

La pectina reduce la toxicidad de algunos fannacos y prolonga su actividad

sindisminuirlosefectosterapeuticos. Los microgl6bulos de pectina gelatinizada
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pueden tambilm utilizarse en quimioterapia de canceres localizados como sistema

de Iiberaci6n intravascular de farmacos (Hoondal y co/s., 2002).

2.9 Pectinasas

Las pectinas son degradadas por enzimas pectinoliticas, pectinasas, los

cualespresentangrandiversidad, debidaen parte a la compleja naturalezadel

sustrato degradado. Las plantas y los microorganismos son los principales

productores de estas enzimas (Naidu y Pandey, 1998; Najafpour y cots., 2007).

Las pectinasas se clasifican en trestipos principales: Enzimas desesterificantes

(pectinesterasas), enzimas despolimerizantes(hidrolasas y liasas) y protopectinas

(Fig. 3), (Kashyap y cols., 2001).

Fig. 3. Estructura molecular de la pect ina , mostrando la clas lficac l6n de las pect inasas .

2.9.1 Clasificaci6n

2.9.1.1 Pectinesterasas

Las Pectinesterasas (pectina pectilhidrolasa), tambien conocidas como

pectina metil esterasas, catalizan las desesterificaci6n de losgrupos metilode la

pectina dando lugar a acido poligalactur6nico 0 pectato (Kashyap yeo/s., 2001).

Su actividad se puede determinar midiendo la liberaci6n de metano\. Son

sintetizadasporhongos, bacterias,levadurasyplantassuperiores (Alkorta y co/s.,
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1998). Las pectinesterasas de levaduras son activas a un pH entre 3 y 5, yen

bacterias entre 7 y 8. Estas enzimas se inactivan por calentamiento a BO°C

(Gerhartz, 1990).

2.9.1.2 Hidrolasasyliasas

Lasenzimasdespolimerizantesodespolimerasasseclasifican atendiendo

tres aspectos, que se refieren al modo de ataque al esqueleto de acido

poligalactur6nico. Estos aspectos se basan en los siguientes criterios: a) el

mecanismoquimicode rupturadelosenlaces:hidr6lisisotranseliminaci6n;b) la

naturaleza del sustrato preferido: pectina 0 acido poligalactur6nico; c) el modo de

corte del polimero: endo 0 exo (Kashyap y cots; 2001). Las enzimas

despolimerizantes pueden romper los enlaces alfa (1~4) glucosidicos entre los

mon6meros de acido galactur6nico de las pectinas por hidr61isis (hidrolasas)opor

transeliminaci6n (liasas).

Las hidrolasas rompen los enlaces (figura 4) entre los mon6meros de acido

galactur6nicoporadici6ndeagua. Sonactivasa pH acido y pueden ser inhibidas

pore l ion calcio (Guevarayco/s., 1997).

Se pueden dividir en dos grupos principales atendiendo al sustrato que

hidrolizan:

a) las poligalacturonasas 0 pectato hidrolasas degradan la pectina

desmetilada, es decir, el acido poligalactur6nico 0 pectato. Pueden tener modo de

acci6nendouexo.Lasendopoligalacturonasasestanampliamentedistribuidasy

son producidas por una gran variedad de organismo como bacterias, hongos,

levaduras plantas superiores y nematodos parasites de plantas (Sakai y cols .,

1993). Las exopoligalacturonasas son producidas porhongos, algunasbacteriasy

plantas superiores (Sawada y co/s., 2001). Generalmente las

exopoligalacturonasasdehongosyplantasliberanacidogalactur6nico, mientras

que las bacterianas Iiberan acidod igalactur6nico(Sakaiyco/s., 1993).

b) Las polimetilgalacturonasas 0 pectina hidrolasas degradan el polimero

metilado, la pectina. Aunque hay articulos que describen este tipo de aclividad

catalitica,laexistenciadeestasenzimasparecesercuestionadayaqueesposible
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que preparaciones de poligalacturonasas contaminadas con pectinesterasas,

hayan sido consideradas por error como preparaciones polimelilgalacturonasas

(Alkorta y cots; 1998). Sin embargo, recientemente se han descrito algunas

poligalacturonasas que degradan las zonas no esterificadas de la pectina, hecho

que apuntaria a la existencia de autenticas pectinas hidrolasas (Daas y cots.,

1999). Las liasas, tamblen lIamadas transeliminasas, rompen los enlaces

glucosidicas por beta-eliminaci6n. Segun el sustrato sobre el que actuan sea

pectina 0 acido poligalactur6nico se clasifican en polimetilgalacturonato liasas 0

poligalacturonato liasas, respectivamente. Las polimetilgalacturonato liasas 0

pectina liasas fueron descubiertas por Albersheim en 1960 (Kozianowski y cols.,

1997). Todas lasdes critas hastala fecha actuan de forma endo y son sintetizadas

mayoritariamenteporhongos. Laspoligalacturonatol iasasopectatoliasasestan

ampliamente distribuidas entre los microorganismos pat6genos de plantas y son

el objeto de diferentes estudios (Hugouvieux-Cotte-Pattat y co/s., 1996). Estas

enzimasactuanapH alcalino, entre8y 10, puedentenermododeacci6nendou

exo,yrequieren ionescal cioparalaactividadenzimat ica (Sakaiyco/s.,1993 ).
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PMGL :po~1iasa PMGE:polimerilploo:tur .. to ........
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Fig. 4. Hidr6lisisdelmon6merodelacidogalactur6nico
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2.9.1.3Protopectinasas

Las protopectinasas son enzimas que solubilizan la protopectina. Se

clasifican en dos tipos. EI tipo A degrada el acldo poligalactur6nico de la

protopectina mientras que el tipo B degrada las cadenas de polisacaridos que

conectanelacidopoligalactur6nicoconotrosconstituyentesdelaparedcelular.

(Sakai y co/s., 1993). En este tipo de enzimas se incluirian las hidrolasa y liasas

que degradan el ramnogalacturonano (De Vries y Visser, 2001).

2.9.2 Aplicaciones de las pectinasas

Las pectinasas figuran entre las enzimas de aplicaci6n industrial mas

antiguas. La primera aplicaci6n comercial de estas enzimas data de 1930, cuyo

Kertesz y Mehliz (Gerhartz, 1990) cbservaron que las pectinasas se podian utilizar

en la fabricaci6n de zumos de frutas, por 10tanto se ha incrementado su uso en la

industria alimentaria de zumos. Las pectinasas constituyen actualmente un

importante sector en el campo de enzimas industriales, donde en 1995 supusieron

un volumen de ventas alrededor de los 75 millones de d61ares(Kashyap y cots.,

2001).Desdeelpuntodevistadesuaplicaci6n,lasp~inasaspuedenclasificarse

principalmenteendosgrandestipos:

2.9.2.1 Pectinasasacidas

Sonlasenzimaspecticasutilizadasenlaindustriadezumosdefrutasyen

la fabricaci6n de vinos. Son mayoritariamente poligalacturonasas de origen

fungico, especialmente de Aspergillus niger (Dhillon y co/s., 2004; Freitas y co/s.,

2006; PatilyDayany,2006) .

Las principales aplicaciones de las pectinasas en el procesamiento de

frutasyverdurasson:

a) clarificaci6ndejugos, queconsisteen laseparaci6ndeljugodelosfragmentos

vegetalesyparticulasinsolublesdecascaraysemillasensuspensi6n,romp iendo

lapectinacontenidaenestasparticulas,demodoquedisminuyelaviscosidadyla

floculaci6n de las micelas, mejorando su separaci6n del juga por sedimentaci6n 0

filtraci6n, siendo para el caso de jugos espumosos claros (manzana, uva) la

~ ;
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aplicaei6n de las pectinasas produce una mejora en clarificaei6n, mienlrasqueel

caso de jugos turbios (eltricos, tomates, nectares) la adiei6n de peclinasas

estabiliza la turbidez del juga (Kashyap y cots., 2001). EI agregado de una mezela

de poligalacturonasa (PGasa) y pectinmetilesterasa (PME) 0 pectinliasa (Pel)

sola, produce la degradaei6n de la capa externa de pectina, promoviendo la

interacci6n electrostatica de los complejas, su precipitaci6n y la consiguiente

elarificaei6n del jugo. En algunos casas, la perdida de turbidez del juga es

indeseable, como en losjugoseitricosdestinadosal consumo. Cuyo los frutasse

exprimen, la PME end6gena desmetoxila la pectina y promueve su interacci6n con

el Ca+2 presenteen eljugo, dando lugara la preeipitaci6n del pectato de calcio y

la consiguiente autoclarificaci6n (Bonnin y col, 1997). A traves de la acci6n

combinada de pectinasas y celulasas se puede lograr la degradaei6n completa de

la pared celulardando lugara la lisisy la consiguiente liberaei6n deljugo celular.

Esle proceso conocido como Iicuefacci6n se aplica a la producci6n de jugos de

frutas difleiles de fillrar como mango, piiia, platano 0 guayaba (Hoondal y cols.,

2002).

b) extracci6n de jugos: la disminuci6n en la viscosidad de las pulpas par el

tratamiento con peclinasas aumenta simultaneamente el rendimiento en la

extracci6n de jugo. Esle hecho tiene especial relevaneia en algunas frutas lales

como bayas y manzanas, euyas pulpas son con freeueneia viscosas y semis6lidas

lraselprensado, ydedificilextracci6ndesu parte soluble. La adiei6n de

pectinasas, asi como de mezctas enzlrnaticas que conjuntamente eon

hemicelulasas ycelulasas, mejora la extracci6n deljugo, color, aroma ysabor,

suplementando la acci6n de las enzimas end6genas de la fruta. De esla forma se

reduceeltiemponecesarioparalafiltraci6ny laclarificae i6ndel jugo,asieomose

aumentaelrendimientoenlaextracci6ndeeste(Cheetham, 1985).

e) Producci6ndeconcentrados: los jugosdefrutaconcentradosson importantes

comercialmente debido a que lienen un periodo de conservaei6n mas largo y a

que presentan costes de almacenamiento y transporte disminuidos. la
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despolimerizaci6n de la pectina evita la gelificaci6n de los jugos durante su

concentraci6noalmacenaje .

d) Productos unicelulares: los productos unicelulares son aquellos formados por

maceraci6n de sustancias vegetales, es door , transformaci6n de los tejidos

vegetales en suspensiones de celulas intactas por hidr6lisis selectiva de los

pollsacaridos de la lamina media (Kashyapycols., 2001) . Algunasde las frutas

usadas para estes productos son las peras, duraznos, chabacano, papaya,

rnaracuya y guayaba. De igual modo, la maceraci6n es empleada para obtener

pures de vegetales como zanahorias, morrones u otros, con alto contenido de

s61idos, pigmentos y vitaminas. Se originan productos que se pueden utilizar como

base material de jugos de pulpa y nectares, como comidas de bebes, como

ingredientes de productos lacteos tales como pudines y yogures, y para preparar

protoplastos para aplicaciones biotecnol6gicas. Las enzimas preferentemenle

empleadas para la maceraci6n de los tejidos vegetales, son las PGasas y PeL. En

esteproceso,lapresenciadePME (tantoend6genacomoex6gena)es indeseable

pues la acci6n de esta enzima transformaria el proceso de maceraci6n en un

enzimadodepulpa(Pilniky Voragen, 1993).

e) Producci6n de vinos: de modo similar a Ia aplicaci6n de pectinasas en la

producci6ndejugos, Iau tilizaci6ndeestasenzimas reduceioscostosymejorael

proceso de vinificaci6n. La adici6n de pectinasas puede realizarse en la etapa de

prensado de las uvas, facilitandodichoprocesoy la extracci6n de mosto,osobre

elvino, para facilitarsu clarificaci6n. Esle proceso puede realizarsepor Ja adici6n

combinada de pectinasas, hemicelulasas y proteinasas, como altemativa a la

clarificaci6n natural, que puededurarvarios meses y requiere di6xido de azufre.

