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Resumen

En este trabajo se utiizaron esquilmos derivados de agroindustrias nayaritas tales como
la céscara de mango y bagazo de cafia para la produccién de pectinasas en una
fermentacion de Estado sélido. Las céscaras de mango se sometieron a un proceso de
reduccién de particula emple6 un molino de cuchillas, obteniendo una pasta suave y
uniforme, ésta pasta se llevd a un proceso de secado con aire caliente hasta llegar a una
humedad del 15%, a los extrudidos de céscara de mango se les aplico un secado
complementario a tres temperaturas 50°C, 60°C y 70°C hasta un contenido final de
humedad del 7.8%. Los pellets fueron uiizados como sustrato, en Fermentacion en
Estado Sélido (FES), teniendo como soporte bagazo de cafia y al hongo Aspegillus
‘awamori como productor de pectinasas. Se realizaron tres cinéticas de produccién en un
fermentador de estado slido de columnas, las condiciones de fermentacién fueron las
siguientes: para la FES-1 se consider6 un pellet a 50°C y bagazo de cafta (50%-50%),
inoculo con 1.3x10 esporas/ml y humedad del 75%. Para la FES-2 pellet a 60°C y
bagazo de cafia (50%-50%) inoculo de 1.1x10 esporas/ml y humedad del 75% y para la
FES-3 pellet a 70° y bagazo de cafia (50%-50%), inoculo de 1.9x10" esporasimi y
humedad del 75%, ajustd la temperatura de fermentacion a 30°C. Se realizé una cinética
de actividad, en la que se tom6 muestras cada 24 horas. La actividad de pectinasa de los
extractos, se determiné utiizd el método de DNS, para la medicion de azicares
reductores liberados por la actividad de pectinasa. Para la caracterizacion bioquimica de
los extractos, se determinaron los pH 6ptimos (36, 4.5, 5.0, 6.0y 6.5), y las temperaturas
6ptimas (35°C hasta 70°C), ademés de la termoestabilidad a 50, 60 y 70°C (cada 30
min.). Los resuttados obtenidos en estas pruebas fueron los siguientes: EI pH Sptimo
encontrado fue de 4.5, 6.0y 4.5 para los extractos de la FES-1, 2 y 3, respectivamente.
Con respecto a las temperaturas 6ptimas, las mejores actividades se detectaron a los
60°C, 50°C y 45°C para los extractos de la FES-1, 2y 3, respectivamente. De acuerdo a
los primeros resultados obtenidos de las cinéticas enziméticas, la mxima actividad de la
pectinasa se obtiene dentro de las primeras 48 horas de iniciada la fermentacién,
posteriomente no existe un incremento significativo de la aciidad. A partir de los
resultados, se continud con la de fas cond de para la
incrementacién de la actividad de pectinasa. Las cinéticas FES 4 y FES 5. no se
encontraron diferencias significativas en la produccion de pectinasas, siendo su tiempo
méximo de produccién de 24 horas, a un pH de 6.5.Tomando en cuenta que no es
ignificativo el uiiizar pellets de




Capitulo 1. Introduccién

Meéxico, es uno de los principales paises productores de frutas tropicales a
escala mundial, ocupa el tercer lugar como productor de mango con mas de 1,
500,000 toneladas (SAGARPA, 2009.) Después de la India que exporta 240,000
toneladas anuales, México es el segundo exportador de mango a nivel mundial,
con aproximadamente 236,000 toneladas; el tercer exporiador es Brasil con
apenas 116,000 toneladas de las exportaciones de mango a nivel mundial (FAO.
2007). En México, estado de Nayarit es uno de los més importantes productores
de frutas tropicales entre las que destaca por su cantidad, y calidad sensorial el
mango, con una produccion de 291,100 toneladas anuales (SAGARPA, 2009).

Nayarit tiene el potencial de i ignificati su

de frutas tropicales, sin embargo no se ha hecho, debido al alto porcentaje de
pérdidas que se fiene de estos productos. Al mismo tiempo, que el 95% de la
demanda intemacional de productos elaborados a partir de frutas tropicales, se
encuentra desatendida (Revista Claridades Agropecuarias, 2006). Para coadyuvar
al desamollo integral del estado de Nayarit, es necesario considerar a la
agroindustria, como el medio més importante para disefiar nuevas lineas de
proceso, como la Deshidratacion Osmotica de frutas tropicales, y asi aumentar el
aprovechamiento de estas frulas, y satisfacer parte de la demanda internacional,
Deben desarrollarse productos que permitan conservar al mango en el lugar y
fiempo de abundancia, con el objeto de disponer de ¢l durante todo el afio y asi
disminuir las pérdidas debidas a la alta propension a la descomposicion de esta
fruta. En la obtencién de productos de buena aceptacién se requiere de métodos
répidos y objetivos que permitan predecir y controlar la calidad, desde la recepcion
de la materia prima hasta que ef producto terminado llegue al consumidor (Chua y
cols., 2000)

Existe una extensa gama de productos que se pueden elaborar a partir de
frutas frescas. Sin embargo, los principios de conservacion son practicamente los
mismos, y estan enfocados a contrarrestar los efectos de los factores de deterioro
como los microorganismos, la actividad enzimati

. v las oxidaciones (Mayor y
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Sereno, 2004). La eliminacién de fa humedad y fa incorporacion de diversas
sustancias de los alimentos se pueden lograr en forma simultanea mediante su
inmersién en soluciones acuosas hiperténicas, elaboradas a partir de aziicares,
sales, polioles y otros sélidos solubles, que permitan establecer un gradiente de
concentraciores entre el alimento y la solucién concentrada. Este proceso se
conoce como Deshidratacion Osmética (Xian-Ju y cols., 2007; Chou y Chua,
2001), entre sus muchas apiicaciones se encuentra el desarrollo de nuevos
productos, ya sea para consumo directo, o como productos predeshidratados, lo
que permite ahorrar energia en el secado, mejorar fa estabilidad, las propiedades
funcionales, la textura, el contenido de nutrimentos y la calidad sensorial de los
alimentos i Los productos i son materiales

generalmente suaves que pemiten darles fomas atractivas para el consumidor.

La Deshidratacion Osmotica es un método que mejora la calidad de los
alimentos deshidratados en cuanto a su textura, color, y atributos sensoriales,
entre otros. Sin embargo, mediante la deshidratacion osmética no se elimina la
suficiente humedad para que los alimentos osmodeshidratados sean estables, por
1o que se requiere aplicar un método complementario de secado (Kumar y cols,
2006). Como métodos complementarios de secado para los alimentos
osmodeshidratados se encuentran el secado con aire caliente, el secado con
puiso de vacio, la liofilizacion, el secado solar y el secado con microondas
(Venkatachalapathy y Ragavan, 1999). Los alsibutos de calidad y estabilidad de
los alimentos osmodeshidratados se relacionan directamente y en forma

con las de proceso en el método de secado
complementario (Fito y cols, 2001). El secado con microondas ofrece importantes
ventajas como método o en alimentos ya que

favorece la Termo Expansion del producto, reduce la pérdida de vitamina C y
4cido ascorbico, favorece la retencién 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 o en el secado solar (Beaudry y
cols, 2003; Erle, 2005).
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En Meéxico, en el estado de Nayarit se siembran y cosechan grandes
cantidades de productos agricolas como son el mango, cafia de aziicar, plétano,
sandia, mel6n, sorgo, amoz y frijol, entre otros. De estos productos que se
cosechan, el mango y la cafla de aziicar son los de mayor importancia por su

produccién a nivel nacional.

De acuerdo con un monitoreo agroeconémico del 2009 de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), la
produccién de mango fue de 239,719.5 toneladas en una superficie sembrada de
20,971 hectéreas. Asi mismo, la produccién de cafta de azicar fue de 2, 781,325
toneladas en una superficie sembrada 34,069 hectareas. (SAGARPA, 2009)

- En contraste con la produccion de estos recursos agricolas, en Nayarit se
generan anualmente més de 5000 toneladas anuales de residuos de cascara y
hueso de mango, de ellos se utiizan cerca del 20% para generar compostas
orgénicas, el resto no es aprovechado para generar algin subproducto derivado y
simplemente se desecha, generando costos de transporte a las empresas, el cual
no es redituable. Para el caso del bagazo de cana la produccion anual es de
aproximadamente 834,000 toneladas (Revista Claridades Agropecuarias, 2006).

En Nayarit, el manejo de los esquilmos (cAscaras y huesos) de mango es
una problemética que requiere ser atendida. Por la magnitud de este probiema, los
proyectos relacionados con la utilizacién de estos subproductos deben estar
enfacados al desarrollo de alternativas factibles de implementar en Nayarit

El bagazo es uno de los subproductos que tiene mayor demanda en
México por sus isti y Aeste respecto, se
debe sefialar que el principal consumidor de este material es Ia propia industria
azucarera, que lo aprovecha como fuente de energia al ser quemado en los

ingenios. ; se calcula que el 86% del bagazo
generado se usa para estos fines (Revista claridades Agropecuarias, 2C06).

Diversas aplicaciones para el aprovechamiento del bagazo de cafia han
sido reportadas, combustible y biocombustibles, produccién de papel, efc. Las



céscaras de mango pueden ser empleadas en la preparacién de pectina y fibra
dietética. La preparacion de fibra pectina es una alternativa en Ia produccién de
ingredientes a bajo costo (Larrauri y cols., 1996).

£l uso de residuos agroi en ionan sustratos
junto con el de

principalmente en el 4rea de enzimas y la tecnologia de fermentacién, se han

abierto grandes posibilidades para la el aprovechamiento de dichos residuos.

(Pandey y Soccol, 2000).

Por lo tanto, se producen grandes cantidades de esta fruta Los resultados
obtenidos en el presente trabajo permitieron optimizar las condiciones de proceso
del secado complementario con microondas a nivel de planta piloto, lo cual
permiié integrar una linea de proceso para frutas osmodeshidratadas, como una
altemativa para el mejor aprovechamiento del mango de la region. El
aprovechamiento del bagazo de cafia y la cascara de mango para la produccion
de metabolitos de interés alimentario o comercial tales como enzimas pectinasas
seria de especial importancia para el estado de Nayarit, para ello se

dos procesos bi 6 uno para formar pellets de cascara
de mango, las cuales sirvieron como soporte de produccion de pectinasas y un
proceso de ion bi jico llamado ion en Estado Solido, el

cual, es definido como el cultivo de microorganismos sobre material sélido en
ausencia o casi ausencia de agua libre, para la produccion de las enzimas (Sanzo
y cols, 2001). Realizdndose la investigacion dentro del proyecto de Fondos
Mixtos Nayarit, 92071, Estrategias para monitorear la produccion de lipasas y
pectinasas por fermentacion en estado sélido utilizando residuos agricolas del
estado de Nayarit
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1.1 Hipétesis

El empleo de esquilmos agricolas tales como pellets de cascara de mango
como sustrato y bagazo de cafa como soporte en Fermentacién por estado sdlido
(FES), favorecen la produccion de enzimas pectinasas de interés biotecnolégico.

1.2 Objetivos

Objetivo General

Utilizar esquimos de cascara de mango y bagazo de cafia del Estado de
Nayarit para producir pectinasas de interés biotecnologico por medio de una
fermentacion de Estado Solido.

Obijetivos Particulares

Procesar esquilmos de mango para obtener pellets secados a 50°C, 60°C y
70°C, dtiles como sustrato en la fermentacién de Estado sélido.

Obtener extractos enziméticos, a partir de Fermentacion en estado sélido,
utilizando pellets de cascara de mango y bagazo de caia de azdcar como
fuentes de carbono.

Caracterizar bioquimicarmente los exiractos crudos en base a su pH optimo,
optima y su ilidad en de 50°C, 60°C y

70°C



Capitulo 2. Revision de literatura

2.1 Mango y sus componentes.

El mango (Mangifera indica, L.) es una fruta producida en més de 90 paises
por todo el mundo (FAOSTAT 2007). Durante el tratamiento de mango, son
generados esquilmos como son la cascara y el hueso, que representan cerca del
40% del peso lotal de la fruta. Son ricos en varias sustancias nutiitivas como
azicares, 4cidos organicos, sustancias colorantes, proteinas, aceites y vitaminas
que pueden ser de interés en la industria alimentaria, fammacéutica, quimica o
cosmeética (Kumar y cols., 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 gelificacion (220°). Los geles de pectina son importantes para crear o
modificar la textura de compostas, jaleas, confites y productos licteos bajos en
grasa. La pectina es también utiizada como ingrediente en preparaciones

cas, como antidiaméicos y desintoxi entre otros. Ademas, ésta
reduce la intolerancia a la glucosa en diabéticos, e incluso baja el nivel del
colesterol sanguineo (Berardini y cols., 2005).