Las pectinasas tambien pueden potenciar la liberaci6n de antocianinas, de

imporlancia en los vinostintos.
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2.9.2.2PectinasasAlcalinas

Desde hace unos anos las pectinasas alcalinas se han introducido en

diversidadesproeesosindustriales,comoeltextil,principalmenteenelenriadode

Iino y en las fibras de plantas. Las enzimas que se utilizan en estos sectores

proceden mayoritariamente de bacterias (Hoondal y cots ., 2002), destacando entre

ellos las producidas por Baciffus (Kashyap y co/s., 2001). Con el aumento del

conocimiento de los mecanismos de degradaei6n microbiana de la pectina, las

pectinasasalcalinasseestanabriendocaminoenotrosprocesosbiotecnol6gicos,

como la purificaci6n de virus de plantas (Salazar y Jayasinghe, 1999), y la

fabricaei6n de papel (Reid y Ricard, 2000; Viikari y co/s., 2001), aunque en la

mayoriade los mismostodavia no han sidocomercializadas.

a) Industria textil : en el enriado de lino, este proceso consiste en la liberaci6n de

las fibras de celulosa a partir de lostejidosvegetalesmediantela eliminaei6n de

las sustancias cementantes , como pectinas y hemicelulosas. Dieha eliminaci6n se

debealadegradaci6nselectivadeestoscompuestosporlamicronoraaut6etona

de los campos oestanques en dondeserealiza el proceso. Elenriadoesunode

los factores limitantes de la obtenci6n de fibras de Iino, por 10que esta siendo

objeto de numerosos estudios para mejorar su eficieneia y rendimiento

(Henriksson y co/s., 1997). EI enriado humedo consiste en sumergir la materia

prima vegetal en tanques de agua templada, donde tiene lugar la degradaei6n de

lapect ina pormicronoraanaer6b ica, mientrasqueelenriadosecotienelugarenel

suelo. En estosprocesos, sobretodoenelenriadoseco, existeel riesgo de danar

lasfibrasporlaactividadceluloliticadelanoramierobiana.Unaaltemativaaestos

procesos tradicionales es el enriado con agentes quimicos, que origina unos

buenos resultados aunque con elevado consumo de energia e impacto ambiental

(Kashyap y co/s., 2001). EI enriado enzlmatico constituye una de las alternativas

mas prometedoras al proeeso. Los estudios reaJizados hasta la fecha muestran

que una de las enzimas clavespara el enriado enzirnatlco son las peetatoliasas

con acci6n endo (Bruhlmann y cots; 1994), aunque se desconoce cuales son las

caracteristicasenzimaticasylascondieionesambientalesnecesariasparaobtener
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: una elevada eficiencia en el proceso. No obstante, existen en el mercado

preparaciones de pectinasa comercializadas con este objeto (Flaxzyme, Novo,

Nordisk). La evaluaci6n de diferentes pectinasas esta siendo estudiada

actualmente por numerosos grupos de investigaci6n para optimizar el enriado

enzirnatico .

Procesos similCiresal enriado dellinose realizan con otras fibras textiles

como callamo y yute. La liberaci6n de las fibras de celulosa mediante la

eliminaci6n de gomas y otras sustancias cementantes "degumming" puede ser

mejoradaconelusodepectinasas.

b) Decrudado de algod6n. Es el proceso consistente en la eliminaci6n de

sustancias hidr6fobas, ceras entre otras, de la superficiede lasfibras para obtener

buenas propiedades de humectabilidad que pennitan el blanqueado y la tinci6n

posteriordehiiosytej idos.Laspectinasasestans iendoestudiadasenestecampo

para eliminar las pectinas que actuan como pegamento entre las sustancias que

recubren las fibrasyla celulosa.

c) Otrasaplicaciones:

Las pectinasas se han utilizado en fermentaci6n en estado s61ido para

sacarificaci6n de esquilmos citricos con el fin de producir bioetanol (Couto y

Sanroman, 2006)

Tratamiento de aguas residuales pecticas. Un metodo alternativo para la

depuraci6n de las aguas residuales de la industria de productos citricos es el uso

de pectinasas bacterianas. EI pretratamiento de estas aguas con pectinasas

alcalinasymicroorganismos pectinoliticosalcal6filosfacilita laeliminaci6n de las

sustancias pecticas y la descomposici6n del agua residual portratamiento con

fangosactivados(Horikoshi,1999 ).

Producci6n de papel japones. Las pectinasas alcalinas producidas por

Bacillus sp y Erwinia caratovora, debido a su fuerte actividad de maceraci6n, se

utilizan para el enriado de fibrasde Mitsumataen lafabricaci6ndepapel japones
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(Horikoshi, 1999). las sabanas de papel preparadas con esta pulpa son muy

unifonnes y suaves al tacto (Kashyap y co/s., 2001) .

Fabricaci6n 'de papel. Los polisacaridos solubilizados a partir de la materia

prima durante el proceso de fabricaci6n del papel pueden interferir en dicho

proceso. Entreestospolisacaridospuedeestarpresenteelacidopoligalactur6nico,

que acompleja los polimeros cati6nicos utilizados en las etapas finales de

fabricaci6n para retener las part iculas finas. La degradaci6n par pectinasas del

acido poligalactur6nico a 0lig6meros, de menor capacidad de uni6n a los

polimeros cati6nicos, disminuye la demanda cati6nica del proceso (Reid y Ricard,

2000) .

Extracci6ndeaceite: los aceites de semilla de canola, COCO, girasol,palma,

grana y olivas son tradicionalmente producidos par extracci6n con disolventes

orqanicos. las enzimas degradadoras de la pared celular, incluyendo las

pectinasas pueden ser ulilizadasen la extracci6n de aceite vegetal en un proceso

acuoso por Iicuefacci6n de los componentes estructurales de la pared celularde

las semillas oleaginosas (Kashyap y cots., 2001) . Olra aplicaci6n es eillarnado

enzimado de pulpa (pulp enzyming). En este caso, las pectinasas se adicionan a

la masaprensadadefrutas, generalmentelasquecontienenmuchapectina,por

ejemplo: fresas, cerezas, grosellas, frambuesas e incluso manzanas y uvas. Las

pectinasas degradan la pectina que causa la gelificaci6n de la pulpa, facilit6 el

proceso de filtrati6n . Este proceso se ha aplicado tarnbien para aumentar el

rendimientodel prensadoenlaproducci6ndeaceitedeoliva, palma y coco.

Fennentaci6n del cafe y del te: las pectinasasjuegan un papel impartante

enel procesamientoy producci6n del cafe y del te. En lafennentaci6n del cafe se

utilizan microorganismos pectinoliticos, para liberar la cubierta mucilaginosa del

grana del cafe. EI tratamiento enzlmatico tarnblen acelera la fennentaci6n del te,

aunqueladosisdeenzimadebeserajustadacuidadosamenteparaevitardaiioen

lashojas .

Aditivos para forrajes: a principios de los 80'5 comenz6 una intensa

investigaci6n sobrela utilizaci6ndeenzimas paraaumentarladigestibilidadyel
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poder nutritivo de piensosricosenfibrasvegetales para la alimentaci6ndecerdos

y aves. Los primeros exitos comerciales se obtuvieron con la adici6n de beta­

glucanasasapiensosbasadosencebada, aunque las xilanasas fueron las

enzimas que mostraron mayor eficiencia. Habitualmente, las preparaciones

enzirnaticas para el forraje son cocteles multienzimaticos que contienen

conjuntamenteconglucanasasyxilanasa,pectinasas, proteinasasyamilasas. La

adici6n de enzimas Iibera nutrientes tanto por hidr6lisis de las libras no

degradables como por liberaci6n de nutrientes retenidos por estas fibras,

incrementa su absorci6n y produce aumento de peso en los animales (Hoondal y

cots., 2002).

Purificaci6n de virus de plantas: en los casosde virus de plantas queestan

restringidos al floema, ciertas enzimas, como las pectinasas alcalinas y las

celulasas pueden ser utilizadas para liberar los virus del tejido y proceder a su

purilicaci6n(SalazaryJayasinghe, 1999).
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Capitulo 3. Metodolog ia

EI estudio se realiz6 en la Planta Piloto de Tecnologias Emergentes para el

Procesamiento de Alimentos de Origen Vegetal, ubicada en la Unidad Acadernica

de Agricultura de la Universidad Autonorna de Nayarit. Y en el Centro de

Investigaci6n y Asistencia en Tecnologfa y Diseiio del Estado de Jalisco A. C

(CIATEJ AC), ubicado en Guadalajara, Jalisco.

3.1 Secado complementario con microondas sobre rebanadas

predeshidratadas osm6ticamente.

Se adquiri6 mango variedad Tommy Atkins, de la localidad de Xalisco,

Nayarit. Se selecciono y c1asific6 la fruta en forma manual en 3 estados de

madurez (saz6n,maduroysobremaduro),seleccionandoparaelestud io,elestado

decompleta madurez, donde losatributossensorialescaracteristicosde lafruta

son mas acentuados. Se lavo y limpio la fruta. Posteriormente se reban6

manualmente en 3 diferentes geometrias de particula: "Media Rebanada", "Tiras

laterales"y "Gajos", comose muestra en Figura 1.

Figura 5. Imagenesdetresgeometriasde rebanadasde mango predesh idra tadas
osm6t1camente que se sometieron al secado complementario con microondas.
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Las rebanadas de fruta se sometieron a un proceso de Deshidrataci6n

Osm6tica bajo las siguientes condiciones: a) Se emple6 un reactor osm6tico con

capacidad de 1,200 kg. Que consta de 40 m6dulos con capacidad para 30 kg cada

uno. b) En cada m6dulo se agreg6 una relaci6n de 1:5, que corresponde a 5 Kg de

rebanadasde mangoy25 Kg desoluci6n hipert6nica elaborada con sacarosa a76

grados Brix. c) A los modules se les coloco una trampilla para inmersi6n, con el fin

demantenera las rebanadassumerg idas. d) Las rebanadassedejaron reposar

en la soluci6n hipert6nica durante 12 h. e) Cumplidas las 12 h, las rebanadas

osmodeshidraladasse sacaronde los m6dulosysecolocaronen un sistema de

drenado. EI cual consla de una mesa de acero inoxidablecon pendientes hacia la

partecenlral,dondeseencuentraunorificioparadescargadelasoluci6n

osm61ica diluida. f) La soluci6n diluida (65 grados Brix) se reconsl ituy6 ala

concentraci6n de 76 grados Brix, esta operaci6n se realiz6 utilizando un

evaporador (de paila abierta) con capacidad para 350 litros de soluci6n. g) A las

rebanadas Osm6ticamenle Deshidraladas, correspondientes a cada una de las

tresgeometriasevaluadas,selesdeterrnin6: La medici6nde Ia Terrnoexpansi6n

se realiz6 medianle analisis de imagenes digitales, contabilizando los pixeles de

las rebanadas. As! mismo, se evalu6 en las rebanadas predeshidratadas

osm6licamenle: el peso, la densidad y el contenido de s6lidos solubles (grados

Brix).

Las rebanadas predeshidratadas osm6licamente, de las Ires diferentes

geometriasevaluadas ,sesometierona un proceso de Secado por Microondase n

lotes, variando: 1) el Tiempo de secado complementario con microondas, y 2) el

Pesodelacargaa secar.

Para optimizar el efecto de los Factores Controlados, sobre las diferentes

variables de respuesla evaluadas, se emple6 de manera recurrente la Metodologia

de Superficie de Respuesta, utilizando Diseiios Rotables, del tipo de Diseiios

Centrales Compuestos, completamente balanceados, de efecto aleatorio y

precisi6n uniforrne.
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En la Tabla 1, se presentan los factores controlados, y los niveles

correspondientes al Diseno Cenlral Compueslo (DCC), que se ul iliz6 para la

oplimizaci6n del proceso. EI DCC se emple6 para clu de las Ires geomelr ias que

se evaluaron. Las cinco variables de respuesta fueron: 1) Perdida de Peso, 2)

Termo Expansi6n, 3) Densidad, 4) Dano Termico al lej ido, y 5) Conlenido de

s61idos solubles (grados Brix).

Tabla 1: Disello Central Compuesto empleado para cada una de las tres geometrlas
descritas. Factorescontrolados:Tiempodetratamientotermicocon microondasy Peso de

laCargaderebanadasadeshidratar .

Para el secado complemenlar io por microondas se emplearon homos de

microondas, cuyas carac1erislicas son: Marca Panasonic, de 2.2 pies cubicos,

Modelo ONN-962w, 1300 walts a 300 Mhz.

La delerminac i6n de grados Brix (conlenido de s6lidossolubles) se realiz6

por refractornetrla utilizando el equipo: Abbe Alago, Modelo 0 89 553 a 20 ·C

EI dana termlco en el produc1o se determine midiendo el porcenlaje de

lejidodatiadoporreaccionesdeCaramelizacion.
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EI porcentaje de Terrno Expansi6n se detennin6 mediante irnaqenes

digitales , contab ilizando los pixeles de las rebanadas predeshidratadas

osm6ticamente antes y despues del secado complementario con microondas .

EI analisis sensorial de producto optimizadoserealiz6con la colaboraci6n

de60 juecesnoentrenados(estudiantesdelaUnidadAcademicadeAgricultura

de la UAN) , utilizando Escalas Hed6n icas Semiestructuradas para evaluar los

atributos de color , aroma , sabor, textura y agrado general . En las Escalas

Hed6nicasutilizadas 0 corresponde a pesimo y 100 a excelente .

3.2 Pellets de mango

Se adquirieron 6toneladas de cascara y hueso de mango, obtenidoscomo

desechos del procesode lIenado aseptico de mango. Las cascaras y huesosde

mango se colocaron en cajas deentramado de plastico , con capacidad de 15kg y

25 kg, posterionnente se introdujeron en un cuarto fri6 a la temperatura de 5 °C;t 2

°C. EI Scrap se separ6 en forma manual con la ayuda de 20 trabajadores

Lascascarasseparadasdelscrapsesometieronaunprocesodereducci6n

de tamano , empleando una rebanadora industrial (Fig. 7),lacualtieneundisco

con cuchillas encontradas que giran a 3000 rpm. Con las cascaras de mango

reducidas en tarnano se fonn6 una pasta (Fig. 8), a la cual por refractometr ia se Ie

detenn in6elcontenidodes6lidos.

Fig. 7 Empleode Rebanadora Industrial Fig. 8 Pasta de cascara de mango
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La pasta elaborada a partir de cascara de mango, se coloc6 en charolas

rnetalicas perforadas de 70 em x 50 em, y se IIev6 a un proceso de secado solar

(Fig. 9). En esta etapa se determin6 el tiempo de proceso para alcanzar en la

pasta,elcontenidodehumedadrequeridoparaserextrudida.

Fig . 9. Charolas con pasta de cbca.... de mangosecandoe.. al.ol

Obtenida la pasta de cascara de mango a la humedad requerida para extrudirla

se coloc6 en un exlrusor operando a 100 rpm y temperatura ambiente. Se emple6

un dado con diametro de salida de 0.5 em (Fig.10a , 10b).

F ig.10ay10b.Pastadecasca....demangoextruida

Los extrudidosobtenidossecolocaron en cnarolas metalicas perforadas, para

secarlos con aire a 50·C , 60·C Y70"C, hasta una humedad del 7.8%.

3.2.2 Amilisis de los extrudidos de cascara de mango.

Los componentes proximales se determinaron por los metodos oficiales

descritos por la AOAC (1977), comprendiendo los siguientes anallsls:

• Humedad. Por secado de la muestra a 100·C hasta peso constante.
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• Cenizas. Como el peso remanente despues de calcinar la muestra en mufla

a 550°C .

• Proteina. Por Kjeldahl. Calculando el contenido de protelna como Nitr6geno

x 6.25.

• Grasa. Cuantificada como IIpidos libres cespues de una extracci6neneter

etflico.

• FibraCruda .Cuantificadadespuesdesudigesti6nac idayalcalina.

• Carbohidratostotalespordiferencia,comoextraclolibredeNitr6geno.

• Paleatibilidad. Poreval uaci6ndela ingestalibredela limentodeprueba.

• Color. Mediante anaflsls digital utilizado como referencia los sistemas RGB y

Lab.

Fig.11ay1 1b.Extruidossecadosconaireconvenclonal .

Una vezobten idos los extruidos (Fig. 11a, 11b) a diferentes temperaturas se

continua con la investigaci6n en una segunda instancia en el Centro de

Investigaci6n y Asistencia en Tecnologia y Diseiio del Estado de Jalisco A.C.

(CIATEJ AC), adquiriendose Bagazo de Caiia de Azucar (BCA) del estado de

Nayarit,elcualconteniacrecimientofungicoyunaltocontenidodehumedad.Para

efeclos del estudio, al BCA, se Ie aplic6 un secado solar, bajando su nivel de

humedad hasta un 5%. Para el caso de los pellets de mango secados a tres

temperaturasdiferentes ,el contenidode humedad era de 7.8%, selesaplic6un

secado complementario (homo de aire convencional marca San-Son modele
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Convection Plus HCX11). debido que al ser sometidos a un molino para su

reducei6n de tamano de particula, se pegarian en la pared interior del molino.

Quedando la el contenido de humedad del 5%.

Para la reducci6n de tarnano de particula de los pellets y SCA, se utiliz6 un

molino marca Pulvex modele 200. Para estandarizar el tarnano de particula de

estos insumos, se utiliz6 una tamizadora marca ROTAP modele RX20, utilizando

cernidores de malla #8 para pellets de mango (Fig. 12) Ymalla #30 y #40 para el

BCA(Fig .13).

Fig. 12. Pellelsde mangocemidos en malla 8 Fig. 13. BCA cemido en malla 30y40

3.3 Cineticas de Producci6n de pectinasas

Se realizaron tres cineticas de producci6n en un fermentador de estado s61ido

decolumnas(Tabla2),bajo lasiguientemetodologiaparasumontaje:

1. Se prepararon 250 ml de medio agar papa dextrosa (PDA), disolviendo

9.75gdeagarpapaen250mldeaguadestilada,ajuslandoelmedioa

pH 7.0 con NaOH, el medio se esteriliz6 en una autoclave electr6nica

marca Yamato sterilizer modelo SE510 a 1.5 Kglcm2 de presi6n durante

15minutos .
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2. Se continu6 vertiendo el PDA en 4 matraces (esterilizados),

realizandose esta operaci6n en una campana de flujo laminar marca

Clean Bench Labtech modele AIHAN, una vez solidificado el media se

continu6 con la inaculaci6n del hongo Aspergillus awamori , incuMndose

a 37·C, en una estufa marca Felisamadelo 133,durante4dias, parasu

crecimiento.

3. Se pesaron 130 9 de BCA, se lav6 y se seco a 70·C en una estufa

electr6nicamarcaTerlab,durante2dias.

4. Alcanzado el crecimiento del hongo deseado (Fig. 14) Yel BCA seco, se

pesaron 130 9 de pellet de mango, con temperatura de secado de 50·C.

Paratenerunarelaci6n5D-50%,desustratoysoporte.

Fig . 14. Hongoesporulado, Aspergillusawamorien medioPDA

5. Se prepar6 una rnezcla de sales esenciales de impregnaci6n para et

crecimiento del hongo en el medio, sabiendo que par cada 3 9 de SeA

se utilizan 7 ml de soluci6n de sales, se prepararon 607 mlde esta

soluci6n, pesando 4.595 9 de K2HPO., 3.636 9 de urea, 0.909 de

MgSO•. Esta soluci6n se verti6 en una bolsa para esterilizar junto con

los 130 9 de BCA y 130 9 de pellet de mango. Mezclandolos hasta su

homogeneidadyalcanzaruna humedad del 75%.

6. Seprepararon 173 mlde una soluci6n de desprendimiento de esporas

fungicas en el medio PDA, Tween al 0.01%, diluyendo 1 gota por cada
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100 ml de agua destilada, sabiendoqueporcada 3gBCAse utilizan2

mldeestasoluci6n.

7. Se esteriliz61a balsa que contenia los pellets de cascara de mango,

BCA y las sales esenciales . Y el matraz que contenia la soluci6n tween,

a 1.5 Kglcm2 de presi6n durante 15 minutos.

8. Setomaron 10columnasa lascualesenelfondoselescoloc6algod6n

ypapelfiltro(Fig.15). Secolocaronenlacampanaparasuesterilizaci6n

por luzultravioletapor20minutos.

Fig. 15. Columna para fennentaci6n con algad6n y papelfillroenfondo

9. Se prepararon las esporas a una concentraci6n de 1.306x107 esporas

por ml. Utilizando la soluci6n tween como medio de desprendimiento de

las esporas en el medio de crecimiento. Mismas que se homogenizaron

juntoconlospelietsyeIBCA(esteriles).

10.Sellenaron las columnas con 110 9 del sustrato.

11. Posterionmente se lIen6 el fenmentador con agua a 30· C, la

temperatura se control6 utilizando una resistencla electrica. Se coloco

unsoportedecalumnas (capacidadpara20calumnas),alascolumnas

se lescoloc6unburbujeador,elcualseconectoaundispersordeaire,

selescoloc6unatrampa,un tubodeacero inoxidable,elcualbrindaba

soportealascolumnasduranteelmovimientodelaguageneradoporel

recirculador (Fig.16). Estos pasos se realizaron para cada una de las
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columnas. Posteriormente se coloc6 un recirculador de agua para

mantener la temperatura constante (Anexo 2).

Fig. 16. Fennentador a 3OOC,eoneolumnas en soporteysuministro de aire .

12.La cinetica de produccicn enzirnafica duro 120 horas, retirando

columnasporduplicadocada24horas.Lasmuestrasseretirarondelas

columnasagregand010mldesolucionbufferdecitratosfosfatosal0.05

% a pH de 6.5, utilizando un compresor para expulsar el material hacia

el exterior de la columna y colocandolo en una bolsa para su posterior

compresionyobtenerelextractoenzimatico.

13. EI extracto enzimatico se coloc6en tubosde 50 rnl, parasu posterior

centnfuqacion mediante una ultracentrifuga Sorvall RC 6+ a 20000 rpm

durante 20 minutos. De esta manera se separ6 el extracto de las

esporasproducidasporel hongo durante la fermentaclon.

14. Estametodologiaseaplic6paralossustratospellets60·y70·C .

Posteriormente se realizaron dos condiciones de fermentacion

complementarias(Tabla2),debidoa los resultados de produccion de pectinasas

obtenidos en las fermentaciones anteriores. Para ello se lavaron los pellets
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secados a 60' y 70·C . Para disminuir la cantidad de azucares presentes en los

pellets (Anexo 3) y asi aumentar la producci6n de pectinasas, por el hongo.

ca
sc-aec eC-M60 BC-M 70 BCL-M6 0 BCl -M70s_

Pelet 5O"C-BCA (50-
(........) (5Q.50") BCA {50-5O%) BCA (50-50~).....)

In6cuIo
eeporII slml ......""", 1,98x10esporulml 1.351x10 esporul ml 1.59x10esporaslml

7'" 7'" 75" 75" 75"

col .....
H Og 1100 ''' , 110 g 110;

T_," 3O'C 3O"C 3O"C 30' C 3O'C_de
24hclras . 120 horU

hono. """"
24hOtU. 120 horas 24horu .1ZOhoras

Para poder determinar las mejores condiciones de fermentaci6n, se realiz6

un analisis de varianza factorial ANOVA; el cual descompone la variabilidad

enzirnatica de pectinasa en lascontribuciones debidas a losdiversosfa ctoresque

se probaron en este estudio, sustrato, tiempode fermentaci6n, pH de actividad y

temperatura de actividad. Puestoqueseeligi6Ja suma decuadradostipo JII (vaJor

pordefecto), semidi61a contribuci6n decada factor eliminando el restode los

factores.

3.3.1 Caracterizaci6n bioquimica de los extractos

La caracterizaci6nse realiz6cuantificandolaactividadenzimaticaparadeterm inar

el pH 6ptimo, temperatura 6ptima y termoestabiJidad(50' , 60' Y70') .

3.3.1.1 DNS

La actividad de pectinasa de los extractos, se determin6 utilizando el

metodo de DNS. para la medici6n de azucares reductores liberados por la

actividadde pectinasa.
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Sepesaron10gdehidr6xidodesodio,O.5gdemetasulfrtodesodio,2 OOg

de tartrato de sadie y potasio, 2 9 de fenol , 10 9 de acido 3,5 dinitrosalicilico,

diluyendoestoscompuestosen1ltdeaguadestilada.

3.3.1.2 pH optimo

Se prepararon soluciones de pectina en bufferdecitratos-fosfatos a 0.05%

a pH de 3.6, 4.5, 5.0, 6.0 Y 6.5. Pesando 1.420 9 de fosfato dibasico de sodio

. diluido en 200 ml de agua destilada, 1.052 9 de aeido citrico en 100 ml de agua.

Una vezobtenidos los buffer a diferentes pH, se tom6de cada una 50 ml yse

mezcI6conO.250gdepectinademanzana.

Preparados los buffer a diferentes pH, se continu6 con ta siguienle

metodologia de trabajo para cuantificarla actividad de pectinasa en Iosextractos :

1. Entuboseppendorfde1 .5m lsecolocaron 150lll,del buffer a pH 3.6y50
III del extracto enzirnatico para cada una de las columnas.

2. Para el blanco. se agregaron en un tubo eppendorfde 1.5 ml, 200 III del
buffercorrespondiente.

3. Seincubaronlostubosa50'C,durante10min
4. Posteriorrnente se agreg6 a los tubos 300 III de DNS y los tubos se

colocaron durante 5 min. En agua a ebullici6n.
5. Seenfriaronlostubosenhielo
6. Se agreg6 1 ml de agua destilada y se colocaron 200 III de cada muestra en

microplacas. Se ley6 en un espectrofot6metro Biorad modele 680 XR lector
de microplacas a 540 nm.