En muchos paises se utiizan las cascaras de mango para le elaboracin de
compostas, las cuales han demostrado ser buenos fertiizantes para el cultivo def
mango, ya que le restituyen algunos de sus nutrimentos esenciales. Es
componente habitual de la alimentacion de ganado vacuno, porcino y caprino.
También, mediante procesos fermentativos se puede obtener a partir de la
cascara de mango, 4cido acético, 4cido citrico, y alcohol. Asi como, enzimas
principalmente celulasas y pectinasas (Berardini y cofs., 2005)

La céscara de mango tiene propiedades astringentes, por lo que es utilizada
como un ingrediente muy importante en la elaboracién de productos de
cosmetologia. La fibra de la cascara de mango es una buena fuente de fibra
dietaria, y su composicién quimica es similar a las fibras obtenidas de las céscaras
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citricas, por lo que es incluida en la elaboracion de alimentos dietéticos (Sudhakar
¥ Maini, 2000)

El aroma y sabor de fa cascara de mango son agradables y persistentes,
ademas, la cascara de mango liene un importante contenido de pectina y una aita
actividad antioxidante, por lo que se ha utilizado para elaborar mermeladas con
buen nivel de aceptacion sensorial. La cascara de mango ha sido wliizada para la
obtencién de pectina por via quimica. La extraccion de pectina por via enzimatica
presenta algunas ventajas con respecto a la pectina extraida quimi

mente, ya
que estos materiales pueden presentar actividad biolégica y aplicaciones medicas
(Sudhakar y Maini, 2000)

Los residuos  agroindustriales son generados en gran cantidad durante e}
tratamiento y su disposicion mas bien causa varios problemas ambientales. Hubo
una tendencia creciente hacia la utiizacion mas eficiente de residuos
agroindustriales como el bagazo de yuca, el bagazo de cafia de aziicar, la pulpa
de remolacha, la pulpalcascara de café, la cascara de mango, cascara de
manzana, etc., como sustratos en bioprocesos. Son utilizados como las materias
primas para el crecimiento de mi ismos que les suministra las

sustancias nutritivas esenciales (Pandey y Soccol, 1998; Pandey, 1994; Pandey y
Soccol, 2000; Pandey y cols.. 2000a; 2000b; 2000c; 2000d; Pandey, 1999a;
Pandey, 1992).

han sido mejores ias con el proposito de
lograr el aprovechamiento y degradacion de desechos agricolas mediante
procesos fermentativos de bajo costo y alto rendimiento, que generen productos
como las pectinasas, de amplia aplicacion en la industria nacional. La atencion de
hoy en dia en particular ha sido el pago por productos con valor agregado
extraidos de fuentes baratas como los restos de industriias agricolas; estos
incluyen la melaza de cafia de azécar, esquilmos de piel de papas. semillas y
céscara de uvas, semillas y cscaras citricas, subproducios verdes de verduras, y
subproductos de cacao (Guimaraes y cols., 2007)
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La conservacién de frutas y vegetales se ha ido apiicando a o largo de
cientos de afios, basados en las técnicas de secado solar. La calidad de un
alimento es importante, para ello se han ido perfeccionando técnicas de secado
tales como Secado con Aire caliente, vacio, congelado, deshidratacion osmética,
lecho fluido, microondas o bien la combinacion de estos (George y cols., 2004;
Bezyma y Kutovoy, 2005).

La aplicacion del fenémeno de 6smosis en la deshidratacién de frutas se
puede aprovechar debido a que un gran nimero de frutas, como es el caso del
mango, de la fresa, papaya, pifia, melon entre ofras, cuentan con elementos
necesarios para inducir la osmosis. Estos elementos corresponden a la pulpa, que
en estas frutas consiste en una estructura celular mas o menos rigida que actua
como membrana semipermeable.

Detras de estas membranas celulares se encuentran los jugos, que son
soluciones diluidas, donde se hallan disueltos slidos que oscilan entre el 5 a 18%
de concentracién. Se esta fruta entera o trozos se sumerge en una solucién o
jarabe de aziicar de 70%, se tendria un sistema donde se presentaria el fenémeno
de 6smosis. Los jugos en el interior de las células de la fruta estén compuestos
por sustancias disueltas en agua, como 4cidos, pigmentos, azicares, minerales,
vitaminas, etc.

La deshidratacion osmética consiste en un proceso de eliminacién del agua
contenida en el interior de sélidos celulares, mediante su inmersion en una
disolucién concentrada (jarabe o salmuera). La fuerza impulsora requerida para el
flujo del agua es la diferencia de potencial quimico entre la disolucién y el fluido
intracelular. Si la membrana es semipermeable, el soluto es incapaz de difundirse
hacia el interior de las células a través de la membrana. No obstante en los.
sistemas ali ios es dificil tener i
debido a su compleja estructura intema, y siempre se produce alguna difusion del
soluto hacia el alimento, y viceversa, una lixiviacion del propio soluto del alimento

hacia fuera.
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El proceso de deshidratacion osmotica se caracteriza por tener 2 periodos:
uno dinamico y el otro de equiibrio (Rahman 1992). En el periodo dinamico las
velocidades de transferencia de materia aumentan o disminuyen hasta que se
alcanza el equiibrio. E) proceso osmotico termina cuando se alcanza este
equilibrio, o sea, cuando la velocidad neta de transporte de materia es cero. El
agua se elimina principaimente por difusion y por flujo capilar, mientras que fa
captacién del soluto o lixiviacién se produce solamente por difusion (Raoult-Wack,
1984)

Este es un proceso determinado por los fenémenos de fiujo osmético de
transporte en medio liquido. £ agua se extrae de los alimentos mediante el uso de
Ia presién osmética generada por soluciones hipertdnicas. Al sumergir al alimento
en soluciones csméticas, se generan gradientes de potencial quimico entre el
alimento y la solucién. estos gradientes constituyen las fuerzas impulsoras para la
transferencia de masa durante el proceso osmético, el cual se caracteriza por la
presencia de flujos de agua y de solutos, simultaneos y en contracorriente (Barat,
1998).

En circunstancias como el aumento de la temperatura por escaldado previo
de las frutas, la baja agitacién o calentamiento del sistema se puede producir
ingreso de sélidos hasta un 6 a 10%. Como hasta ahora se ha visto, de las
caracteristicas y las condiciones en que se realice el proceso, dependeran los
fenémenos que dentro del sistema frutaijarabe se presenten

La reduccion de la actividad acucsa de los alimentos que produce dos
transformaciones simuttineas en el producto, una debida a la pérdida de agua y
otra, debida a la ganancia de sélidos. En el proceso 0smélico el agua se extrae del
alimento en forma liquida y sin que ésta cambie de fase; Ia lransferencia de masa
entre el alimento y Ja solucién se puede realizar incluso a temperatura ambiente,

hecho que favorece la ion de de atributos y de
estructuras en los alimentos (Tomeggiani, 1995).
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Esta reduccién de la actividad acuosa limita el desammolio microbiano en los
alimentos, que simulténeamente se enriquece al producto con diversos
mejorando sus y de estabilidad. Una

caracteristica importante apreciada en los alimentos osmo-deshidratados, es la
formacion y retencion de una capa de solutos en la superficie, que protege al
alimento de agentes extemos, reduce la pérdida de solidos y le confiere al
producto propiedades especiales para posteriores tratamientos (Azuara, 1999).

Los productos abtenidos por deshidratacién osmética son mas estables
durante el almacenamiento que los alimentos no tratados por este método. Esto es
debido a que contienen menor actividad de agua, provocada por a ganancia de
soluto y la pérdida de agua. A baja actividad de agua las reacciones quimicas
causantes del deterioro en el alimento, también son menores, asi como la
produccitn de toxinas por microorganismos

En el enlatado de frutas y horalizas fiescas con alto contenido de
humedad, el agua puede fluir desde el producto a la salmuera o jarabe
provocando disolucién. Esto puede evitarse mediante el proceso predeshidratado
osmético, can el que se consigue mejorar la estabilidad del producto (Shama y
col., 1991). El soluto ejerce efecto gemmicida, restringiendo de este modo el

crecimiento de organismos aerobios.

Desde el punto de vista industrial la deshidratacion osmética implica
importantes ventajas ya que es una técnica de conservacion apropiada para
muchos alimertos, incluso para tejidos vegetales dafiados, 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 Deshidratacién Osmética

Algunas de las ventajas logradas entan relacionadas con la conservacién
de la calidad sensorial y nutricional de las frutas.

El agua que sale de la fruta al jarabe de temperatura ambiente y en estado liquido,
evita las pérdidas de aromas propios de la fruta, los que si se volatizarian o



descompondrian a las altas temperaturas que se emplea durante la operacion de
evaporacion que se practica durante la concentracién o deshidratacién de la
misma fruta mediante otras técnicas.

La ausencia de oxigeno en el interior de la masa de jarabe donde se halla la fruta,
evita las comespondientes reacciones de oxidacién (pardeamiento enzimético) que
efectian directamente la apariencia del producto final.

La deshidratacion de la fruta sin romper células y sin poner en contacto los
sustratos que favorecen el oscurecimiento quimico, permite mantener una alta
calidad al producto final. Es notoria Ia alta conservacion de las caracteristicas
nutricionales propias de la fruta.

La fruta obtenida conserva en alto grado sus caracteristicas de color, sabor y
aroma. Ademds, si se deja deshidratar suficiente tiempo es estable a temperatura
ambiente, lo que la hace atractiva a varias industrias. La relativa baja actividad de
agua del jarabe concentrado, no permite el facil desarrollo de microorganismos
que répidamente atacan y dafian las frutas en condiciones ambientales.

Esta técnica presenta interesantes ventajas econémicas, teniendo en cuenta la
baja inversién inicial en equipos, cuando se trata de volimenes pequefios a nivel
planta piloto, donde solamente se requieren recipientes plasticos medianos, mano
de obra no calificada, sin consumo de energia eléctrica y ademss los jarabes que
se producen, pueden ser utilizados en la elaboracion de yogures, néctares. etc., a
fin de aprovechar su poder edulcorante y contenido de aromas y sabores de la
fruta osmodeshidratada.

Por otra parte el uso de azicar (sacarosa) o jarabes y melazas tan disponibles en
nuestro medio rural, con la posibilidad de su reutilizacién bien sea en nuevos
procesos o para edulcorar otras productos Ia hace una técnica interesante. Entre
ias limitaciones que presenta esta técnica de osmodeshidratacion esté que no a
todas las frutas puede aplicarse. Por ahora solo se emplean las frutas que
presentan estructura solida y pueden cottarse en trozos. Tampoco se
recomiendan las frutas que poseen alto nimero de semillas de tamafio mediano



como la mora o quayaba. Algunas frutas pueden perder su poca acidez como e
mango o la pifia, aunque se puede corregir este inconveniente ajustando la acidez
del jarabe a fin de que la relacién de sabor acido-dulce sea agradable al gusto.

2.3 Bagazo de Cafia

Los residucs de la industria azucarera, y potencialmente cualquier residuo

son sustratos mas licos, pero més complejos que la glucosa
y sacarosa, y pueden ser convertidos en productos dtiles mediante procesos de
fermentacion. Por su abundancia y capacidad de renovacion sustentable, las
materias primas més viables para la produccion de biocombustibles y plasticos
resultan ser los azicares presentes en los residuos agroindustriales (la
lignocelulosa o biomasa), siendo su bajo o nulo costo otro factor que favorece su
uso (Ingram y cols., 1998).