7. Estospasos se realizaron para cada unodelospH4.5,5 .0, 6.0y6.5.

3.3.1.3 Temperatura optima

Para el caso de la temperatura se prepar6 pectina en buffer citratos fostatos

0.05%enpHde6.5,deterrninandolaactividaddepectinasadelaforrnasiguiente:

1. En tubos eppendorf de 1.5 mise colocaron 150 Ill , del buffer a pH 6.5 Y 50
Illdelextractoenzimaticoparacadaunadelascolumnas.

2. Para el blanco, se agregaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, 200 III del
buffer a pH 6.5.
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3. Se incubaron los tubos de acuerdo a su temperatura de incubaci6n
(35·,40 · ,45 · ,50 ·,55· ,60 · ,65 · Y70· C), durante 10 min.

4. Posterionnente se agregaron a los tubos 300 III de DNS y los tubos se
colocabandurante5min.Enaguaaebullici6n.

5. Seenfriaronlostubosen hielo
6. Se agreg6 1 ml de agua deslilada y se colocaron 200 III de cada muestra en

microplacas. Se ley6 en un espectrofot6metro Biorad modele 680 XR lector
de microplacas a 540 nm

3.3.1.4 Termoestabilidad

Se prepar6 pectina en buffer citratos fosfatos 0.05% a pH 6.5, para

detenninar la tennoestabilidad de los extractos con la actividad de pectinasa.

1. En tubes eppendorf de 2 ml se colocaron 2 ml de del extracto enzirnatico
obtenidodecadacolumna,yseincubaronalatemperaturacorrespondiente
50· , 60· Y70·C .

2. Cada 30 min se tomaron 50 III de extracto enzlmatico yse colocaron en
tubos eppendorf de 1.5 ml, agregando 150 III de pectina en buffer citratos­
fosfatos.

3. Se incubaron los tubes a 50·C durante 10 min.

4. EI blanco se prepar6 agregando 150 III del buffer, seguido de 300 III de
DNS y 50 III del extracto enzimatleo correspondiente de cada columna.
Poniendo los tubes en aguaen ebullici6n.

5. Posterionnente se agregaron a los tubos incubados a 50 ·C, 300 III de DNS
ylostubossecolocabandurante5minenaguaenebullici6n.

6. Seagreg61 mldeaguadestiladaysecolocabaen microplacas200 III de
cada muestra. se ley6 en un espectrofot6metro Biorad modele 680 XR
lector de microplacasa 540nm .
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Capitulo 4. Resultados y Discusiones

4.1. Obtenci6n de rebanadas deshidratadas complementariamente con

microondas.

En la tabla 3, se presentan los resultados de la primera evaluaci6n,

correspondiente al efecto de los dos Factores Controlados para cada una de las

tres geometrias de rebanadas de mango procesadas: Tiempo de Secado

Complementario con microondas, y Peso de la Carga de rebanadas a secar, sobre

las variables de respuesta medidasen las rebanadasde mango predeshidratadas

osm6ticamente.

Tabla 3. Clfras calculadas con base en las Interacci ones de factores controlados ,
relacionados can eI menor Dailo T6nnlco del Producto.

Variables de Respuesta

Gajos R' Tira R' Cachete R'

0.96 54 0.99 -44 I.. ci~7 '
- 0.93 50 . 0.94 20. 0 . ° :94 ,

En la tabla 3 se puede observar que las rebanadas de mango de las

geometrias de "I ira" y "Cachete" presentaron Dano Termico en todas las

condicionesdeprocesoevaluadas, sin embargo, para lasrebanadasdemangode

la geometria de "Gajos" se encontraron condiciones de proceso donde no se

present6 el Dano Termico. EI peso de cada rebanada de mango predeshidralada

osm6ticamente, antes del secado con microondas, fue de 109 ,20 9 Y 25 g, para

las geometrias de "Gajos", "Tira" y "Cachete", respetivamente. Las rebanadas con

forma de "Tira", presentaron el mayor Dano Termico, con un minimo del 50%.

Estos resultados indican que a mayor peso individual de la rebanada, mayor
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posibilidad de presentar Dano Termico, esto es, con base a las condiciones de

procesoevaluadas.

Para las rebanadas de mango de la geometria de "Gajos" seencontraron

condiciones de proceso donde no se present6 el Dano Termico. el efecto de las

condiciones de proceso sobre el Dano Termico del producto puede observarse en

la figura 17, de acuerdo a esta figura, el Dano Termico es directamente

proporcional al Tiempo de Proceso, e inversamente proporcional al Peso de la

Carga de rebanadas que se introducen al microondas, para aplicar un secado

complementario .

Sin embargo , de acuerdo con el modele matematico desarrollado, el Dano

Termico se presenta a partir de cargas menores de 300 g, Y tiempos de

tratamiento terrnico superiores a los 415 s. Con base a estes resultados se

definieron los niveles de lasegundaetapa deoptimizaci6n del proceso de secado

complementario con microondas, aplicado a rebanadas de mango con geometrial\do ·Go",·. La ssqunda opnrnizacion se realizo en I,.,.;•• del contenido d. solidos
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solubles del produdo , ya que este es el principal factor relacionado con la

estabilidadmicrobiol6gicadelmismo.

En la segunda etapa de optimizaci6n del proceso de secado complementario, se

evalu6elespacioexperimentalenel intervalo comprendido entre 10s300g-350

g, para el Peso de la carga, y ente los 394 s - 415 s para el Tiempo de Secado con

microondas.

En la figura 18, se muestra la retacion entre el porcentaje de termo expansi6n, y

los fadores : Tiempo de Secado con microondas y Peso de la Carga a secar. En

esta figura se puede apreciar que la termo expansion del produdo se increment6

al disminuir el Peso de la Carga a secar, sin embargo a mayor carga de 312 g, la

expansi6n ya no se increment6. Estoseexplicasiseconsidera que a menores

cargas la energia de las microondas que incide sobre el producto es mayor, sin

embargo la termo expansi6n del producto tiene un maximo, una vez alcanzado, el

reducir el peso de la carga ya no tendra efecto en la expansi6n del producto. En

esta figura tarnblen se puede observar que al incrementar el Tiempo de Secado,

seafeda laexpansi6ndeiproducto,Iocuaisepuedereiacionarcon la perdida de

masaporevaporaci6n.

Figura 18: Efectodel Peso de la cargay del tiempo de Secado Complementario con
microondas,sobreelporcentajedeTermoExpansl6n.
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AI producto optimizado en la segunda etapa Ie correspondieron las siguientes

condicionesdeproceso :TiempodeSecadoconmicroondasde394segundos,Pesodela

Cargaasecarde300gramos.Esteproductopresent6uncontenidomaximode55grados

Brix (R2=O.92, Figura 19), y las siguientes caracterfsticas: Ausencia de Datlo Termico,

pesofi nalde204g,porcentajede termoexpansi6nde26% ydens idaddeO .90.

Figura19: EfectodelPesodelacargaydelliempodeSecadoComplementario con
microondas ,sobreoBrix.

Los resultados del analls ls sensortal del productooptimizadocorresponden a una

escala hed6n ica semiestructurada donde 0 corresponde a pesirno y 100 a

excelente , y estes fueron: Color =95 (CV de 7 %), Aroma =81 (CV de 17%),

Sabor =90 (CV de 12%), Texlura =85 (CV de 14%), Agrado General =88 le V de

12%).

4.2. Obtenci6n de pellets de la cascara de mango

EI metoda de separaci6n utilizado consisti6 en emplear a 20 personas

(estudiantesde la UAN) , quienes en forma manual realizaron una separaci6n de

100% de las cascaras y los huesos de mango . Este equipo de trabajo separ6 300
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kg de cascaras por hora. l as cascaras una vez separadas, se colocaron en

contenedores plasticos yde acero inoxidable, yse introdujeron de nuevo al cuarto

frio. los huesossedejaron en cajasd e madera para desecharlos.

AI someter a las cascaras de mango al proceso de reducci6n de tarnano, se

utiliz6 una rebanadora con motor de 0.5 hp, se obtuvo una pasta "densa,

consistente, uniforme y ligeramente pegajosa", a la cual por refractometria se Ie

determin6elcontenidodes6Iidossolublesen50%.

Posterlormente se esparcieron 2.5 kg de pasta de mango en 30 charolas de

lamina galvanizada perforada, con dimensiones de 70 em x 50 em, para en

• seguida someterla a un proceso de secado solar directo en el periodo de 9:00 a.m.

a 13:30 p.m.

Unavezobtenida la pasta de cascara de mango a una humedad de 35%,

se col0c6 en el ex1rusor el cual se oper6 a 100 rpm, temperatura ambiente y

utilizando un diametro de salida de 0.5 em.

losex1rudidosobtenidossecolocaronencharolasmetalicasperforadas ,Y

se sometieron a un secado con aire caliente, a 65 ·C, en estas condiciones el

tiempo requerldo para alcanzar un contenido de humedad del 12 %, fue de 2.5

horas.

Tarnbien se evalu6 el tiempo requerido para alcanzar un contenido de

humedaddel 12 %,el cual fue de 6 horas de insolaci6n directa, de9a 15 horas.



4.1.1 Caracterlzaci6n de propiedades de los extrudidos de cascara de mango

Los resultados de composlcion quimica de los extrudidos de cascara de mango

sepresentan en el Tabla 4.

De acuerdo al analisis realizado a los extrudidos de cascara de mango se

observe un contenido de proteinas de 7.7% superiora l de los forrajesd e caila 2%,

avena 3%, yuca 5%, limon 7%, algod6n 7%, chicharo 4%, cebada 4%, y similar

cascara de platan07.7%. Los extrudidos resultaron relativamente bajos en grasa

3%, pero superior a la de los forrajes de algodon 1%, chlcharo 2% 0 cebada %. EI

contenidodefibra16%result6masaltoqueal reportadoparalasfibrasdesalvado

de arroz 7%, maiz 15% 0 cascara de cacao 16%. Sin embargo, puede

considerarse que los extrudidos contienen un contenido de fibra relativamente

bajo,encomparacionconlos forrajescomoelbagazodepiilacon66%defibra,0

la cascara de cafe con el 69%. Elcontenidodecenizas5% resulto relativamente

bajoen comparaci6n con cascaras como la de platano 16%, perosimilaralde

contenido de cenizas del algodon 3%oel chicharo 5% (Anexo 1).

Lo mas importante que se observo en los extrudidos de cascara de mango fue

el alto contenido de extracto libre de nitrageno 61%, similar al de los forrajes de

papa 60% 0 de harina de yuca 72%, 0 salvado de maiz 61%, que son forrajes

relativamenteca ros.
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4.1.2 Prueba de Paleatibilidad

Serealizaton pruebaspreliminaresdeaceptaciondelosextrudidosdecascara

de mango en fundon de sus atributossensoriales. En esta evaluacicn se observo

la respuesta de ganado vacuno, caprino y porcino de la localidad de llano de la

Cruz, Nayarit , al incorporaren sudieta regular una porclon ce a kg deextrudidos

de cascara de mango. Como resultado se encontro que el 100% de la porclon de

extrudidos,ofrecidaaeslasespeciesfueconsumida.

4.1.3 Evaluaci6n de color

f?a,b1~ s.~~VW~lnoelclad de extrudldas deciscara de mango a dlferentes dempas dealmacenamlenlo

'AntJlisisdemediasportStudent(p.q).05j -F:Fr ecuenciarel ativad el color enun a esca/ad e 24 bils

Serealizo un analisis diqital del color de los extrudidos a los 0, 10, 30,45y90

dlas de almacenamiento a temperatura ambiente, de acuerdo a los resultados

obtenidosen laTabla 5, muestra una ligera perdida de los tonos rojosyverdes

presentes en los colores de la cascara de mango, y una ligera reducclon de la

luminosidad medias. Sin embargo, con base a los resultados del analisis

estadistico aplicado, no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos(p< .05). Estos resultados indican que los pigmentosde la cascara

de mango son relativamente estables en cuanto a color, en un periodoevaluado

de 90 dias.
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4.2 Condiciones de Fennentacion en Estado Solido

Las fennentaciones para la producclon de pectinasas se siguieron por una

cineticaenzimaticaycaracterizaci6nbioqufmicadelosextractos. 5e lIev6a cabo

una cinetica para detenninar el tiempo de fennentaci6n necesario para obtener la

mayor actividad enzirnatica. 5e obtuvieron los extractos de 2 columnas a 24. 48,

72,96 Y 120 horas. A cada extracto se les midi61a actividad de pectinasa a

diferentes pH, temperaturas y termoestabilidad; midiendo los azucares reductores

Iiberados en cada reacclon (rnetodo de Miller) y asi poder detenninar el extracto

con mayoractividad enzirnatica.