Desde el punto de vista econdmico, se requiere que el residuo

se encuentre en ciertas locali ¥ cuyo transporte

sea minimo. El que cumple este requisi es el bagazo de

cafia de azicar (BCA, Martinez y cols., 2000). este se encuentra concentrado en
os ingenios de los estados, Nayarit, Veracruz, Jalisco y Morelos, entre otros.

El bagazo es el residuo fibroso de la cafia, que se obtiene después de
extraer el jugo y su uso tradicional ha sido como combustible en la misma
industria. En muchos paises se quema por completo, debido a que lo sustituyen
por petréleo. Los expertos estiman factible obtener hasta 30% de bagazo sobrante
sin tener necesidad de quemar petréleo, si se mejora la eficiencia térmica de los
ingenios (Pandey y cols.. 1995).

La fibra se utiliza para la produccion de pulpa, papel y tableros: mientras
que la médula, presente también en el bagazo se utiliza para la alimentacion de
ganado, como combustible, o como materia prima para la produccion de furfural
(Rosales y Sanroman, 2005)



En promedio en BCA mexicano contiene 42% de celulosa y 28% de

i Esta iltima estd de polimeros de xilosa, 4cido urénico,
radicales acetilo, arabinosa y manosa. Un analisis promedio del bagazo da los
siguientes valores: fibra 48.7 %, humedad 49%, sélidos solubles 2.3% (Pandey
y Soccol, 2000).

Técnica y econdmicamente es recomendable ilevar a cabo una hidrélisis
quimica de la fraccién hemicelulésica, generando jarabes que contienen xilosa,
arabinosa y glucosa, en una relacién 80, 5y 15% respectivamente (Martinez y
cols,, 2000), y una hidrdlisis enzimatica de la fraccién celulésica (Dien y cols.,
2003), para generar glucosa y celobiosa.

Sin embargo, los procesos que implican el bagazo de cafa para la
produccion de etanol realmente requieren de una cantidad sustancial. Esto
alectaria el suministro de combustible para los molinos de aziicar y se haria lo
necesario para encontrar un combustible altemativo, que hasta ahora en gran
parte ha sido fracasado (principaimente debido a motivos economicos). Ademas,
a produccién de etanol del bagazo de cafia necesita hidrdlisis, que requiere una
gran cantidad de enzimas celulasas para sacarificacion (Rosales y Sanroman,
2005)

2.3 Fermentacion en Estado Sélido

La fermentacién en estado solido (FES) es definida como el cultivo de
microorganismos sobre sustrato sélidos en ausencia o casi ausencia de agua libre
(Moo-Young y cols,, 1983; Sanzo y cols, 2001; Raghavarao y cols., 2003;
Kashyap y cols., 2003). Debido al bajo contenido de liquidos, en la FES se
requieren fermentadores relativamente pequefios sin que se sacrifique el
rendimiento del producto, ademas la baja actividad de agua reduce las
contaminaciones pues solo algunas bacterias son capaces de crecer en estas
condiciones. Por ofro lado, la FES es lenta y presenta problemas para la

de calor y masa. y cols., 2003).
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En los procesos fermentafivos de este tipo, Ia cantidad del agua no deberia
exceder la capacidad de saturacion de la cama solida en la cual los
microorganismos crecen (Laukevics y cols. 1984). El 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 fa mayoria de microorganismos. Los productos fingicos de interés
biotecnologico, por ejemplo  enzimas, metabolites secundarios y esporas,
presentan mayores ventajas respecto a la fermentacion sumergida cuando se
utilizan o crecen en sustratos himedos solidos.

En este proceso, el sustrato solido no sélo suministra las sustancias
nutiitivas a la especie de microorganismo, sino también, sive como un anciaje
para las células microbianas (Nair y cofs., 2004).

La fermentacion de estado sslido ha surgido como una tecnologia potencial
para la produccion de productos microbianos como en alimentos, combustibles,
sustancias quimicas de alimentos, industriales y productos fammacéuticos y otras
aplicaciones en bioprocesos como la lixiviacién, bioremediacién, biogeneracion,

i i6n, biocontrol, etc. (C 2005).

La FES es un sistema il para la produccion de enzimas de interés en el
campo de la biotecnologia (Nigam y Singh, 1994), tales como amilasas (Murado y
cols., 1997; Mulimani y Ramalingam, 2000; Rahardjo y cols., 2008). celulasas,
xilanasas, proteasas, fitasas, lipasas, etc., en cidos tales como 4cido citrico,
lictico; en metabolitos secundarios, el 4cido giberilico, alcaloides y en antibiéticos,
como la penicilina, ciclosporin, cepamicina y tetraciclinas ( Chundakkadu, 2005;
Pandey y cols., 1999a; Sodhi y cols.. 2005).

La FES ha provocado varias investigaciones en décadas pasadas debido a
su posibilidad de usar los desechos o esquilmos producidos en el tratamiento de
frutas y semillas, haciendo los procesos mucho mas eficientes tanto del punto de
vista econémico como de ambiental.
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Los residuos i son i como el

mejor sustrato de produccion de enzimas para los procesos de FES (Ellaiah y
cols., 2002). Los sustratos tradicionalmente usados en FES incluyen el arroz, el
trigo, el milo, 1a cebada, el grano y el frijol de soja, c4scara de manzana, céscara
de uva, cascara de pifia, cascara de plétano, cascara de kiwi (Sodhi y cos.. 2005;
Hesseltine, 1877). El costo y la disponibilidad son i y

por lo tanto fa seleccién de un sustrato sélido apropiado juega un papel importante
en el desanallo de procesos de FES eficientes (Pandey y Selvakumar, 1999).

234 Vantajas:

Castilho y cols. (2000), Aguitar y cols. (2001) y Holker y cols. (2004), han descrito
tas ventajas mds importantes sobre la FES y su utiizacién en la produccion de
enzimas, lales caracteristicas son las siguientes:

1. El producto presenta alta concentracion, lo que facilita su purificacién
2. Baja cantidad de efluentes liquidos.
3. Elinoculo usado es fa flora niatural de los sustratos
4. La cantidad de esquilmos generada es mas pequena que el FMS
5. Una elevada productividad de enzimas.
3 elevaca pre UNFHASIAD AN Ot At
6. Mejor oxigenacin ,
7. Mayor estabilidad del producto. 24
8. Bajos costos operativos y de capital de inversion.
9. Disminucién de volumenes de operacion.
10.Equipos y medios de cultivo sencillos. SISTEMA Ut BIBLIOTECAS

11.Procesos de recuperacion més faciles.

12.La posibiidad de utiizar directamente los sélidos fermentados como
alimentos.

13.5u operacion requiere de tecnologias sencillas y econmicas.
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14.Los subproductos agroindustriales solidos pueden ser utilizados como
medios de cullivo para la obtencion de productos (enzimas) de alto valor
agregado.

2.3.2 Desventajas:

1. Los microorganismos usados son limitados aquellos que cultivan en los
niveles reducidos de humedad.

2. La falta de dispositivos para determinar parametros como la humedad, el
pH, oxigeno y diéxido de carbono, constituyen un problema debido a la
naturaleza heterogénea de este tipo de fermentacion.

2.4 Comparacién entra la Fermentacién en Estado sélido y Fermentacién
Sumergida.
En el mundo occidental, la FES ha sido menos estudiada que la

en Estado Si rgido (FS). Las dife més entre
estos sistemas son el contenido relativamente bajo de humedad en el medio, la

formacién de los gradientes de temperatura, sustancias nutritivas, asi como sus
productos como i6n, enzimas, (Mejia y cols.,
1998), el 4cido citrico (Favela y cols., 1998) y los compuestos aromaticos (Shary-
Bagnon y cols., 2000).

La FES, como se ha relatado, presenta més ventajas que la fermentacion
sumergida (FS), esto se traduce en una produccion mas barata de enzima que
tiene mejor propiedades fisicoquimicas que las producidas por FS (Sanzo y cols.,
2001). Estudios han demostrado que las enzimas producidas por FES son més
estables en amplias gamas de temperatura y pH, en comparacion con la FS. Esto
ha sido evidenciado para enzimas como la amilasa (Ramesh y Lonsane, 1991).
pectinasa (Solis y cols, 1993); Maldonado y Strasser of Saad, 1998), tanasas
(Lekha y Lonsane, 1994) y proteasas (George y cols., 1997)
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La FES tiene ventajas potenciales sobre la fermentacién sumergida en lo
que concieme a la simplicidad en la operacién, la alta productividad de
fermentacion, menos favorable para el crecimiento de contaminantes y la
formaci6n de producto concentrada (Ashokkumar y cols., 2001).

La produccién de pectinasas por hongos del género Aspergillus ha sido més
alta en FES que en fermentacidn sumergida (Solis y cols., 1996). Acufia y col,
(1995) reportaron que A. niger produce diferentes respuestas fisiologicas
dependiendo del tipo de fermentacion usada, y que hay ventajas en la produccion
de pectinasas usando FES en comparacion con fa fermentacion sumergida.

Entre las ventajas para procesos de FES a menudo es citado que los
niveles de produccion de enzima son mas altos que en FS, comparando las
iciones de ion y el medio de i6n. Sin embargo, hay una

escasez en cuanto a estudios fisiologicos que comparan FES y FS tratando de
explicar por qué los microorganismos producen niveles de enzima mas altos en la
primera clase de proceso comparado con el segundo.

Esta carencia de informacién hace dificil cualquier evaluacion en cuanto al
valor de un proceso contra el olro, asi como, el dificuitar et acercamiento
fundamental de tratar la optimizacién y el disefio para la técnica FES en areas
como fa mejora de tension, la ingenieria de sustrato sélido y el control de
procedimiento. Algunos ejempios conocidos son las amilasas (Raimbault y
Alazardd, 1980; Soccol y cofs, 1993; Raimbault, 1998; Soccol y cols., 1994),
Glucoamilasas (Soccol y cols., 1993, Soccol y cols,, 1994), celulasas [Raimbautt,
1998; Soccol y cofs., 1994), peclinasas (Favela y cols., 1989; Salis y cols., 1993;
Diaz y cols., 2001), cafeinasas, lipasas (Falony y cols., 2006; Patma y cofs., 2000)
y la produccion de proteasas (Villegas y cols., 1993; George y cols., 1997).

2.5 Induccién de pectinasas en hongos

Como ya se menciond anteriommente, fa fuente principal para la produccién
de enzimas pectoliticas son hongos del género Aspergifius (Voragen y Pilnik,
1988). Este microorganismo, como otros, produce diferentes enzimas pécticas en
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respuesta a las de cultivo, al final de la 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 atin poco conocidos. El sistema genético mejor estudiado es el
de la bacteria Erwinia carotovora. En este caso, los genes involucrados en el
catabolismo de la pectina y la produccion de pectinasas son inducidos por
i del del 4cido (ejlemplo, 2-ceto-3-deoxi-
gluconato), mientras que el control negativo de la expresion lo ejerce un complejo
sistema de represion que involucra proteinas regulatorias, AMPc, etc.

La sintesis de las pectinasas es influenciada ademds por factores

tales como la idad del medio, de

nitrégeno u oxigeno, limitacion de hierro y la presencia de agentes que dafian el
ADN (Hugouvieux y col, 1996)

En hongos filamentosos la tendencia general observada en varias especies

de Aspergillus (A. niger, A. tubigiensis, A. flavus, A. aculeatus, etc) y en

fitopatogenos, es que la sintesis de las enzimas pectoliticas como

o es inducida por pectina,
4cido poligalacturénico y acido galacturénico y reprimida por glucosa (de Vries y
col, 1999).

En algunos casos la induccién es promovida por azicares como

ramnosa y _-L-arabinosa (Hugouvieux y col, 1996). En forma similar a lo descrito
en otros sistemas genéticos, se ha demostrado la intervencion de proteinas CreA
& incluso AMPc en los fendmenos de represion de las pectinasas (Ruijter y Visser,
1997).

Los factores ambientales también modulan la sintesis de las enzimas
fungicas y es interesante mencionar que la expresion de ciertos genes, que
codifican pectinasas u otras enzimas hidroliticas, esta controlada por el pH del
medio (Cavalitto y col, 1996; Wubben y col, 2000).
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La mayor parte de los estudios de induccionrepresion de pectinasas en
hongos se refieren a fas enzimas que actuan sobre el homogalacturonano y a las
denominadas enzimas accesonias. Se conoce poco de fa regulacion de la sintesis
de enzimas que degradan el ramnogalacturonano y otros polimeros como

tipo lly

2.6 Trabajos realizados

A nivel industrial, fa produccién de enzima es un campo creciente de
biotecnologfa (Viniegra y cofs, 2003). La mayor parte de los fabricantes de
enzimas las producen por fermentacién sumergida (FMS) o Fermentacion liquida
(FML) (Aguilar y cols., 2003)

Se sabe que la sintesis de pectinasas, en hongos, es inducida o estimulada
por la presencia de pectina (Solis y cols., 1996), por lo que, los medios de cutivo

utiizados para la de pectinasas son adici con que
contengan residuos de pectina, como remolacha, fibra de yuca (Budiatman y
Lonsane, 1987), bagazo de manzana (Rombouts y Pilnik, 1980; Ghildyal y cols,
1981; Hours y cols. 1988a; Hours y cols., 1988b), cascaras de citricos
(Maldonado y Strasser of Saad, 1998; Couri y Farias, 1995; Maldonado y cols,
1986; Siessere y Said, 1989), pulpa de café (Maidonado y Strasser of Saad,
1998), salvado de trigo (Rao Narsimha, 1996 Acufa y cols, 1995), salvado de
Arroz, bagazo de cana (Pereira y cols., 1993; Garzén y Hours, 1992; Acuna y
cols., 1994; Huerta y cois, 1994), cascara de naranja (Siessere y Said, 1989),
cascara de granos (Berovic y Ostroversnik, 1997) entre ofros.

El efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la sintesis de pectinasas
par hongos en la fermentacion en estado slido ya ha sido estudiado, y
generalmente se han ulilizo desechos agroindustriales que contengan sustancias
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pécticas como indicadores (Fonseca y Said, 1984; Galiotou-Panayotou y cos.,
1993; Hang y Woodanms, 1994; Naidu y Pandey, 1998; Solis y cols., 1993).

Kapoor y Kuhad (2002). descubrieron que al ufilizar agroresiduos
complementados con fuentes de nitrégeno el nivel de produccion de pectinasas se
favorece en fa FES que es Ia FS.

Recientemente se han publicado reportes en donde se emplea procesos de
fermentacion solida para fa produccion de diferentes hidrolasas extracelulares por
Rhizopus sp., Aspergilius sp., Penicillium sp. y levaduras como Yarrowia lipolytica
(Dominguez y cols., 2003; Hag y cofs., 2002).

Patil y Dayany (2006) evaluaron los agro desechos ficos en pectina, fa
céscara de fimén, tallo de sorgo, y cascarila de girasol, utiizandolos como
sustratos en la produccién de pectinasa por Aspergillus niger DMF 27 y Aspergillus
niger DMF 45, en sistemas FES y FMS, respectivamente.

El bagazo de cafia ha sido ufiiizado como fuente de carbono, como o de
acuerdo al reporte de investigacion de Ocjjkaas y cols. (2000), sin embargo, en
este trabajo no se observd crecimiento de P. veridicatum, indicando que el
microorganismo no fue capaz de hidrolizar la celulosa o hemicelulosa. El nivel bajo
de producci6n confirmé que el hongo no fue capaz producir celulasas y xilanasas.
Por lo tanto se conciuye que el empleo de bagazo de cana es conveniente para
utilizarlo como soporte para el crecimiento de hongos filamentosos. Estos
resultados confirmaron la investigacion de Oriol y cols. (1988), en donde no
encontraron produccion de celulasas y xilanasas, utilizando Aspergillus niger. Y
bagazo de cafia como fuente de carbono.

La mezcla de bagazo de naranja y el salvado de trigo mostr ser el mejor
medio para la produccién de pectinasas, con 552 U y 3540 U de
poligalacturonasas y pectinliasas por gramo de sustrato, respectivamente (Naidu
¥ Pandey, 1998).




Las mezclas de esquilmos ricos en azicares, como el plétano (13.2 %) y
mango (195 %), utiizando el bagazo de cafia como soporte, aumentan la
produccion de poligalacturonasas y pectiniiasa, en comparacién cuando no se
utiiza soporte. Por otra parte el tamaio de parlicula utiiizada afects e cambio de
calor y la oxigenacién, siendo el bagazo de caia quien auments el espacio entre
las particulas, incrementando fa aeracion y la difusion de la sustancia autritiva con
&l microorganismo (Mitchell y cofs., 1991; Mitchels y cols., 2000).

Oftros informes indican que la FES es més productiva en cuanto a la
estabilidad de las pectinasas que la FMS, teniendo una estabilidad més alta al pH
y la temperatura (Acuna-Arguelies y cofs., 1995; Kapoor y Kuhad, 2002; Diaz-
Godinez y cols., 2001; Joshi y cols., 2006).

Xia y cols. (2009) en un experimento de fermentacion revelaron que el
Aspergillus niger, produjo protopectinasa a las 36 horas, bajo las siguientes
de i de 35°C, pH de 5, y se utilizé como

fuente de nitrogeno urea . La produccion de pectina en este cultivo bajo

condiciones optimas llegé a un 24.5 %, que es comparable con la produccion de
otros métodos fisicos y quimicos hasta ahora descritos.

Acufia y cols., (1995), Maldonado y Strasser of Saad (1998) reportaron que
Ia produccién poligatacturonasa por Aspergillus niger. fué seis veces mayor en la

de estado sdlido que en la ion sumergida

Actualmente con tos avances en la compresitn de los aspectos fisiologicos
de los microorganismo y de la tecnologia se han podida mejorar los procesos
fermentativos en la fermentacion de estado sélido a través de modetado
matematico y control de estos biorreactores (Pandey, 2003).

Recientemente, se han estudiado nuevas enzimas, la ramnogalacturonasa
v la ilogatacturonasa (Schols y Voragen, 1996), las caracteristicas, propiedades y
produccion son descritas por Contreras y cols., (1997) y Aguilar y cols., (2002).

También se han estudiado las homogalacturanos y ramnogalacturanos
(Schols y Voragen, 1996), junto con las Pectinesterasas, poligalacturonasas y



pectinoliasas, en fermentacion en estado sslido (Rolin y cols, 1998; Contreras y
cols,, 1997).

27 Enzimas
El empleo de enzimas en la industria de alimentos esta basado en tres aspectos
basicos (Badui, 1996):

1. El control de calidad de ciertos productos de alimentacion. Es importante
considerar que para evaluar la calidad de los productos alimentarios,
algunos métodos analiticos estan basados en reacciones enzimdticas, tal
es el caso del andlisis del contenido de azicares solubles (utilizando
biosensores enziméticos). Debido a que la presencia o ausencia de algunas
actividades enzimticas tienen un gran impacto en la calidad del producto
final. La produccién enzimtica en una fermentacién es inducida por varios
factores (nutricionales, pH, temperatura, etc.) y es de esperarse que un
determinado momento se produzca la méxima actividad enzimtica; sin
embargo, esta produccion disminuye rapidamente debido al cuyo el estrés
inducido al microorganismo. Por lo tanto es de suma importancia recuperar
la enzima antes de que se presente el decremento de la actividad
enzimatica. Es evidente que conocer el momento en que se fiene la méxima
productividad enzimética es de suma importancia para recuperar la mayor
cantidad de enzimas. Las reacciones enziméticas por lo general liberan un
producto, que entonces es relacionado con la concentracién de sustrato
inicial proporcionado por la muestra analizada.

2. La modificacion de las propiedades de algunos aditivos alimenticios y de los
productos de alimentacion, se refiere al empleo de enzimas para modificar
ias propiedades fisicoquimicas y reologicas de los productos alimentarios,
como amilasas, lipasas y peclinasas. Las enzimas usadas como

para la ion de algunos aminoacidos también
pueden ser consideradas como un ejemplo de este aspecto particular
(Garza y cols, 2000),
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3. La produccién de enzimas usadas como aditivos alimenticios.

Ejemplos de enzimas utilizadas en la industria alimentaria

1. Fosfatasa alcalina: para fa evaluacion de la eficacia del proceso de

pasterizacion de leche.

Catalasa: para identificar el indice de contaminacién microbiana

Pectinesterasas: su activacion in situ permite obtener frutas y verduras

con atributos sensoriales m4s atractivos para los consumidores (Chévez

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

. Peroxidasa y la lipoxigenasa son usados para evaluar la eficacia del
proceso que palidece algunas verduras (Aguilar y cols., 1996).
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La esterasas como indice de contaminacion fungica.
6. La N- i i para la de huevos de
Salmonella en la leche (Badui, 1996).

2.8 Pectinas

Las pectinas son mezclas complejas de polisacaridos que pueden llegar a
constituir un tercio del peso seco de la pared celular de las dicotiledoneas y
algunas plantas monocotiledéneas (Jarvis, y cols, 1998). La pectina es una
mezcla amplia de sustancias pécticas de diferente composicion que contiene
como componente principal acido pectinico. Las mayores concentraciones de
pectina se han encontrado en la lamina media, con una disminucion gradual en su
abundancia hacia la membrana plasmica (Danvill y cols., 1980). La pectina juega
un papel fundamental en el procesamiento de los alimentos, como aditivo y como
fuente de fibra dietética. Pertenece al grupo de los polisacridos y se encuentra en
la mayorfa de los vegetales, especiaimente en frutas como naranja, toronja y
limén. Las pectinas tienen funcion lubricante y cementante en la pared celular de
las plantas superiores. También estan involucradas en la textura y la maduracion
de los frutos, en el crecimiento de los vegetales y en la interaccion entre las
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plantas huésped y sus patégenos. Es un coloide que tiene la propiedad de ligar
una significativa cantidad de agua

La pectina encuentra un amplio uso en Ia fabricacién de muchos productos
a base de frutas como son mermeladas, jaleas, ates entre otras conservas
(Giridhari y cofs., 1998; Lang y Domenburg, 2000).

28.1 Composicién y estructura

El comporente més abundante de las pectinas es el cido galacturénico.
que forma el esqueleto principal de la molécula consistente en una cadena de
residuos de la acido D-galacturénico unidos mediante enlfaces alfa (1-4), (Fig. 1).
Estos residuos pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con
alcohot metilico, siendo el grado de metilacion variable segin el origen de la
pectina.

Fig. 4 Estructura de molécula de Pectina.

La pectina también contiene con frecuencia residuos de ramnosa, arabinosa
y galactosa. Generalmente ta ramnosa forma parte de la cadena principal,
mientras que la arabinosa y la galactosa se encuentran en las cadenas laterales
unidas a Ia cadena principal formando ramificaciones (Heredia y cols., 1995).

Las pectinas solubles en agentes quelantes tienen una composicion similar
pero pueden presentar un 2% de ramnosa, principaimente sustituyendo al 4cido
galacturénico en la cadena principal, y del 10 al 20 % de otros azcares en forma
de cadenas laterales. Las pectinas contienen dos regiones definidas (Pérez y
cols., 2000). La regién lisa o homogalacturonano consiste en un esqueleto de
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residuos de dcido D-galacturénico unidos mediante enlaces alfa (1 4), los cuales
pueden estar acetilados en el C-2 o en el C-3, o metilados en el C-6.

La region rugosa o lenun en el que
los residucs de 4cido D-galacturnico del esqueleto estan interrumpidos por
residuos de L-ramnosa unidos por entaces alfa (192), a los cuales pueden unirse
largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4 (de Vries y Visser,
2001), (Fig. 2). El ramnogalacturonano Il es un polisacérido de 30 unidades que
contiene un esqueleto de 4cido galacturonico, sustituido por 4 cadenas laterales

que contienen ramnosa, arabinosa y aziicares poco comunes apiosa y metilfucosa
(Pérez y cofs., 2000) (Fig. 2). Se desconace si el ramnogatacturonand Il esta unido
covalentemente a la cadena principal de pectina.
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i
t

oot gengs o o 6901

Fig. 2. Regiones ldentificadas de la molécula de pectina

Actualmente se consideran pectinas los polisacaridos acidos complejos de
naturaleza coloidal que conienen un esqueleto de residuos de acido
al tipo de que sufre la cadena principal o

esqueleto de la molécula, el término genérico pectina puede aplicarse a:
protopectinas, 4cido péctico, 4cido pectinico y pectina (BeMiller, 1986). La
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protopectina es insoluble en agua, mientras las ofras fres sustancias son
totalmente o parcialmente solubles en agua (Sera y cols., 1992).La protopectina
es una matriz de sustancia péctica que por hidrolisis da lugar a la pectina o al
4cido pectinico. Protopectina es el témino utiizado para describir las sustancias
pécticas insolubles en agua encontradas en los tejidos vegetales y de las cuales
se forman las sustancias pécticas solubles (Kilara, 1982).