4.2.1 pH optimo

En la Tabla 6, se presentan los resultados para el pH eptimo de los

extractosenzimaticosproducidosalutilizarpelletsdecascarademangosecados

a 50.C , se puede observar que la maxima actividad presentada es 1,717 Ullml ,

en un tiempo de fermentacion de 120 horas y pH de 6.5. Tarnbien se muestra que

las mayores actividades que van desde 0,905 hasta la maxima de 1,717 Ullml , se

presentan a pH de 6 y 6.5, en horas de fennentaci6n desde 24 a 120 horas.

Fennentaci6n pH 3.6 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 6.5

~ 0,000 0,299 0,510 0,905 1,286

~ 0,000 0,775 0,475 1,082 1,402

~
Ullml

0.124 0,909 0,598 0,394 0,983

~ 0,459 0,436 0.110 0.280 0,419

~ 0,677 0,946 0,918 1,036 1,717

Casocontrarioseobservaen el Tabla 7, disminuye considerablemente la

actividad de pectinasa con un valor 0,278 Ullml a pH 6.5 para las primeras 24

horasde incubaci6n. 5eobservaquea las 48 horasde incubaci6n,Iaactividad de

pectinasa va desde 0,060 Ullml a pH 3.6 hasta 0,278 Ullml a pH de 6.5 indicando

un incremento de actividad conforme disminuye la acidez del pH. La baja actividad
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de pectinasa para el FES 2, pudiera deberse a la cantidad inoculada del

microorganismo,la cual, fuela menorcantidaddeesporasinoculada paracada

unadelasFESrealizadas.

Fennentaci6n pH 3.6 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 6.5

24horas Ul/ml 0,055 0,000 0,087 0,142 0,278

~ 0,060 0,127 0,129 0,153 0,218

~ 0,000 0,030 0,036 0,044 0,069

~ 0,022 0,079 0,075 0,085 0,064

~ 0,083 0,120 0,049 0,081 0,100

latabla8,semuestran los resultados de actlvidad de pectinasa obtenrdos

a diferentes pH parala FES3,endondesepuedeobservarvaloressimilares a los

encontrados en la FES 1. los va/ores que estan en el range los 0,639 a 1,603

Ullml , para las primeras 48 horas de fermentaci6n, y obteniendo la maxima

actividad a las 24 horas con 1,603U llml.

Fennentaci6n pH 3.6 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 6.5

~ 1,1M 0,639 1,322 1,477 1,603

~ 1,001 0,663 0,904 1,081 1,182

~ Ul/ml 0,461 0,354 0,536 0,505 0,600

~ 0,371 0,319 0,354 0,430 0,499

~ 0,344 0,276 0,354 0,371 0,415

Estos resultados, se analizaron estadisticamente para poder determinar las

mejores condiciones de fermentaci6n utilizando como sustrato bagazo de cana y

pellets de cascara de mango; de acuerdo a las condiciones de fermentaci6n

descritas para las FES 1,2y3.

La Tabla 9 muestra los resultados del analisis de varianza factorial ANOVA;

el cualdescompone la variabilidad de la actividad enzimatica de pectinasa
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en las contribuciones debidasavarios factores (sustrato, tiempode fermentaci6n

y pH de actividad). Puesto que se ha elegido la suma de cuadrados Tipo III (valor

pordefecto),se hamedido la contribuci6n decadafactoreliminando losefectos

delresto delosfactores. Los p-valorescomprueban la importancia estadistica de

cadaunodelosfactores.

Tabla 9. Anillfisis de la Varianza paraactividadenzimillticade pectinasa medidaa
diferentespH.

EFECTOSPRINCIPALES

: ~ ~~s:~:~~idad
C:Ti empoFerll

1.45925

1.5388

0 .364813

0.384701

4.02
31.98

Dado que 3 p-valores son inferiores a 0.05, estos factores tienen efecto

estadisticamente significativo en la actividad enzimilltica de pectinasa medida a

diferentespHpara un95.0%.

Estos resultados indican que fa actividad depectinasa producida por A. awamori

tiene una diferencia significativa con respectoal tiempodefermentaci6n. Para los

3 sustratos utilizados en las FES 1,2 Y 3; se encontr6 que a las 24 horas de

fermentaci6n, se produce la mayor actividad de pectinasa, por 10 que no es

necesario lIevar la fermentaci6n a mas de 24 horas{ Figura 17).
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Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

120 h", 24 h", 48h rs 72hrs 96 h",

Tiempo de Fermentaci6n

Figura 17. Efectodeltlempodefennentaci6nsobrelaproducci6ndeactlv ldaddepectinasa
porA.awamorlenFES1.2y 3.

Por otro lado, en la Figura 18, se observa el efecto del sustrato sobre la

producci6ndeactividad pectinasa. Es evidente que hay una diferencia significativa

al utilizar bagazo de cana con pellets secados a 60'C (BC-M 60), menor

producci6n de pectinasas, con respecto a las otras dos combinaciones de

sustratos; bagazo de caiia y pellets secados a 50 y 70·C (BC-M 50 Y BC-M 70,

respectivamente). Esto puede ser debido a la menor cantidad de esporas

utilizadas para inocular la FES 2. Adernas puede observarse, que no hay una

diferencia significativa entre la actividad enzimatica producida al utilizar BC-M 50 Y

BC-M 70. Por 10que podemos conduir que la fermentaci6n puede ser lIevada a

cabo utilizando cualquiera de lascomb inaciones de sustratos.

I

I I
-g Medias y95.0 Porcentajeslnlervalos lSD

~ :.'.:[l 04

! 02

{l 0 =--_=-==--:~=--=:::-----"
:~

~

Flgura 1B. Efecto de los dlferentes susl ratos sobre la prod ucc l6n de actl vldad de pect lnasa
porA.awamorlenFES 1, 2y3.
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En la Figura 19 se observa que, estadisticamente el pH 6ptimo para la actividad

de pectinasa es de 6.5 considerando las tres fermentaciones; a este pH se

observa la maxima actividad; sin embargo, no hay unadiferencia significativa con

el pH 6.0.

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

5 1.01 1rl 081

~ 0.61

.~ 0.41

0.211::.....----=-=--- -=.:;;

~

Figura19,EfectadelosdiferentespHsobrelaactividaddepectinasaproducidapor A.
awamorienFES1,2y3

En la Tabla 10 se observan los valores obtenidos de pH para pellets

lavados ysecadosa 60°, en loscuales seaprecia un incremento significativoenla

actividad de pectinasa para las primeras 48 horas de fermentaci6n, disminuyendo

su actividad conforme aumentaron las horas de incubaci6n. La mayor cantidad de

pectinasa se obtuvo a pH de 6.5 con 1,638 UVml, para las primeras 24 horas de

fermentaci6n.

Fennentac i6n pH 3.6 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 6.5

~ 1,228 1,425 1,493 1,524 1,638

~ 0,958 1,105 1,206 1,219 1,231

~ Ullml 0,512 0.622 0.709 0,658 0,515

~ 0,407 0,556 0,522 0,543 0,479

~
0,427 0,498 0,523 0,510 0.446120horas
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ResultadossimilaresresultadossepresentaronparaelpHenpelletlavado

y secado a 70°C, en la FES 5 (Tabla 11). Obteniendo durante las primeras 24

horas de fermentacton la maxima actividad de pectinasa de 1,344 Ullml a un pH

de 6.5, disminuyendo un poco la aclividad en las 48 horas, a 1,230 Ullml en pH de

6.5.

Fermentacl6n pH 3.6 pH 4.5 pH 5.0 pH 6.0 pH 6.5

~ 0,833 1,384 1,470 1,490 1,344

~ 0,578 1,013 1,128 1,185 1,230

~ Ul/ml 0,314 0,519 0,558 0,627 0,572

~ 0,281 0,393 0,426 0,470 0,332

~ 0,229 0,387 0,362 0,431 0,286

Analizados los resultados anteriores de pH, se encontro que durante las

primeras 24 horas se obtuvo la maxima aclividad de peclinasa, a un pH epnmo de

6,5. Con respecto a la temperatura de secado de los pellets, la aclividad se ve

favorecida con el secado a altastemperaturas, esto es para el pellet secado a

70°C,cuandoselavaelpelletseobtieneaclividadessimilarespero aumentandoel

rango de secado de 60 y 70°C. Siendo el pH optimo entre 6.0 y 6.5, para

temperatura de secadode 70° ylavando los pellets, temperaturas de 60 y70°C,

estoparalasprimeras24horasdefermentaci6n.

Estos resultados, se analizaron estadisticamente para poder determinar las

mejores condiciones de fermentacion utilizando como sustrato bagazo de caria y

pellets de cascara de mango; de acuerdo a las condiciones de fermentaci6n

descritas para las FES 4 Y 5. De esta manera se pudieron determinar si los

resultadosobten idossonrealmentesignificativos.

La Tabla 12 muestra los resultados del analisis de varianza factorial

ANOVA; para determinar el efecto de varios factores {sustrato, tiempo de
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fermentaci6n y pH de actividad) sobre la actividad de pectinasa producida bajo las

condicionesdefermentaci6nyamencionadas.

Tabla 12. Analisis de varianza paraactividadenzimalica adiferentes pH.

A:pH activi dad

C:T1etnpOdeFe....-en
9 . 232835 29.2 6 e.eeee

1. 84717 232 .1 6 9 . eeee

Dado que 3 valores son inferiores a 0.05. estos faclores tienen efecto

estadisticamente significativo en Actividad Ul/mL para un 95.0%. Estos resultados

indican que la actividad de pectinasa producida por A. awamori tiene una

diferencia significativa con respecto al tiempo de fermentaci6n. Para los 2

sustratos utilizados en las FES 4 Y 5; se encontro que a las 24 horas de

fermentaclon, se produce la mayor actividad de pectinasa. por 10 que no es

necesario lIevar la fermentacion a mas de 24 horas (Figura 20). Estos

resulladossonsimilaresalosobtenidosa lasFES 1,2y 3.

-g
o

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

120hrs 24hrs 48 hrs

Tiempo de Fermentaci6n

1.51:5 1.2

~ 0.9

~ :::
III 0 L- :-:----=-:_=:-_

~
Figura 20. Efecta delliempa de ~~,:,,:n:.~~~~:t;:~~l:a:;CCi6n de acli vidad de pect inasa
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Por otro lado, en la Figura 21, se observa el efecto del sustrato sobre la

producci6n de actividad pectinasa para las FES 4 Y 5. Es evidente que hay una

diferenc iasignificalivaal utilizar bagazo de cana con pellets lavadosysecadosa

60·C (BCL-M 60), mayor producci6n de pectinasas. con respecto a la combinaci6n

de sustratos bagazo de calia y pellet lavado y secado a 70·C (BCL-M 70).

Adernas, puede observarse que el pH 6ptimo encontrado para estos extractos es

de 6.0; sin embargo no hay una diferencia significativa con respecto al pH 5.0

(Figura 22).

I

I

aci.uec BCl ·M70

Sustrato

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD
..J
E
o

087

1

:5 0.83

,g 0.79

~
.~ ::::
lU 0.67 =--_-----=-= =--=:-;-;-:;;;-----'"
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~

Figura 21. Efectodelsustratodefennentacl6nsobre la prod ucci6n de activ idadde
pectinasaporA.awamorienFES4y5.

4.5 5 6

pH actividad

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSDE
o
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~«
FlgUra22.EfectodeIPHSObrelaaCtividadd;~inasaproduCidaporA.awamorienFES4
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4.2.2 Temperatura 6ptima

En la Tabla 13, se presentan los resultados obtenidos para temperatura

6ptima para la FES1, Cabe senalar que la variabilidad en los perfiles de actividad

a las diferenles lemperaturas, se atribuye a que los exlractos obtenidos en las

diferentesfermentacionessonexiractoscrudos;esdecir,laaclividad depect inasa

observada puede ser debida a la presencia de mas de 1 peclinasa cuyas

temperaturas 6plimas sean diferentes. Este comportamientose puede observar en

el exlracto obtenido a las 24 horas en la FES 1; observandose2 picos de maxima

actividad a los 50y 70·C .

Fennentacl6n 35· 40' 45' SO' 55' 60' 65' 70'

~ 0,318 0,662 0,751 1,682 1,114 0,197 0,970 1,024

~ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
I---- Ullml

72horas 0,762 0,470 0,616 0,000 0,000 0,373 0,464 0,432

~ 0,580 0,462 0,441 0,968 0,000 0,247 0,028 0,000
I----

120horas 1,107 1,607 1,389 0,000 1,109 0,839 1,084 1,803

Un comportamientosim ilarseobserv6paralosexlractosoblenidosen las

fermentaciones FES 2 (Tabla 14) y FES 3 (Tabla 15). Por ejemplo, se detectaron 3

picos de maxima actividad de pectinasa a 35, 50 Y 65'C para los extractos

obtenidos a las 48 horas y 24 horas, en la FES 2 YFES 3, respectivamenle.