Los 4cidos pécticos son galacturananos que no conienen grupos metilos
También pueden denominarse 4cido poligalaciurénico. A las sales de los acidos
pécticos se les pectatos o poli Los 4cidos icos son
galacturonanos con cantidades variables de grupos metilos esterificados con los

grupos carboxilos del C-6. A las sales de los 4cidos pectinicos, se les llama
pectinatos. Estas sustancias tienen la propiedad de formar geles con aziicares,
con &cidos y, si el contenido de metilos es bajo, con olros componentes como
sales de calcio (Kashyap y cols., 2001).

28.2 Clasificacion:
La pectinas también se pueden clasificar segiin el proceso de extraccion de
{a pared celular en tres tipos: pectinas solubles en agua, extraibles con agua o
soluciones salinas; pectinas solubles en quelantes, extraibles mediante soluciones
de agentes quelantes de calcio, el EDTA (acido etilendiaminotetraacético), CDTA
(4cido  ci ° ¥
extraibles con soluciones alcalinas o 4cidos diluidos calientes (Van Buren, 1991)
La dificultad de la extraccion de la protopectina puede ser debida a los

puentes acidos o basicos que anclan la protopectina en la matriz de la pared. Una

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

secundaria, el resto se encuentra en |a 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 estin formadas basicamente por

El &cido ico esta esteri con afcohol metilico
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siendo el grado de mefilaci6n variable segun el origen de fa pectina (Brown y cofs.,
2001).

2.8.2.1 Grado de Mefilacién

Dependiendo del origen de la pectina y del modo de extraccién los grupos
carboxilos de los residuos de acido galacturdnica presentan un grado variable de
esterificacion por metanol y pueden estar parciaimente o completamente
neutralizados por fones de sodio, potasio o amonio. En cieftas pectinas,
adicionalmente, los grupos hidroxilos estan parcialmente acetilados (Turquois y
cols., 1999; Kashyap y cols., 2001).

Un factor importante que caracteriza las cadenas de pectina es el grado de
metilacion (DE) que se define como el numero de moles de metanol por 100 moles
de 4cido galacturénico. Segin este criterio, las pectinas han sido clasificadas en
dos grupos: las que presentas mas de un 50% de metilacion, pectinas altamente
metiladas (HM); y las que contienen menos del 50% de metilacién, pectinas de
baja metilacién (LM). La principal fuente de las pectinas de alta metilacién es la
céscara de los citricos y la manzana. La reduccin del grado de metilacion tiene
como consecuencia un aumento de la cohesion ya que la formacion de grupos
carboxilos libres aumenta la posibilidad de eniaces entre polimeros (Van Buren,
1991).

Las pectinas tienen la capacidad de formar geles en determinadas
condiciones, cambios fisicos o quimicos que disminuyen fa solubilidad de las
motéculas de pectina. El ismo de gelificacion y las propi de los geles
dependen entre otros factores de | temperatura, pH y el grado de metilacion. Las
pectinas de elevada metilacion forman geles en medio de acidos y en presencia
de sacarosa, mientras que las pectinas de baja metilacion forman geles en

presencia de elementos alcalinos y de calcio (Turquois y cols., 1999).

2.8.2.2 Enlaces de calcio
La capacidad del calcio para formar complejos insolubles con pectinas se
debe a la unién de dicho ion con los grupos carboxilos libres de cadenas distintas
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del polimero, formando como consecuencia un red tridimensional (BeMiller, 1986).
Los enlaces de calcio implican otfos grupos funcionales aparte de los grupos
carboxilo. En este sentido, la interaccion fuerte entre el calcio con los atomos de
oxigeno de las grupes hidroxilo de la pectina han sido descrito por Rees y cols.
(1982).

Los enlaces cruzados de calcio son mas estables en presencia de otros
enlaces cruzados vecinos cooperativos. La méxima estabilidad se aicanza cuyo
estén presentes de 7 a 14 eniaces cruzados consecutivos. El calcio no coagula las
pectinas con grado de esterificacion mayor del 60% y las concentraciones
necesarias para coagular con bajo grado de metilacion aumenta a medida que el
peso molecular disminuye (Van Buren, 1991). La formacion de geles puede
fesuitar también de la interaccion entre las cadenas poliméricas a través de
puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofébicas, formando como resuftado
una red tridimensional (BeMiller, 1986).

2.8.3 Aplicacién de las pectinas
Tradicionalmente fas pectinas se utilizan en la industria alimentaria como
agentes geli y Suelen ser habituales de

productos alimentarios como mermeladas, jaleas, productos lcteos y también en
productos cosméticos como geles y pastas. Actualmente las pectinas también se
utiizan como fibras nutricionates y para la produccion de proteina unicelutar
(Kravichenko y cols, 1992, Thakur y cols, 1997 Alkora y cofs, 1998).
Recientemente, se ha incrementado su tilizacion tanto como fuente de energia,
asi como de materia prima para pracesos industriales (Pérez y cofs., 2000).

Las pectinas se utilizan también en el sector fammacéutico como agentes
destoxificantes, siendo conocidas por sus efectos antidiaméicos. La pectina en
forma de carbohidrato coloidal actia como lubricante en los intestinos al recubrir fa
mucosa con polisacaridos y promover el peristaltismo sin causar imitacion, siendo
adecuada como aditivo en fa comida para bebés.

La pectina reduce Ia toxicidad de algunos farmacos y prolonga su actividad
sin disminuir los efectos icos. Los de pectina
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pueden también utilizarse en quimioterapia de cAnceres localizados como sistema
de liberaci6n intravascular e fimacos (Hoondal y cols., 2002).

2.9 Pectinasas

Las pectinas son degradadas por enzimas pectinoliticas, pectinasas, los
cuales presentan gran diversidad, debida en parte a fa compleja naturaleza del
sustrato degradado. Las plantas y los microorganismos son los principales
productores de estas enzimas (Naidu y Pandey, 1998; Najafpour y cois.,, 2007).
Las pectinasas se clasifican e tres tipos principales: Enzimas desesterificantes

enzimas (hidrolasas y liasas) y
(Fig. 3), (Kashyap y cols., 2001).

Fig.3. de la pectina, ificac pectinasas.

2.1 Clasificacion
2.9.1.1 Pectinesterasas

Las Pectinesterasas (pectina pectilhidrolasa), también conocidas como
pectina metil esterasas, catalizan las desesterificacion de los grupos metilo de ta
pectina danda lugar a 4cido poligalacturénico o pectato (Kashyap y cofs., 2001).
Su actividad se puede determinar midiendo la liberacion de metanol. Son
sintetizadas por hongos, bacterias, levaduras y plantas superiores (Alkorta y cols.,
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1998). Las pectinesterasas de levaduras son activas a un pH entre 3y 5, y en
bacterias entre 7 y 8. Estas enzimas se inactivan por calentamiento a 80°C
(Gerhariz, 1990).

2.9.1.2 Hidrolasas y llasas
Las enzimas o i se clasifican

tres aspectos, que se refieren al modo de ataque al esqueleto de 4cido
poligalacturénico. Estos aspectos se basan en los siguientes criterios: 3) el
mecanismo quimico de ruptura de los enlaces: hidrdlisis o transeliminacin; b) ta
naturaleza del sustrato preferido: pectina o 4cido poligalacturénico; ¢) el modo de
cote del polimero: endo o exo (Kashyap y cofs, 2001). Las enzimas
despolimerizantes pueden romper los enlaces alfa (14) glucosidicos entre los
monémeros de acido galacturonico de las pectinas por hidrolisis (hidrolasas) o por
transeliminacion (liasas)

Las hidrolasas rompen los enlaces (figura 4) entre los monémeros de acido
galacturénico por adicion de agua. Son activas a pH 4cido y pueden ser inhibidas
por el ian calcio (Guevara y cofs., 1997).

Se pueden dividir en dos grupos principales atendiendo al sustrato que
hidrolizan:

a) las poligalacturonasas o pectato hidrolasas degradan la pectina
desmetilada, es decir, el dcido poligalacturénico o pectato. Pueden tener modo de

accion endo u exo. Las i estan idas y

son producidas por una gran variedad de organismo como bacterias, hongos,
levaduras plantas superiores y nematodos parasitos de planias (Sakai y cois.,
1993). Las exopoligalacturonasas son producidas por hongos, algunas bactefias y
plantas  superiores  (Sawada y cofs, 2001). Generalmente las
exopoligatacturonasas de hongos y plantas liberan acido galacturénico, mientras
que las bacterianas liberan 4cido digalacturénico (Sakai y cofs., 1993)

b) Las polimetiigalacturonasas o pectina hidrolasas degradan el polimero
metilado, la pectina. Aunque hay articulos que describen este tipo de actividad
catalitica, la existencia de estas enzimas parece ser cuestionada ya que es posible
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hayan sido consideradas por eror como preparaciones polimetiigalacturonasas
(Alkorta y cols., 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 cols,
1999). Las liasas, también llamadas transeliminasas, rompen los enlaces
glucosidicas por beta-eliminacion. Segin el sustrato sobre el que actuan sea

pectina o acido se clasifican en i liasas o
liasas, Las polimeti liasas o

pectina liasas fueron jertas por im en 1960 (Kozi y cols.,
1997). Todas las descritas hasta la fecha actian de forma endo y son sintetizadas
por hongos. Las liasas o pectato liasas estan

entre los patogenos de plantas y son

el objeto de diferentes estudios (Hugouvieux-Cotte-Pattat y cols., 1996). Estas
‘enzimas actGan a pH alcalino, entre 8 y 10, pueden tener modo de accion endo u
exo, y requieren iones calcio para Ia actividad enzimatica (Sakai y cols., 1993).
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Fig. 4. Hidrélisis del monémero del acido galacturénico



2.9.1.3 Protopectinasas

Las protopectinasas son enzimas que solubilizan la protopectina. Se
clasifican en dos tipos. EI tipo A degrada el 4cido poligalacturénico de la
protopectina mientras que el tipo B degrada las cadenas de polisacaridos que
conectan el 4cido poligalacturdnico con otros constituyentes de la pared celular.
(Sakai y cols., 1993). En este tipo de enzimas se incluirfan 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 apiicacion industrial mas
antiguas. La primera aplicacién comercial de estas enzimas data de 1930, cuyo
Kertesz y Mehliz (Gerhartz, 1990) observaron que las pectinasas se podian ufifizar
en la fabricacién de zumos de frutas, por lo tanto 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 délares (Kashyap y cols.,
2001). Desde el punto de vista de su aplicacion, las pectinasas pueden clasificarse
principaimente en dos grandes tipos:

2.9.21 Pectinasas 4cidas

Son las enzimas pécticas utilizadas en la industria de zumos de frutas y en
la fabricacién de vinos. Son mayoritariamente poligalacturonasas de origen
fingico, especialmente de Aspergillus niger (Dhillon y cofs., 2004; Freitas y cols.,
2006; Patil y Dayany, 2006).

Las principales aplicaciones de las pectinasas en el procesamiento de
frutas y verduras son:
a) clarificacion de jugos, que consiste en la separacién del jugo de los fragmentos
vegetales y particulas insolubles de céscara y semilas en suspension, rompiendo
a pectina contenida en estas particulas, de modo que disminuye la viscosidad y la
flocuiacién de las micelas, mejorando su separacion del jugo por sedimentacion o
filtracién, siendo para el caso de jugos espumosos claros (manzana, wva) la



aplicacién de las pectinasas produce una mejora en clarificacion, mientras que el
caso de jugos turblos (citricos, tomates, néctares) la adicién de pectinasas
estabiliza la turbidez del jugo (Kashyap y cols., 2001). El agregado de una mezcla
de pol (PGasa) y (PME) o pectiniiasa (PeL)
sola, produce la degradacion de la capa extema de pectina, promoviendo la

interaccion electrostética de los complejos, su precipitacion y la consiguiente
clarificacion del jugo. En algunos casos, la pérdida de tubidez del jugo es
indeseable, como en los jugos citricos destinados al consumo. Cuyo los frutos se
exprimen, la PME endégena desmetoxila la pectina y promueve su interaccién con
&l Ca+2 presente en el jugo. dando lugar a la precipitacién del pectato de calcio y
la consiguiente autoclarificacién (Bonnin y col, 1997). A través de la accién
combinada de pectinasas y celulasas se puede lograr la degradacién completa de
Ia pared celular dando lugar a ta lisis y 1a consiguiente iberacion del jugo celular.
Este proceso conocido como fcuefaccion se aplica a la produccion de jugos de
frdas dificlles de filtrar como mango, pifia, plétano o guayaba (Hoondal y cols.,
2002).

b) extraccién de jugos: la disminucion en fa viscosidad de las pulpas por el
tratamiento con pectinasas aumenta simuitineamente el rendimiento en la
extraccién de jugo. Este hecho tiene especial relevancia en algunas frutas tales
como bayas y manzanas, cuyas pulpas son con frecuencia viscosas y semisolidas
tras el prensado, y de dificil extraccion de su parte soluble. La adicion de
pectinasas, asi como de mezclas enzimaticas que conjuntamente con
hemicelutasas y celutasas, meiora la extraccion del jugo, color. aroma y sabor,
suplementando la accion de las enzimas endégenas de Ia fruta. De esta forma se
reduce el tiempo necesario para la filtracion y la dlarificacion del jugo, asi como se
aumenta el rendimiento en (a extraccién de éste (Cheetham, 1985).

©) Produccién de concentrados: los jugos de fruta concentrados son importantes
comercialmente debido a que fienen un periodo de conservacion més largo y a
que presentan costes de i y transporte di La




productos de i

despolimerizacion de la pectina evita la gelificacion de los jugos durante su
concentracion o almacenaje.

d) Productos unicelulares: los productos unicelutares son aquellos formados por
maceracion de sustancias vegetales, es decir, transformacién de los tejidos
vegetales en suspensiones de células intactas por hidrdlisis selectiva de los
polisacéridos de la lamina media (Kashyap y cols., 2001). Algunas de las frutas
usadas para estos productos son las peras, duraznos, chabacano, papaya,
maracuya y guayaba. De igual modo, la maceracion es empleada para obtener
purés de vegetales como zanahorias, momrones u ofros, con alto contenido de
s6lidos, pigmentos y vitaminas. Se originan productos que se pueden utiizar como
base material de jugos de pulpa y néctares, como comidas de bebés, como
ingredientes de productos fécteos tales como pudines y yogures, y para preparar
para_aplicaci i égicas. Las enzimas

empleadas para la maceracion de los tejidos vegetales, son las PGasas y PeL. En
este proceso, la presencia de PME (tanto endégena como exdgena) es indeseable
pues la accion de esta enzima transformaria el proceso de maceracion en un
enzimado de pulpa (Pilnik y Voragen, 1993).

©) Produccién de vinos: de modo similar a la aplicacion de pectinasas en la
produccion de jugos, la utilizacién de estas enzimas reduce los costos y mejora el
proceso de vinificacion. La adicion de pectinasas puede realizarse en la etapa de
prensado de las uvas, facilitando dicho proceso y la extraccion de mosto, o sobre
el vino, para facilitar su clarificacion. Este proceso puede realizarse por la adicion
combinada de pectinasas, hemicelulasas y proteinasas, como altemativa a la
clarificacién natural, que puede durar varios meses y requiere dioxido de azufre.
Las pectinasas también pueden potenciar la liberacién de antocianinas, de
importancia en los vinos tintos.
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2 Pectinasas Alcalinas
Desde hace unos afios las pectinasas alcalinas se han introducido en
procesos i coma el textil, princiy en el enriado de

lino y en las fibras de plantas. Las enzimas que se utilizan en estos sectores
proceden mayoritariamente de bacterias (Hoondal y cols., 2002), destacanda entre
ellos fas producidas por Bacillus (Kashyap y cols., 2001). Con el aumento del

de los de ion microbiana de la pectina, las
pectinasas alcalinas se estan abriendo camina en otros procesos biotecnolégicos,
como la purificacion de virus de plantas (Salazar y Jayasinghe, 1999), y Ia
fabricacion de papel (Reid y Ricard, 2000; Vikari y cofs., 2001), aunque en la

mayoria de los mismos todavia no han sido comercializadas.

a) Industria textil: en el enriado de lino, este proceso consiste en la liberacion de
las fibras de celulosa a partir de los tejidos vegetales mediante la eliminacién de
fas sustancias como pectinas y hemi Dicha se
debe a la selectiva de estos por la microflora autéctona
de los campos o estanques en donde se realiza el proceso. Ei enriado es uno de

los factores limitantes de la obtencion de fibras de lino, por lo que esta siendo
objeto de numerosos estudios para mejorar su eficiencia y rendimiento
(Henriksson y cols., 1997). El enriado himedo consiste en sumergir la materia
prima vegetal en tanques de agua templada, donde tiene lugar la degradacion de
Ia pectina por microflora anaerobica, mientras que el enriado seco tiene lugar en el
suelo. En estos procesos, sobre todo en el enriado seco, existe el riesgo de dariar
las fibras por la actividad celulolitica de la flora microbiana. Una altemativa a estos
procesos tradicionales es el enriado con agentes quimicos, que origina unos
buenos resuitades aunque con elevado consumo de energia e impacto ambiental
(Kashyap y cols, 2001). El enriado enzimatico constituye una de las alternativas
mas prometedoras al proceso. Los estudios realizados hasta la fecha muestran
que una de las enzimas claves para el enriado enzimatico son las pectato liasas
con accion endo (Bruhimann y cols., 1994). aunque se desconoce cudles son las

y las condici necesarias para obtener
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una elevada eficiencia en el proceso. No obstante, existen en el mercado

de pectinasa iali con este objeto (Flaxzyme, Novo,
Nordisk). La evaluacion de diferentes pectinasas esta siendo estudiada

por grupos de investigacién para optimizar el enriado
enzimético.

Procesos similares al enriado del lino se realizan con otras fibras textiles
como cahamo y yute. La liberacion de las fibras de celulosa mediante la
eliminacion de gomas y otras sustancias cementantes “degumming” puede ser
mejorada con el uso de pectinasas.

b) Decrudado de algodén. Es el proceso consistente en la efiminacién de
sustancias hidrofobas, ceras entre otras, de la superficie de las fibras para obtener
buenas propiedades de humectabilidad que permitan el blanqueado y fa tincion
posterior de hilos y tejidos. Las pectinasas estén siendo estudiadas en este campo
para eliminar las pectinas que actizan como pegamento entre las sustancias que
recubren las fibras y la celulosa.

c) Otras aplicaciones:

Las pectinasas se han utilizado en fernentacion en estado sélido para
sacarificacién de esquilmos citricos con el fin de produci bioetanol (Couto y
Sanfoman, 2006)

Tratamiento de aguas residuales pécticas. Un método aitemativo para la
depuracién de las aguas residuales de la industria de productos cilricos es el uso
de pectinasas bacterianas. El pretratamiento de estas aguas con pectinasas
alealinas y microorganismos pectinaliticos alcaléfilos facillta fa eliminacién de las
sustancias pécticas y la descomposicion del agua residual por tratamiento con
fangos activados (Horikoshi, 1999).

Produccion de papel japonés. Las pectinasas alcalinas producidas por
Bacillus sp y Erwinia caratovora, debido a su fuerte actividad de maceracién, se
utilizan para el enriado de fibras de Mitsumata en la fabricacién de pape! japonés
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(Horikoshi, 1989). Las sbanas de papel preparadas con esta pulpa son muy
uniformes y suaves al tacto (Kashyap y cols., 2001).

de papel. Los ari i a partir de la materia
prima durante el praceso de fabricacion del papel pueden interferir en dicho
proceso. Entre estos polisacdridos puede estar presente el 4cido poligalacturdnico,
que acompleja los polimeros catiénicos utilizados en las etapas finales de
fabricacion para retener las particulas finas. La degradacion por pectinasas del
4oido poligalacturonico a oligbmeros, de menor capacidad de wnion a los
pofimeros catibnicos, disminuye la demanda cationica del proceso (Reid y Ricard,
2000).

Extraccion de aceite: los aceites de semilla de canola, coco, girasol, paima,
grano y ofivas son tradicionaimente producidos por extraccién con disolventes
organicos. Las enzimas degradadoras de la pared celular, incluyendo fas
pectinasas puedan ser utilizadas en la extraccion de aceite vegetal en un proceso
acuoso por 6n de los de Ia pared celular de
las semillas oleaginosas (Kashyap y cofs., 2001). Otra aplicacion es el Hamado

enzimado de puipa (pulp enzyming). En este caso, las pectinasas se adicionan a
la masa prensada de frutas, generaimente las que contienen mucha pectina, por
ejemplo: fresas, cerezas, grosellas, frambuesas e incluso manzanas y uvas. Las
pectinasas degradan Ia pectina que causa la gelificacion de la puipa. facilito el
proceso de filtracion. Este proceso se ha aplicado también para aumentar el
rendimiento del prensado en la produccién de aceite de oliva, palma y coco.

Fermentacion del café y del té: las pectinasas juegan un papel importante
en el procesamiento y produccion del café y del t6. En la fermentacién del café se
utilizan microorganismos pectinoiiticos, para fiberar ia cubierta mucilagincsa del
grano del café. El tratamiento enzimético también acelera la fermentacion del té,
aunque la dosis de enzima debe ser ajustada cuidadosamente para evitar dafio en
las hojas.

Aditivos para forrajes: a principios de (os 80's comenzé una intensa
investigacion sobre fa utilizacion de enzimas para aumentar la digestibilidad y el
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poder nutritivo de piensos ricos en fibras vegetales para la alimentacion de cerdos
Y aves. Los primeros éxitos comerciales se obtuvieron con la adicion de befa-
glucanasas a piensos basados en cebada, aunque las xilanasas fueron las
enzimas que mostraron mayor eficiencia. Habituaimente, las preparaciones
enzimaticas para el foraje son cocteles multienzimaticos que contienen
conjuntamente con glucanasas y xilanasa, pectinasas, proteinasas y amilasas. La
adicién de enzimas libera nutrientes tanto por hid
degradables como por liberacion de nutrientes retenidos por estas fibras,
incrementa su absorcién y produce aumento de peso en los animales (Hoondal y
cols., 2002).

Purificacién de virus de plantas: en los casos de virus de plantas que estan

is de las fibras no

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
purificacion (Salazar y Jayasinghe, 1999)
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Capitulo 3. Metodologia

El estudio se realizo en la Planta Piloto de Tecnologias Emergentes para el
Procesamiento de Alimentos de Origen Vegetal, ubicada en la Unidad Académica
de Agricutura de la Universidad Auténoma de Nayarit. Y en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseno del Estado de Jalisco A. C
(CIATEJ AC), ubicado en Guadalajara, Jalisco.