Fermentac l6n 35' 40· 45' SO' 55' 60' 65' 70'

24horas 0,096 0,098 0,071 0,114 0,034 0,000 0,000 0,000

~ 0,175 0.140 0,113 0,160 0,076 0,019 0,360 0,334

~Ullml 0,116 0,092 0,077 0,106 0,050 0,003 0,206 0,151

~
0,072 0,057 0,060 0,092 0,051 0,000 0,165 0,10496horas

~ 0,061 0,060 0,062 0,099 0,033 0,000 0,192 0,104
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Fermentaci6n 35· 40" 45" 50" 55" 60" 65" 70"

~ 1,682 1,599 1,497 1,753 1,695 1,699 1,728 1,443

~ 1,220 1,096 0,874 1,175 1,159 1,170 1,072 0,961

~Ul/ml 0,626 0,545 0,374 0,526 0,605 0,597 0,556 0,498

~ 0,479 0,428 0,342 0,455 0,513 0,439 0,492 0,361

~ 0,377 0,416 0,310 0,438 0,447 0,398 0,406 0,312

Debido al perfil caracteristico que se observa al medir el efecto de la temperatura

sabre la actividad de pectinasa. en extractos crudos; el analisis estadistico arroja

como resultado que la temperatura no tiene un efecto significativo sobre la

actividad enz irnatiea (Tabla 16y Figura 23).

Tabla 16. Anallsls devarianza de la activ ldad de pectlnasa a diferentes temperatu 'as.

An.U l s 1s de IaVarianza paraActividadUI porml · SUllIasdeCuadrados de Ti po II I

EFECTOSPRINCIPAL ES
A:Sust rat o
B:Temperatu ra de a
C:T iempoFerment ac

18 . 5899
8 .168537

4 .81436

5 .29 496 34 .94
8 .8248768 8 .16

1.28359 7 .94 8 .8888

Los coet ente s F e5t~n basados en el error cuadratico medic res idual .



·Aprovechamiento de la pulpa, c6scara de manga (Mongui/era lndica L.} y Bagoza de coilo,
paralaabtenci6n depraductas de interesAgraindustrio/'

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

t~ I l l l l !111 !
35 40 45 505560 65 70

Temperatura de actividad

Figura 23. Efectode latemperatura sobrela actividad de pect inasa producida porA.
awamorlenFES1,2y3.

En las Tablas 17 y 18 se observan los resultados del efecto de la temparatura

sobre la actividad de pectinasa de los extractos crudos obtenidos en las FES 4 Y5.

EI perfil observado es similar al obtenido para los extractos obtenidos en las FES

1, 2 Y 3. Se pueden observar 4 picas de maxima actividad a los 35, 45, 60 y 70 ·C

para los extractos obtenidos a las 24 y 48, para las FES 3 Y4.

Fennentacl6n 35· 40· 45· SO' 55' 60' 65' 70'

~ 1,766 0,983 1,605 1,593 1,350 1,539 1,448 1,731

~ 1,525 0,767 1,139 1,103 0,946 1,270 1,161 1,434

~UVml 0,785 0,500 0,581 0,464 0,441 0,642 0,537 0,710

~ 0,698 0,347 0,482 0,399 0,304 0,544 0,409 0,560

~ 0,648 0,340 0,396 0,427 0,238 0,470 0,390 0,517
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Fennentaci6n 35· 40· 45· 50· 55· 60· 65· 70·

~ 0,960 0,716 0,928 0,755 0,741 0,921 0,642 O,n8

~ 0,659 0,517 0,721 0,499 0,499 0,722 0,378 0,553

~UUmI 0,315 0,409 0,353 0,191 0,234 0,309 0,167 0,220

~ 0,249 0,201 0,290 0,111 0,133 0,226 0,238 0,170

~ 0,230 0,187 0,222 0,079 0,106 O,1n 0,136 0,143

Es importante mencionar que para los extractos obtenidos a las 72, 96 Y 120

horas, estes perfiles cambian. Este comportamiento puede ser atribuido a la

aparici6n de proteasas en el sistema de fermentaci6n que degradan, entre otras

proteinas, a las pectinasas que se sintetizaron en las primeras 24 horas de

fermentaci6n. Finalmente, comparando los datos de las 5 fermentaciones y

haciendounamilisisestadisticoglobal,sepuededeterminarquelacombinanci6n

soporte-sustrato utilizada (ver Tabla 2) para obtenerlaactividaddepectinasas no

tiene una diferencia significativa; par 10 que se puede utilizar cualquier

combinaci6n para IIevar a cabo la producci6n de pectinasas (Figura 24). Cabe

senalar que el sustrato BC-M 60 se sale de esta comparaci6n, probablemente

debidoalautilizaci6ndemenorcantidaddeesporaspara inocular lascolumnas

defermentaci6n.

Mediasy 95 .0 Porcentajes InlervalosLSD

BC-M50BC-M60BC-M70BCl--M60BCl--M 70

Sustrato

Figura 24. Efectodelsoportesobrelaactividaddepectinasa prod ucidaporA.awamorien
FES 1, 2,3 ,4 yS .
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De igual manera, se confirma que el liempo necesario para oblener la maxima

actividad de pectinasa con Aspergillus awamori, ulilizando bagazo de cana y

pellets de cascara de mango como soporte-suslralo, es de 24 horas (Figura 25). A

pesar de que en esla grafica, los resultados para el soporte BC-M 50 se salen de

esta aseveraci6n, en las analisls estadislicos par grupo de soporte, FES 1,2 Y 3

(Figura 17), se puede observar que el Iiempo de fermentaci6n ideal para esle

grupode soporteses de 24 horas.

Grafico de Interacci6n

BG--M50 BG--M60 BG--M70 BCL-M 60BCL-M 70

Sustrato

1_7 ! - :
5 1.4 120hrs

rl 1.1 ~~~
~ 0.8 - ~~~

.~ ~::
'{).1 '-- _

'S;

~

-g
o

, Figura 25. Interacci6nentreel efectodeltiempodefennentaci6nyelsustratoutllizadospara
producci6ndepectinasas.

4.2.3 Termoestabilidad

La lermoestabilidad de un extracto enzimatico crudo es dificil de delerminar; ya

queelefectodelatemperaturasobrelaestabilidaddepectinasasnoes sobre una

sola enzima; sino sobre lodas aquellas pectinasas que se hayan producido

durante la fermenlaci6n. En esle caso, al igual que en las delenninaciones de pH y

lemperaturas 6plimas, no se puede observar un tipico comportamiento en la

delerminaci6n de termoestabilidad; es decir, un decaimienlo de la actividad de

pectinasaconrespectoaltiempo.
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En las Tablas de la 19 a la 23, se muestran los resultados de

termoeslabilidad a 500 e para la FES 1, 2, 3, 4 Y 5. En lodos los casos la

estabilidad de los elxractos presenta variaciones en cuanto a la actividad residual

con respecto al tiempo. Tomando como base los extractos oblenidos a las 24, 48 Y

72 horas, todos presentan actividad residual a los 300 min; a pesar de que para

algunosextractos laactividadres idual result6 de odespues de cierto tiempo (210

min para el extracto de 48 horas de la FES 1).

/ ..un_om... 5O'C

r

........ 30 _ OOmin 90 min n omin 150 _ 110 m" Zl Omln 210 min 270 min ilOOmln

-~' Z4horas 0,162 0.299 0.289 0.285 0.272 0.251 0,262 0,273 0.256 0,22.3

~~ 0.154 0.151 0,128 0.079 0,043 0.038 0.000 0.033 0,110 0.154

~-~ Ul/ml 0,045 0,(l63 0.115 0,1)36 0.100 0,053 0.066 0,027 0.044 0.035

l~ 0,ll54 0,045 0.114 0.060 0.111 0,0(8 0.079 0,04 2 0,038 0.029

l~ 0.152 0,112 0,(l63 0.124 0.136 0,133 0,108 0,1)73 0,055 0,D41

...- 30 min OOm" 90 min
min min

UlOm ln 210 ....." Z&Drnln 270m ln JOGmin

I--
O,DOO O,DOO O,DOO O,DOO 0,155 0.000 0.112 0,108 O,DOO 0,138

~Ul/ml 0,019 0,015 0,1)46 O,DOO 0,169 0,025 0.179 0,021 0.104 0,132

0,036 O,DOO 0,1)32 O,DOO 0.055 0.037 0.024 0,082 0.000 0,030

~ 0,D59 0.022 O,DOO 0,023 0.054 0.026 0,001 0.003 0,000 0.000

~ 0,224 0.000 O,DOO O,DOO 0.000 0.011 0.000 0.000 O,DOO 0,000



r
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para laob tencian de praductos de interesAgraindustrial"

-- 3IIm1n &Omln "min lZOmin 150 min lBOmln 210m hl 240_ 270 min 3lIOmin

-m;;;;- 0_ 0,379 0.604 0.801 0.765 0.000 O,7OS 0.000 0.924 0.384

~ 0.667 0,691 0.653 0.683 0.435 0,143 0.399 0.017 0,691 0.354

~U1/ml 0.289 0.147 0.125 0.466 0.166 0,299 0,275 0.Q86 0.379 0,211

~ 0,287 0.301 0.362 0,437 0,352 0.209 0.270 0.04<) 0.200 0,149

~ 0,237 0,269 0,316 0.390 0,215 0,234 0.256 0.033 0.216 0.117

311_ &Om'" " min 120 min 150 min lBOmln 210 min 240 mk\ 270 min 100 min

~UI/m1
0.140 0.015 0.039 0,031 0,041 0.Qll4 0,382 0.000 0.000 0,136

~ 0.127 0.000 0,161 0.000 0.132 0.000 0.208 o.oeo 0..019 0.138

~ 0.Q54 0.000 0.031 0.011 0.024 0.D98 0.083 0.042 0.000 0.154

~ 0.056 0.000 0.023 0,097 0.000 0,04 1 0.272 0.000 0.000 0,016

~ 0.058 0.02' 0.D69 0.018 0.015 0.027 0.065 0.000 0.000 0,011

... 3IImln &Om" " min 120m ln t SOmin lBO mln 210 min 240 min 270 min 300 min

~ 0,000 0.000 0.000 0.044 0,021 0.015 0,092 0,036 0,044 0,031

~ 0.012 0.007 0.006 0,014 0.016 0,033 0,039 0,031 0.059 0,037

~Ul/ml 0.014 0.Q27 0.019 0,008 0,000 0.025 0,001 0,000 0,127 0,108

~ 0.002 0.000 0.029 0.001 0.000 0.028 0.038 0.008 0.053 0.056

~ 0,000 0.000 0.024 0.000 0.020 0.010 0,008 0,004 0,035 0,018

A pesar de la dificultad para analizar estos resultados; se realiz6 un analisis

estadistico ANOVA (Tabla 24); de acuerdo a este analisis, el tiempo de incubaci6n