31 Secado io con  mi sobre
predeshidratadas osméticamente.

Se adquiri6 mango variedad Tommy Atkins. de la localidad de Xalisco,
Nayarit. Se seleccioné y clasific la fruta en forma manual en 3 estados de
madurez (sazén, maduro y sobremaduro), seleccionando para ef estudio, el estado
de completa madurez, donde los atributos sensoniales caracteristicos de la fruta
son mas acentuados. Se lavo y limpié la fruta. Posteriomente se rebant
manuaimente en 3 diferentes geometrias de particula: "Media Rebanada’, “Tiras
laterales" y “Gajos”. como se muestra en Figura 1

Figura . mégenos de tres geomatrias do abaniadas do mango prodeshidratadas
on microondas.
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Las rebanadas de fruta se sometieron a un proceso de Deshidratacion
Osmotica bajo las siguientes condiciones: a) Se empled un reactor osmético con
capacidad de 1,200 kg. Que consta de 40 médulos con capacidad para 30 kg cada
uno. b) En cada médulo se agreg6 una refacién de 1:5, que corresponde a 5 Kg de
rebanadas de mango y 25 Kg de solucion hiperténica elaborada con sacarosa a 76
grados Brix. ¢) A los modulos se les colocé una trampilla para inmersién, con el fin
de mantener a las rebanadas sumergidas. d) Las rebanadas se dejaron reposar
en la solucin hipertonica durante 12 h. e) Cumplidas las 12 h, las rebanadas
osmodeshidratadas se sacaron de los médulos y se colocaron en un sistema de
drenado. El cual consta de una mesa de acero inoxidable con pendientes hacia la
parte central, donde se encuentra un orificio para descarga de fa solucion
osmética diluida. ) La solucion diluida (65 grados Brix) se reconstituy6 a la
concentracién de 76 grados Brix, esta operacion se realizo utiizando un
evaporador (de paila abierta) con capacidad para 350 litros e solucién. g) A las
rebanadas Osméti Deshi entes a cada una de las
tres geometrias evaluadas, se les determiné: La medicion de Ia Termo expansion
se realiz6 mediante anslisis de imagenes digitales, contabilizando los pixeles de
las rebanadas. Asi mismo, se evalud en las rebanadas predeshidratadas
osmoticamente: e! peso, la densidad y el contenido de sdlidos solubles (grados
Brix).

Las rebanadas predeshidratadas osmdticamente, de las tres diferentes
geometrias evaluadas, se somelieron a un proceso de Secado por Microondas en
lotes, variando: 1) el Tiempo de secado complementario con microondas, y 2) el
Peso de la carga a secar.

Para optimizar el efecto de los Factores Controlados, sobre las diferentes
variables de respussta evaluadas, se empleo de manera recurrente a Metodologia
de Superficie de Respuesta, uliiizando Diseflos Rotabies, del fipo de Disefios
Centrales G de efecto aleatodo y

precision uniforme.
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En la Tabla 1, se presentan los factores controlados, y los niveles
correspondientes al Disefio Central Compuesto (DCC). que se utilizé para la
optimizacion del proceso. EI DCC se emplet para c/u de las tres geometrias que
se evaluaron. Las cinco variables de respuesta fueron: 1) Pérdida de Peso, 2)
Temo Expansién. 3) Densidad, 4) Dafio Témmico al tejido. y 5) Contenido de
stiidos solubles {grados Brix)

Tabla 1: Diseflo Gentral Compuasto empleado para cada una de s tres geometrias
descritas. microondas y Peso de

la Carga de rebanadas a deshidratar.

‘sEaUND08 Peso $EGUNDOS (o) PESO )
x1 x & e
0 100 0 wze
10 -100 0 1572
o 100 0 was
o 100 50 w2
o0 14 0 0
000 141 S 0
141 000 e 500
4 oo 0 0
om0 o0 £ 0

Para el secado complementario por microondas se emplearon hornos de
microondas, cuyas caracteristicas son: Marca Panasonic, de 2.2 pies cubicos,
Modelo ONN-962w, 1300 watts a 300 Mhz.

La determinacion de grados Brix (contenido de sélidos solubles) se realizé
por refractometria utilizando el equipo: Abbe Atago, Modelo 0 89 553 a 20 °C

El dafio térmico en el producto se deferming midiendo el porcentaje de

tejido dafiado por reacciones de Caramelizacion.
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El porcentaje de Termo Expansion se determiné mediante imagenes
digitales, contabilizando ios pixeles de las rebanadas predeshidratadas
osméticamente antes y después det secado complementario con microondas.

El anélisis sensorial de producto optimizado se realiz6 con la colaboracién
de 60 jueces no fantes de la Unidad Académica de Agricultura
de la UAN), utilizando Escalas Hedénicas Semiestructuradas para evaluar los
atrbutos de color, aroma, sabor, textura y agrado general. En las Escalas

Hedénicas utilizadas 0 corresponde a pésimo y 100 a excelente.

3.2 Pellets de mango

Se adquirieron 6 toneladas de cascara y hueso de mango, obtenidos como
desechos del proceso de llenado aséptico de mango. Las cascaras y huesos de
mango se colocaron en cajas de entramado de pistico, con capacidad de 15 kg y
25 kg, posteriomente se introdujeron en un cuarto 6 a la temperatura de 5 °C+ 2
°C. El Scrap se separ6 en forma manual con la ayuda de 20 trabajadores

Las céscaras separadas del scrap se sometieron a un proceso de reduccion
de tamario, empieando una rebanadora industrial (Fig. 7), la cual tiene un disco
con cuchillas encontradas que giran a 3000 mpm. Con las cdscaras de mango
reducidas en tamafio se formé una pasta (Fig. 8), a la cual por refractometria se le
determiné el contenido de sdlidos.

Fig. 7 Empiso de Rebanadora Industriat Fig. 8 Pasta de céscara de mango
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La pasta elaborada a partir de cdscara de mango, se colocé en charolas
metalicas perforadas de 70 cm x 50 cm, y se llevd a un proceso de secado solar
(Fig. 9). En esta etapa se determiiné el tiempo de proceso para alcanzar en la
pasta, el contenido de humedad requerido para ser extrudida.

Flg. 9.

Obtenida la pasta de céscara de mango a la humedad requerida para extrudirla
se colocd en un extrusor operando a 100 spm y temperatura ambiente. Se empled
un dado con didmetro de salida de 0.5 cm (Fig. 10a, 10b).

Fig. 10a y 10b. Pasta do céscara de mango extruida

Los extrudidos obtenidos s colocaron en charolas metdlicas perforadas, para
secarlos con aire a 50°C, 60°C y 70°C, hasta una humedad del 7.8%.

3.2.2 Anélisis de los extrudidos de cdscara de mango.

Los componentes proximales se determinaron por los métodos oficiales
descritos por la AOAC (1977), comprendienda los siguientes analisis:

» Humedad. Por secado de la muestra a 100 °C hasta peso constante.




i
b

“Aprovechamiento de o pulpo, cdscora de mango (Manguifera indica L y Bagazo de cafia,
aa productos de interés

= Cenizas. Como el peso remanente después de calcinar la muestra en mufla
a550°C.

= Proteina. Por Kjeldahl. Calculando el contenido de proteina como Nitrégeno
x6.25.

* Grasa. Cuantificada como lipidos libres después de una extraccion en éter
etilico.

= Fibra Cruda. Cuantificada después de su digestion &cida y alcalina.

= Carbohidratos totales por diferencia, como extracto libre de Nitrégeno.

= Paleatibilidad. Por evaluacion de la ingesta libre del afimento de prueba.
= Color. Mediante analisis digital utilizado como referencia los sistemas RGB y
Lab.

Fig. 11 y 11b. Extruidos secados con aire convancional.

Una vez oblenidos los extruidos (Fig. 11a, 11b) a diferentes temperaturas se
continua con fa investigacion en una segunda instancia en el Centro de
Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jaiisco A.C.
(CIATEJ AC), adquiriéndose Bagazo de Cafia de Azicar (BCA) del estado de
Nayarit, el cual contenia crecimiento fingico y un alto <contenido de humedad. Para
efectos del estudio, al BCA, se le aplicé un secado solar, bajando su nivel de
humedad hasta un 5%. Para el caso de los pellets de mango secados a tres
temperaturas diferentes, el contenido de humedad era de 7.8%, se les aplicé un

secado complementario (homo de aire convencional marca San-Son modeio
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Convection Plus HCX11). debido que al ser sometidos a un molino para su
reduccion de tamafio de particula, se pegarfan en la pared interior del molino.
Quedando la el contenido de humedad del 5%.

Para la reduccién de tamafio de particula de los pellets y BCA, se utilizo un
molino marca Pulvex modelo 200. Para estandarizar el tamafio de particula de
estos insumos, se ulilizé una tamizadora marca ROTAP modelo RX20. utilizando
cemidores de malla #8 para pellets de mango (Fig. 12) y malla #30 y #40 para el
BCA (Fig.13).

Fig. 12. Pellets de mango cernidos en malla 8 Fig. 13. BCA comido en malla 30 y 40

3.3 Cinéticas de Produccién de pectinasas
Se realizaron tres cinéticas de produccion en un fermentador de estado sélido
de columnas (Tabla 2), bajo la siguiente metodologia para su montaje:
1. Se prepararon 250 ml de medio agar papa dextrosa (PDA), disolviendo
9.75 g de agar papa en 250 mi de agua destilada, ajustando el medio a
pH 7.0 con NaOH, el medio se esteriliz en una autociave electrénica
marca Yamato sterilizer modelo SE510 a 1.5 Kg/om? de presion durante

15 minutos.
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2. Se continu6 vertiendo el PDA en 4 matraces (esterilizados),
realizandose esta operacion en una campana de flujo faminar marca
Clean Bench Labtech modelo AIHAN, una vez solidificado el medio se

lai ion del hongo A illus awamor, i
a 37°C, en una estufa marca Felisa modelo 133, durante 4 dias, para su

crecimiento.

w

Se pesaron 130 g de BCA, se lav y se seco a 70°C en una estufa
electronica marca Terlab, durante 2 dias.

b

Alcanzado el crecimiento del hongo deseado (Fig. 14) y el BCA seco, se
pesaron 130 g de pellet de mango, con temperatura de secado de 50°C.
Para tener una relacién 50-50 %, de sustrato y soporte.

Fig. 14. Hongo esporulado, Aspergillus awamori en medio PDA

o

Se preparé una mezcla de sales esenciales de impregnacion para el
crecimiento del hongo en el medio, sabiendo que por cada 3 g de BCA
se utiizan 7 mi de solucion de sales. se prepararon 607 mi de esta
solucién, pesando 4595 g de KHPO,, 3636 g de urea, 0.909 de
MgSO, Esta solucién se vertio en una bolsa para esteriizar junto con
los 130 g de BCA y 130 g de pellet de mango. Mezclandolos hasta su
homogeneidad y alcanzar una humedad del 75%.

B

Se prepararon 173 ml de una solucién 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, sabiendo que por cada 3 g BCA se utilizan 2
ml de esta solucion.

~

Se esterilizo la bolsa que contenia los pellets de cascara de mango,
BCAy las sales esenciales. Y el matraz que contenia ia solucién tween,
a 1.5 Kgfem? de presion durante 15 minutos.

®

Se tomaron 10 columnas a las cuales en el fondo se les colocs algodon
y papel fitro (Fig. 15). Se colocaron en la campana para su esterilizacion
por luz ultravioleta por 20 minutos.

)
15. Columna para fermentacion con algodén y papel filtro en fondo

©

Se prepararon las esporas a una concentracion de 1.306x10” esporas
por ml. Utilizando la solucién tween como medio de desprendimiento de

las esporas en el medio de Mismas que se
junto con los pellets y el BCA (estériles).

10.Se llenaron las columnas con 110 g del sustrato.

1. Posteriormente se llené el fermentador con agua a 30° C, la
temperatura se controlé utilizando una resistencia eléctrica. Se colocé
un soporte de columnas (capacidad para 20 columnas), a las columnas
se les coloc un burbujeador, ef cual se conecto a un dispersor de aire,
se les colocd una trampa, un tubo de acero inoxidable, el cual brindaba
soporte a las columnas durante el movimiento del agua generado por el
recircutados (Fig.16). Estos pasos se realizaron para cada una de las
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columnas. i se coloc un de agua para
mantener la temperatura constante (Anexo 2)

Fig. 16. 230°C, con colt y aire.

12.La cinélica de produccion enzimatica durd 120 horas, refirando
columnas por duplicado cada 24 horas. Las muestras se retiraron de las
columnas agregando 10 ml de solucién buffer de citratos fosfatos al 0.05
% 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
compresion y obtener el extracto enzimatico.
13. El extracto enzimatico se coloco en tubos de 50 ml, para su posterior
mediante una ifuga Sorvall RC 6+ a 20000 rpm
durante 20 minutos. De esta manera se separd el extracto de las
esporas producidas por el hongo durante la fermentacion.