para medir la tennoestabilidad de los extractos a 50·C , no tiene un efecto

significativosobrelaaclividadres idual.
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Tabla24. Anilisls devarlanzade latennoestabllidad de los elllractosenzimiticos a 50·C.

~~~~~~~ _~~_~~_~~~~~~~~_~~~~~~~~~~~~~ _ ~~~~~~: ~~ _~~~_~~ _ = . ~~~~ ~ _ ~~ _ ~~ad ,.adOS de ripo II

SUIIICIde cuadr ados Gl Cuadr ado Medl 0 Cociente-F P-Valol""
--- ------ ---- -- -- -- -. --- --- -- --- ---- . ---- -- -- ---- -. -_. ----- --- --- -. -. . . . _-- -- ---
EFECTOSPRINCIPAlES

A: Bagaz o
B:T1efllpo ral nut os

16 . 28 e . eeee
1. 28 e .2819

De este analisis tarnbien se puede determinar que los extractos producidos al

utilizar bagazo de cana y pellets de cascara de mango secados a 70·C (BC-M 70),

sonmasestablesa50·Cqueelrestodelosextractos(Figura26) .

Medias y 95.0 Porcentajes InlervalosLSD

BC-MSO BG-Nl60 BG-NI70 BCL-M 60 BCl -M 70

Bagazo

Figura26. Mediasdela ActiV~~~:::~~~:i::~n~~ enlosdiferentesextractos.

4.2.3.2 Termoestabilidad a 60°C

EnlasTablas25,26 ,27 ,28y29semuestranlosresulladosobtenidospara

la termoestabilidad a 60aC , para la FES 1, 2, 3, 4 Y 5. AI igual que para la

termoestabilidad medida a 50·C , en lodos los casos la estabilidad de los extractos

presenta variaciones en cuantoa laact ividad residual con respectoal tiempo.
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paro la obtencian de productos de interesAgroindus trial -

-- JO _ &0min " min 120 mln 150mln 110 min ZlOmln 2M min 270mn 300 min

~ 0.192 0,154 0,269 0,283 0,277 0.237 0.276 0.272 0,307 0,284

~ 0.021 0,011 0.031 0.021 0,018 0,040 0,061 0,050 0,018 0,011

fnj;;;;;;- U1fml

0.079 0.091 0,082 0,116 0.106 0.149 0,098 0.116 0.105 0,095

~ 0,054 0,045 0,114 0_ 0,111 0.048 0,079 0,042 0,038 0,024

~ 0,243 0,243 0,212 0.297 0,232 0.273 0,252 O,25S 0.254 0,244

.......- JOmIn &Om" "m" 120m" 150m ln lIOm ln ZlOnlin Z~mtn 210m !n 300m ln

--m;;;:;;- 0.281 0.017 0,056 0,090 0,670 0,000 0,408 0.364 0,000 0,0 12

~ a.ln 0 ,101 0.169 0,226 0.072 0,103 0.282 0,706 0,000 0,000

----n;;;;;;;-- U1f ml
0,054 0,081 0,035 0,079 0,099 0,042 0,195 0,251 0.058 0,000

~ 0,082 0.022 0.055 0,040 0.020 0.056 0,078 0.241 0.000 0,008

~ 0,042 0.120 0.108 0.038 0,068 0.04 2 0.2 20 0.213 0.087 0,04 3

JOmln &Omln "min 120 min 150m " 180 min ZtOntln 240 min 270 min 300 min

u;;;;;.;- 0.000 0.000 0.000 0,09 5 0,472 0,06 8 0,106 0.076 0.174 0,290

~ 0.000 0.187 0.016 0.126 0.45 5 0_ 0.107 0,232 0,666 0,516

~UI(ml 0.000 0_ 0.043 0.164 0 .256 0.046 0,055 0.017 0.226 0.279

~ 0,014 0.028 0,03 2 0,09 2 0,179 0,082 0,006 0,025 0.123 0.238

~ 0,000 0_ 0.037 0,110 0,164 0,065 0.028 0.077 0,006 0,172

JOmln 60 min 9Om" UOmin 15O""n 180 min 210 min 240 min 170 min 300 min

~ 0,124 0,189 0,000 0,970 0.100 0,000 0.000 0.026 0,104 0,000

~ 0,213 0_ 0,029 0.781 0,062 0,000 0.000 0,068 0,014 0,04 1

~Ul/ml 0,081 0.03 6 0,004 0.368 0,000 0,006 0.000 0,000 0,013 0.019

~ 0,051 0.031 0,000 0,253 0.011 0,000 0.000 O.ln 0.000 0,004

~ 0,034 0,084 0,000 0,209 0.035 0,000 0.003 0,009 0,000 0,000



r "Aprovechamienta de la pulpa, cascaro de mango (Mangui!e,al ndicaL}y Bagazo dec aila,
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-- 30 .... .. mln ..,- 12Om/ • 150m ln 110 min n omin lAOmf. 270 m'" JOOmln

~ 0.385 0.072 0.000 0.729 0.128 0.039 0 ,004 0.116 0.000 0,024

~ 0,3 26 0,045 0 ,004 0,834 0 ,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

~UVmf 0,100 0,000 0,000 0,126 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000

~ 0.017 0.018 0.00 1 0.319 0.000 0,000 0,014 0,0IlS 0,0Il'l 0,000

~ 0,1)84 0,000 O,a)7 0,315 0,000 0,000 0,000 0.000 0,002 0,000

De acuerdo al analisis estadistico de estos datos, para la tennoestabilidad a 60 · C

no haydiferencia significativade ningunode losfactoresanalizados (tiempode

incubaci6n, sustratos) sobre la actividad residual de pectinasa (Tabla 30).

Tabla 30. Analis ls de varlanza de latennoestablll dad de los extractos enzlmaticos a 60·C.

AmH i s is de la Varianza paraActiv idad residual UJ por .l - SumasdeCuadr ados deTipo I
...._-..-_ _--_ _ _ _-_ --_ _--.__ _--- .

EFEaOSPRINCIPALES
A:Sustrato
8:Tlempominutos

LoscocientesFestanbasadosenelerror cuadraticoflledio res idual.

En la Figura 27, se puede observarque para latennoestabilidad a 60·C , ninguno

delosextractosconactividaddepectinasa,esmasestablecon respectoa los

otros al no ver una diferencia significativa entre las medias de las actividades

residuales.



·Aprovechomiento de 10pulpo, cdscoro de mongo (Monguifera Indica Lj y Bagazo decafla,
paro laob tencidn de productosd e interesAgroindustriol·

Medias y 95.0 Porcenlajes Inlervalos LSD

BC-M50 BC-M 60 BC-M 70 BCL-M 60 BCL-M 70

Suslrato

FlguraXT. Medias de la Acti vidad res idual de pect inasa en los diferentes exlractos.
Termoestabili dad a 60 ' C.

4.2.3.3 Termoestabilidad 70°C

En las Tablas 31. 32, 33, 34 y 35 se mueslran los resultados oblenidos para la

termoestabilidad a 70'C , para la FES 1, 2, 3, 4 Y 5. La medici6n de la

termoestabilidad a 70'C , presenta el mismo comportamiento que para las

termoestabilidades medidas a 50 y 50'C , en lodos los casos la estabilidad de los

extractos presenta variaciones en cuanto a la actividad residual con respecto al

tiempo;eslocomoyasemencion6debidoaquese trabaj6conextractoscrudos.

30". 60 min 90 min l ZOrnfn 150 min lJO mI. 210 min 240 min 210 min lOOmln

~ 0,103 0.219 0.081 0.142 o.on 0,071 0.018 0"" . 0.035 0,027

7;;;;;;;- 0.138 0.180 0.190 0.243 0.202 0.24 1 0,344 0,229 0.270 0,226

~Ul/ml
0.01. 0.068 0,036 0.660 0,063 0.113 0.141 0..,. 9 0,041 0,D37

~ 0,000 0.033 0.059 0,018 0,055 0.101 0.122 0,017 0.021 0.048

~ 0.165 0,113 0,D70 0.153 0,144 0,135 0,100 0,101 0.060 0,08 5



r
~ 'AProvechamient;,~::~ :~~~~:;c;;~~:,:~~~;:~::~~a,:,~~~t~~'{.Bagaza de cana,

d6n JOmIn "min 9OmI. 120m l" ISOmi. 110m " 210 min 140 mfn 210 min 300mln

~ 0.000 0.106 0,147 0.125 0,164 0,611 0,521 0,480 0,029 0,490

~ 0,103 0.214 0,521 0,ll95 0.107 0,286 0,316 0,536 0.000 0,323

~UVml O.lU 0.188 0,193 0.075 0,041 0,ll9O 0,125 0,254 0.070 0.218

~ 0,094 0,050 0,215 a,on 0,05 6 0,053 0,08 7 0,13 0 0,077 0,208

~ 0.134 0.074 0,201 0.024 0,039 0,000 0.111 0.068 0,016 0,061

JO... ..... 90 ,", . 120m ln ISOml. 1IOm ln ZlO min 240 min 270m Ln 3OOml"

~ 0,069 0,04 3 0,000 0.172 0,033 0,352 0,144 0.193 0,096 0.087

~ 0.IS2 0.033 0,031 0.016 0,016 0,066 0_ 0.268 0.080 0.000

~Ul/ml 0,039 0,0 12 0,080 0.103 0 ,019 0,047 0.119 0,066 0,217 0,047

~ 0,088 0.000 0,ll9O 0.015 0,018 0,009 0.020 0.078 0,G59 0,013

~ 0,050 0,000 0,061 0,069 0,0 17 0,000 0,004 0,054 0,027 0,007

d6n JO,",. 60 min gam in 120m '" 15Oml" 180 min 210 min 240 m" nO""n 300 min

~

I

~ l

Deacuerdoalanalisisestadisticodeestosdatos,haydiferenciasignificativaenla

termoestabilidad de los extrados obtenidos al utilizar el sustrato BC-M 70 para su

producci6n (Tabla 35); siendo mas estables con respecto a los extractos

obtenidos al utilizar BG-M 50, BCl-M 60 Y BCl-M 70. Sin embargo, no hay una

diferencia significativa al compararlo con la termoestabilidad de los extractos

obtenidosal utilizarBC-M 60 (Figura 28).



"Aprovechomi ento de 10pulpo. cascoro de mongo (Mongui!ero IndicoL) y Bogozode coila ,
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EFECTOSPRINCIPAlE 5
A:5ustrato
8: Tiempa Minutos

9 . 2247 68
9 .239967

8 .9561919
8 .9265631

2. 45 9 .9638
1 .16 9 .3597

Mediasy95.0PorcenlajeslntervalosLSD

I I I
BC-MSO BC-M 60 BC-M70 BCl-M60BCl-M 70

Sustrato

Figura 28. Medias de la Acti~e~=~~:i~:::c:on~~~ en los diferentes extractos.

Los resullados mas relevantesanterioressecotejanysemuestranenel

Tabla 36, en donde se muestra las unidades totales porgramo obtenidas para

cadacaracterizacionrealizadaenlascineticasenzimaticas.



24 horas

FESl

pHclptlmo 6.5 38,39 U

Temp.optin,. 5O"C SO.22U

Tennoestabilidad6QOC 12G-240min 96 %

FES2

pH6pt!mo 6.S 7,99U

Temp .Optim. 5O"C 3,22 U

Termoestobllid.d70"C 180-240 min 78 %

FES3

pH6pt!mo 6.5 48,12 U

Temp.Op!im. 5O"C S2.62U

bllidad7O"C 180--300 m in 78 %

FES4

pH6ptimo 6.5 S7,24 U

Temp.O ptlm. 3S·C 61.72 U

Termoestobilld.d70"C 180-300 m in 27%

FESS

pH6ptlmo 6.5 62,09 U

Temp .Optim. 3S·C 44.3SU

Termoestobilld.d6O"C 12G-240 min 17 %

En la Tabla 36, se observan los mejores resultados para cada una de las

cinetlcas realizadas, en donde se muestra, que en JaFES 1 Japroducci6n maxima

deactividad pectinasa es 24 horascon pH de6.5ytemperatura 6ptima de70oe,

obteniendo 38,39 U Y 50,22 U, perc teniendo su termoestabilidad con 10,27 U.

estopuededebersealaactivaci6nydesactivaci6ndepeclinasas, porejemploen

la Figura 29, que nos muestra los picos de respuesta para termoestabilidad en 24

horas para la FES 1. En dicha figura la actividad de pectinasa presenta altibajos

en actividad de pectinasa que pudiera deberse a la desactivaci6n y activaci6n

enzimatlca.
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Fig . 29. Termoestabili dad a 6O"Cpara la FES 1

En la FES 2, la actividad de pectinasa disminuy6 a 7,99 U, siguiendo el pH

en 6.5, con la diferencia de que se presentaestevalora 24 horasde fermentaci6n,

la temperatura 6ptima es a 50°C con 3.22 U y la termoestabilidad a 60°C de la

reacci6n es en 270 min con 8,69 U. Para la FES 3 los resultados presentan

uniformidad en cuanto al tiempo de fermentaci6n de 24 horas, teniendo los valores

rnaximos de la cinetica, a pH 6.5 con 48,12 U. temperatura optima de 50°C con

52,62 U, siendo la termoestabilidad a 60"C y a los 120 min en donde se presenta

lamayoractividadcon27,73U .

Se continua con la presencia de mayoractividad en 24 horasdela cinetica

enzimatica, en la FES 4. los valores rnaximos obtenidos son a pH 6.5 con 57,24 U,

temperatura optima de 35°C con 61,72 Ulg Y una estabilidad termica en 60°C a los

120 min, con 33.90 U. valores similares se encontraron en la FES 5, en donde los

valores maxlrnos se encontraron a las 24 horas montada la cinetlca, a pH de 6.5

con 62,09 U, temperatura optima de 35°C con 44,35 U Y la estabilidad termica fue

de 60"C a los 120 min con 38,53 U.

-
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En la Figura30,semuestranlaactividaddepectinasaparaelpHde6.5,el

cual, esel pH en dondetodas las cineticasenzimaticaspresentaronsu maxima

actividadde pectinasa.

pHoplimo6.5

·...------- - 1
fl U f( S3 F(S4 rn.s

Fig.30. pH 6pti mo de cineticas de Fenn entaci6n

De estes resultados mencionados anteriormente se toman como las

mejores clneticas de producci6n de pectinasa la FES 4 Y FES 5. Existen reportes

de investigadores que han estudiado la producci6n de diferentes enzimas

pectinoliticas , asi como la utilizaci6ndediferentesdesechos agroindustriales,asl

como el microorganismo productor de las enzimas. Estos reportes se muestran a

continuaci6n:

Nagai y cols . (2000), reportaron una producci6n de enzima

endopoligalacturonasa de 487 U/mg, en un pH optimo de 5.0, temperatura optima

de 40·C , mcubandose a 30 ·C por 12 horas Aspergillus awamori en medio de

soya. Blandino y co ls (2002), obtuvieron 20-25 U/g de pectinasas utilizando

Aspergillus awamori, en salvado de trigo.

Patil y Dayanand (2006b), observaron un incremento gradual de

endopectinasa dando valores que van desde los 5.1 Ulg a 17.1 U/g, utilizando

cascarilla de girasol a pH de 5.0 y Aspergillus niger como productor de

pectinasas,siendo a las 96 horas cuando se presento el maximo valor de 17.1
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U/g en FES. Tarnbien (2006a), demostraron que el pH 5.0 Y temperatura de

34°C, eran 6ptimos para la producci6n maxima de endo y exopectinasas en

cascara degirasol , tanto en condiciones del estado s61idocomo en sumergido.

Silva y co Is. (2002), obtuvieron el valor de actividad maximo de

pofigalacturonasa (Pg) (30 Ulg) , usando el salvado de trigo como la fuente de

carbono. Tambienutilizaronbagazodenaranjaobteniendoelmaximodevalorde

pectina fiasa de 2000 Ulg. AI combinar desechos como bagazo de naranja y

salvado de trigo, aumentaron la producci6n de Pg a 55 Ulg. en un pH de 5.0 y

temperatura de 55·C , siendo estable a 40DCdurante 60 min. y PI de 3540 U/g.

alcanzado esta actividad a pH de 10.5 y temperatura de 50·C . siendo estable a

35DCdurante 60 min.

Xia y co Is. (2009) en un experimento de fennentaci6n revel6 que el

Aspergillus niger , produjo protopectinasa 106.17 U/g a las 36 horas, en una

condici6n de fennentaci6n de 35°C, pH de 5. La producci6n de pectina en la

condici6n 6ptima es el 24.5 %, tan alta como la producci6n de otros metodos

fisicosyquimicoshastaahoradescritos.

Jayani y cols . (2005). reportaron que. la pofigalacturonasa purificada

producida por Streptomyces Iydicus expuso la actividad maxima en el pH 6.0 Y la

temperatura 50·C . (Jayani et aI., 2005). Kumar y cols . (2010), optimizaron un

medio compuesto de cascara de mango, peplona, NH4N03 . MgS04 . ZnS04 y

KH2P04 . en el cual el rendimiento de la producci6n de poligalacturonasa por F.

moliniforrne fue de 43,2 U/g, a una temperatura de 30·C y pH a 4.5.

Fawzi (2009). demostr6 que la pectina liasa purificada de FES, utilizando

como sustrato Iirio acuatlco (Eichhom ia crassipes) Y como productor de pectina

liasa Penicillium velufinum expresaba su actividad maxima en 50 DC Y pH de 5.5,

mostrando estabilidad buena en la gama de pH de 5.5 a 6.0 y su punto de

temperatura era de 65DCdespues de 45 min.

Estos resultados de los investigadores nos dan la pauta para poder

optimizar el medio de fennentaci6n solida, as! como aplicar las mejores
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condiciones flsicas y quimicas para poder aumentar mas la actividad de pectinasa

porestesustratoutilizado.

Tarnbien tomamos como referencia algunos reportes de investigadores que

estudiaron otras enzimas perc utilizando el bagazo de caiia como sustrato.

Rodriguez y cols . (2006), reportaron la actividad de lipasa producida por Rh.

homothaHicusutilizando bagazo de caiia y adicionando C y N como oligoelemtos

en FES, fue de 826 U/g en 12 de incubaci6n. Sol6rzano y Pereira (2002)

reportaron, la obtencion de endoxilanasa (100 U/ml y betaxilosidasa (3.5 U/ml).

utilizando bagazo de cana como principal fuente de carbona en el tratamiento por

FES, encontrando estes valores a un pH de 5.0 y una temperatura optima de 60

·C para la endoxilanasa y pH de 5.0 y temperatura de 55 ·C para la

betaxilosidasa.
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Capitulo 5. Conclusiones

Una manera de aprovechar los esquilmos de mango en Nayarit, es aplicando

unprocesodelavado,extruidoyaplicandountratamientotermicodesecadode

bajocostode implementaci6n, tales el casode Ia obtenci6n de pellets de cascara

de mango.

La cascara y hueso de mango que companen los esquilmos, requieren

procesosdeseparaci6nmecanicaparapoderutilizarlosdemaneraindependiente,

debido a que esta separaci6n es tardada y se requieren varias personas para

poder separar grandes cantidades de esquilmos, sin embargo, deben

desarrollarse equipos de alta capacidad, que permitan altos volurnenes de

separaci6n.

EI rnetodo desarrollado en este proyecto, para la obtenci6n de extrudidos de

cascara de mango, permiti61aobtenci6n de un productoestable portres meses,

almacenado a temperatura ambiente, y con un alto nivel de aceptaci6n sensorial

en las especies en las cuales se realizaron las pruebas de paleatibifidad. Para

generarunaestabilidadde2ailosydarporconsiguienteunvaloragregado a los

pellets,setendriaqueoptimizarelproceso.

Lacaracterizaci6n proximal de los principales constituyentes de losextrudidos

de cascara de mango seilal6queeste productoes superior a numerososforrajes

que actualmentese comercializan como: los de cana, avena, algod6n, chfcharo,

cebada, salvado de arroz, de maiz 0 cascara de cacao. Asi mismo porsu alto

contenidoen carbohidratossimples, sin contarfibra, losextrud idos de cascara de

mango resultaron similaresafforrajede papa ode harina de yuca.

EI rnetodo desarrolladoen este proyecto, para la obtenci6n de extrudidos de

cascara de mango es un metoda que puede ser implementado facilmente, con

maquinaria econ6mica y de uso generalizado, y con relativos bajos costos de

proceso. Los pellets de cascara de mango son unaaltemativa, paralaobtenci6n
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de enzimas de interes alimenticia, obteniendo a partir de ellos enzimas

peclinoliticas, aplicaci6n con en la industria forrajera, como ingrediente en la

alimentaci6n de ganado, o bien, comoingredienteen lafabricaci6ndeharinas.

Con respecto a la obtenci6n de enzimas, los pellets y el Bagazo de calia de

azucar, utilizados como fuente de carbona para el hongo Aspergillus awamori en

fennentaci6n en Estado s61ido, penniten obtener extractos crudos que al

caracterizartosbioquimicamentepresentanactividaddepectinasa.

De las fennentaciones en Estado s6lido realizadas, una vezcaracterizados el

tiempo de la cineticas es de 24 horas como maxima producci6n de actividad,

continuadas lascineticas no se genera mayoractividad . EI pH 6plimo es de 6.5,

para todas las fennentaciones. La temperatura optima es de 35°C y la estabilidad

de la actividad enzlmatica seencuentra en los 120 min.

La fennentaci6n que en la cual se tienen mayores actividades es la

Fennentaci6n en Estado s61ido5, que estaba conslituida bagazo de caria y pellet

de cascara de mango lavada y secada a 70°C, en proporci6n de columna de 50­

50%, en una temperatura de incubaci6n de 30°C, humedad del 75 % Ycantidad de

sustratoporcolumnade110gyunainoculaci6ndeesporasde1 .59x107esporas

porml.



"Aprovechamienta de la pulpa. cascaro de manga (Mangui/era lndica L) y Bagal o de cono,
parolaobtendandeproductosde interesAgro industrial"

5.1 Perspectivas

EI proceso anterionnente usado en el proyecto sirve como base 0

antecedente para poder optimizar la obtenci6n de pellets, para efectos de obtener

mayor cantidad de actividad enzimatlca con respecto a las pectinasas, es

necesario partir desde el proceso de fonnaci6n de los pellets, optimizando la

separaci6n de los esquilmos de mango, aplicarles algun rnetodo para disminuir la

cantidad de azucares presentes en los pellets. Disminuir el porcentaje de

humedad hasta 5%, 10que facilitaria la molienda y tamizado de los pellets para

obtenereltamaiiodeparticulanecesariaparalafennentaci6n.Cadaunadeestas

mejoras a realizar, se enfocarian para futuros trabajos de investigaci6n en la

producci6n de enzimas a partirdeesteimportanteesquilmo.

Este proyecto de aprovechamiento de los esquilmos industriales de Nayarit,

abre un panorama complejo para la producci6n de enzimas, con estos resultados

preliminares, se pueden modificar las condiciones de fennentaci6n, la utilizaci6n

de cascara de diferentes variedades de mango, utilizar diferentes hongos

productores de enzimas, combinar porcentajes de sustratos, utilizar diferentes

temperaturasde incubaci6n, asicomocompararlasproducci6ndeenzimascon

lasfomentacionesenestados6lidoysumergido.

Otra perspectiva es la diseiiar, crear un fennentador es medio s6lido por .

columnas que pennita lIevarse a cabo la producci6n de enzimas a nivel piloto, y

asipoderescalara nivelindustrial .

EI proceso de fonnaci6n de pellets y de fennentaci6n en estado s61ido,

lIevadosaniveipiiotoeindustrial,conimpiementaci6ndeestosprocesosa bajo

costo, el costo-beneficio de los productos de estos procesos es la alternativa de

aprovechamientode los esquilmos industriales generados en Nayarit.
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Compasicl6nporcentualdelasprinclpalesdesechasagropecuarios.

DESECHOS"GRIcoLAS PROTEINA GRASAS CRUD" CENIZAS ELN

Bagazomaguey
a9uamielero 5.13 6.03 30.12 10.51 48.21

Ba9am de pifta 20.98 3.86 65.88 9.28 0.00

Bagazo de destile rlad e uva 44 73 1.70 41.53 10.68 1.35

cascartn:a: :ranode

Forraje verde de
fomIjera

Forrajed e cebada lorrajera 3.50 1.03 45.34 16 .13 33.99

Forrajede chldlaro 4.30 2.20 48.59 4.59 42.32

Forrajedema lze lotero 16.75 3.97 32.35 16.98 29.94

Forraje _de sorgo
lofTajero 11.96 5.98 25.19 9.98 48.89

Forrajevenle deyuca 16.23 8.61 15.89 9.71 49.55

FOlTajeverdedee bo o veza 25.58 1.14 13.12 3.15 57.01

Harinade alfalfa 13.39 1.43 40.53 9.72 34.93

Harina de yuca 3.22 1.52 20.45 3.04 71.77

Pulpa de cafl! 9.99 11.30 35.14 7.30 36.27

Pulpa de heneq Ul!n 4.53 1.92 24.92 15.99 52.64
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Pulpadeyuca 4.53 0 .65 6.80 3.56 84.47

Rastroiodemalz 4.97 6.38 40.08 5.98 42.60

Sa~d. malz 12.92 4.32 15.10 6.91 60.74

Temodeca"l 10.07 2.28 27.46 8.92 5127

Tamode heneqUl!n 5.62 5.82 32.42 9.37 46.76

Tu~deyuca 2.54 3.95 2.46 2.42 88.61

Cabezadecamaron 94.38 0.09 2.41

GaUinaza 20.79 0.65 16.49 19.00

=::sangreYhuesos
95.31 0.60 0.13 3.45

Harinadepescado 60.20 18.14 4.09 18.61

Pollinaza 5.40 0.63 10.93 68.51

Vacaza 9.95 3.18 13.15 4.53



·Aprovechamienta de 10pulpa. coscara de mango (Manguij ero Indica L.)y Bagal o dec ofla .
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Anexo 2. Componentes printipales de una Fermentation en Estado SOlido (FES)
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·Aprovechamienta de 10pulpa, cascaro de mango (Mangui/era Indica L.)y Bagaza de coila ,
poro laobtendandeproductosde interesAgro industriol ·

Anexo3 . Azucaresreductore stotalespresentesenpellesde cascarademango .

Muestra 5acarasa(g/Kg) Glucosa(g/Kg) Fructosa(glKg)

PelIetSOCexlJactD 2.81 0.67 1.58

Pellet60CexlJactD 4.04 1.06 2.41

Pellet70extractll s.zz 1.7 4.02

PelletSOCexlJactD - 2.68 2.75
Iavado

Pellet60Cextractll 0.54 5.50 7.84
Iavado

Pellet70Cextractll 1.61 3.86 5.94
Iavado