14. Esta metodologia se aplico para los sustratos pellets 60° y 70°C.

Posteriomente se realizaron dos  condiciones de fermentacion
complementarias (Tabla 2), debido a los resultados de produccién 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 azicares presentes en los
| pellets (Anexo 3) y asi aumentar la produccién de pectinasas, por el hongo.

or oy o s W o
Conmon ’ °
Tempreire %

Bow

Para poder determinar las mejores condiciones de fermentacin, se realizo
un andlisis de varianza factorial ANOVA; el cual descompone ia variabilidad
enzimatica de pectinasa en las contribuciones debidas a los diversos factores que
se probaron en este estudio, sustrato, tiempo de fefmentacion, pH de actividad y
temperatura de actividad. Puesto que se eligié Ia suma de cuadrados tipo Il (valor
por defecto), se midié ia contribucion de cada factor eliminando el resto de ios
factores.

331 Caracterizacién bioquimica de los extractos
La caracterizacion se realizé cuantificando [a actividad enzimatica para determinar
el pH 6ptimo, temperatura éptima y termaestabilidad (507, 60° y 70°)
331.1DNS

La aclividad de peclinasa de los extractos, se determing utilizando el
método de DNS, para la medicion de azicares reductores liberados por la

actividad de pectinasa.



Se pesaron 10 g de hidréxido e sodio, 0.5 g de metasulfito de sodio, 200 ¢
de tartrato de sodio y potasio, 2 g de fenol, 10 g de 4cido 35 dinitrosalicilico,
diluyendo estos compuestos en 1 It de agua destilada

3.34.2 pH éptimo

Se prepararon soluciones de pectina en buffer de citratos-fosfatos a 0.05%
a pH de 36, 4.5, 5.0, 6.0 y 6.5. Pesando 1.420 g de fosfato dibasico de sodio
diluido en 200 ml de agua destilada, 1.052 g de 4cido citrico en 100 ml de agua.

Una vez obtenidos los buffer a diferentes pH, se tomo de cada una 50 ml y se
mezcl6 con 0.250 g de pectina de manzana

Preparados los buffer a diferentes pH, se continu6 con la siguiente
metodologia de trabajo para cuantificar la actividad de pectinasa en los extractos:

1. En tubos eppendorf de 1.5 mi se colocaron 150 i, del buffer a pH 3.6 y 50
ul del extracto enzimaico para cada una de las columnas.

2 Para el blanco, se agregaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, 200 bl del
buffer comespondiente.

3. Se incubaron los tubos a 50°C. durante 10 min

4. Posteriomente se agregé a los tubos 300 1l de DNS y los tubos se

colocaron durante 5 min. En agua a ebullicion.

Se enfriaron los tubos en hielo

6. Se agreg6 1 mi de agua destiada y se colocaron 200 yl de cada muestra en

Se leyd en un Biorad modelo 680 XR lector

de microplacas a 540 nm

7. Estos pasos se realizaron para cada uno de los pH 4.5, 5.0, 6.0y 6.5.

o

3.3.1.3 Temperatura 6ptima

Para e} caso de la temperatura se prepar6 pectina en buffer citratos fosfatos
0.05% en pH de 6.5, determinando [a actividad de pectinasa de la forma siguiente:

1. En tubos eppendorf de 1.5 mi se colocaron 150 yl, del buffer a pH 6.5y 50
1l del extracto enzimatico para cada una de las columnas.

2. Para el blanco, se agregaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml, 200 pl del
buffer a pH 6.5.
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Se incubaron los tubos de acuerdo a su temperatura de incubacion

(35°40°, 45°, 50°, 55°, 60°, 65° y 70° C), durante 10 min.

Posteriormente se agregaron a los tubos 300 p! de DNS y los tubos se

colocaban durante 5 min. En agua a ebullicién.

Se enfriaron los tubos en hielo

Se agregd 1 ml de agua destilada y se colocaron 200 i de cada muestra en
Se ley6 en un Biorad modelo 680 XR lector

de microplacas a 540 nm

3.3.1.4 Termoestabilidad

Se prepar6 pectina en buffer citratos fosfatos 0.05% a pH 65, para

determinar la termoestabilidad de los extractos con la actividad de pectinasa.

1
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En tubos eppendorf de 2 mi se colocaron 2 mi de del extracto enzimatico
obtenido de cada columna, y se incubaron a la temperatura correspondiente
50°, 60° y 70°C.

Cada 30 min se tomaron 50 pl de extracto enzimatico y se colocaron en
tubos eppendorf de 1.5 ml, agregando 150 pl de pectina en buffer citratos-
fosfatos,

Se incubaron los tubos a 50°C durante 10 min.

El blanco se prepar6 agregando 150 ul del buffer, seguido de 300 pi de
DNS y 50 pl del extracto enzimatico correspondiente de cada columna.
Poniendo los tubos en agua en ebullicién.

Posteriormente se agregaron a los tubos incubados a 50 °C, 300 l de DNS
y los tubos se colocaban durante 5 min en agua en ebullicion.

Se agreg6 1 mi de agua destilada y se colocaba en microplacas 200 yl de
cada muestra. Se leyd en un espectrofotémetro Biorad modelo 680 XR
lector de microplacas a 540 nm.
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Capitulo 4. Resultados y Discusiones

4.1. Obtencién de i con
‘microondas.

En la tabla 3, se presentan los resultados de la primera evaluacién,
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 medidas en las rebanadas de mango predeshidratadas
osméticamente.

Tabla 3. Cifra factores controlados,

Variables de Respuesta
Gajos R® Tira R’ Cachete R'

Sélidos solubles ( grados Brix) 48 096 54 099 44 097
| Peso Firal (g) 233 1007 1907 0877 227 ' 0.96

095 094 10 092 098 093

“Expansitn (%) Sy 300 097425 08B 10% 087

En la tabla 3 se puede observar que las rebanadas de mango de las
geometrias de “Tira" y “Cachete” presentaron Dafio Témico en todas las
condiciones de proceso evaluadas, sin embargo, para las rebanadas de mango de
la geometria de “Gajos” se encontraron condiciones de proceso donde no se
presenté el Dafio Témico. EI peso de cada rebanada de mango predeshidratada
osméticamente, antes del secado con microondas, fue de 10 g, 20 g y 25 g, para
las geometrias de “Gajos”, “Tira" y “Cachete’, respetivamente. Las rebanadas con
forma de “Tira", presentaron el mayor Dafio Térmico, con un minimo del 50%.
Estos resultados indican que a mayor peso individual de la rebanada, mayor



posibilidad de presentar Dafio Témico, esto es, con base a las condiciones de
proceso evaluadas.

Para las rebanadas de mango de la geometria de *Gajos™ se encontraron
condiciones de proceso donde no se presents el Dafio Témico, el efecto de las
condiciones de proceso sobre el Daflo Térmico def producto puede observarse en
la figura 17, de acuerdo a esta figura, el Dafio Témmico 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.

N
TR

Figura 17: Efecto del y
‘microondas, sobre el porcentaje de Termo Expansién.

Sin embargo, de acuerdo con el modelo matematico desarollado, el Dafio
Térmico se presenta a partir de cargas menores de 300 g, y tiempos de
tratamiento témico superiores a los 415 5. Con base a estos resultados se
definieron los niveles de a segunda etapa de optimizacion del proceso de secado
complementario con microondas, aplicado a rebanadas de mango con geometria
de “Gajos". La segunda optimizacion se realizo en funci6n del contenido de sdlidos



solubles del producto, ya que este es el principal factor relacionado con la
estabilidad microbiolégica del mismo,

£n la segunda etapa de optimizacién del proceso de secado complementario, se
evalué el espacio experimental en el intervalo comprendido entre los 300 g - 350
0. para el Peso de la carga, y ente los 394 s - 415 s para ef Tiempo de Secado con
microondas.

En la figura 18, se muestra la relacién entre el porcentae de termo expansién, y
los factores: Tiempo de Secado con microondas y Peso de la Carga a secar. En
esta figura se puede apreciar que Ia termo expansion del producto se increments
al disminuir el Peso de la Carga a secar, sin embargo a mayor carga de 312 g, la
expansion ya no se increments. Esto se explica si se considera que a menores
cargas la energia de las microondas que incide sobre el producto es mayor, sin
embargo la termo expansion del producto fiene un maximo, una vez alcanzado, el
reducir el peso de la carga ya no tendré efecto en la expansion del producto. En
esta figura también se puede observar que al incrementar el Tiempo de Secado,
se afecta la expansién del producto, lo cual se puede relacionar con la pérdida de
masa por evaporacion.

Figura 16 Efecto dl Peso de a cara  dallmpads Secado Complementario con
‘microondas, sobro el porcentaje de Termo Expa
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Al producto optimizado en la segunda etapa le comespondieron las siguientes

de proceso: Ti S con 394 segundos, Peso de la
Carga a secar de 300 gramos. Este producto presents un contenido maximo de 55 grados
Brix (R*=0.92, Figura 19), y las siguientes caracteristicas: Ausencia de Daflo Térmico,
peso final de 204g, porcentaje de termo expansion de 26% y densidad de 0.90.

B8 Pew

Figura 19: Efecto del
‘microondas, sobre °Brix.

Los resultados del analisis sensorial del producto optimizado corresponden a una
escala hedénica semiestructurada donde O coresponde a pésimo y 100 a
excelente, y estos fueron: Color = 95 (CV de 7 %), Aroma = 81 (CV de 17%).
Sabor = 90 (CV de 12%), Textura = 85 (CV de 14%), Agrado General = 88 (CV de
12%).

4.2. Obtencién de pellets de la céscara de mango

El método de separacion utilizado consistio en emplear a 20 personas
(estudiantes de la UAN), quienes en forma manual realizaron una separacion de
100% de las céscaras y los huesos de mango. Este equipo de trabajo separd 300
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kg de cascaras por hora. Las ciscaras una vez separadas. se colocaron en
contenedores plasticos y de acero inoxidable, y se introdujeron de nuevo al cuarto
fiio. Los huesos se dejaron en cajas de madera para desecharlos.

Al someter a las cascaras de mango al proceso de reduccin de tamafio, se
uliiz6 una rebanadora con motor de 0.5 hp, se obtuvo una pasta ‘densa,
consistente, uniforme y ligeramente pegajosa”, a la cual por refractometria se le
determino el contenido de solidos solubles en 50%.

Posteriomente se esparcieron 2.5 kg de pasta de mango en 30 charolas de
fémina galvanizada perforada, con dimensiones de 70 cm x 50 cm, para en
seguida someterta a un proceso de secado solar directo en el periodo de 9:00 a.m
a1330pm.

Una vez obtenida la pasta de céscara de mango a una humedad de 35%,
se coloco en el extrusor el cual se operé a 100 rpm, temperatura ambiente y
utilizando un didmetro de salida de 0.5 cm

Los extrudidos obtenidos se colocaron en charolas metdlicas perforadas, y
se sometieron a un secado con aire caliente, a 65 °C, en estas condiciones el
tiempo requerido para alcanzar un contenido de humedad dei 12 %, fue de 2.5
horas.

También se evalué el tiempo requerido para alcanzar un contenido de

humedad del 12 %, el cual fue de 6 horas de insolacion directa, de 9 a 15 horas.
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414 ion de i de los i de cascara de mango

Los resultados de composicién quimica de los extrudidos de céscara de mango
se presentan en el Tabla 4.

1% B.5) de 105 extrucidos e 13 cascara 66 mango
Poventzie (%) GV.(6)

779 3
49 2
779 2
284 a
1636 1
6134 1

De acuerdo al anlisis realizado a los extrudidos de céscara de mango se
observ un contenido de proteinas de 7.7% superior al de los forrajes de cafia 2%,
avena 3%, yuca 5%, limén 7%, algoddn 7%. chicharo 4%, cebada 4%, y similar
céscara de plétano 7.7%. Los extrudidos resultaron relativamente bajos en grasa
3%, pero superior a la de los forrajes de algodon 1%, chicharo 2% o cebada %. EI
contenido de fibra 16% resulté més alto que al reportado para las fibras de salvado
de amoz 7%, maiz 15% o ciscara de cacao 16%. Sin embargo, puede
considerarse que los extrudidos contienen un contenido de fibra relativamente
bajo, en comparacion con los forrajes como el bagazo de pifia con 66% de fibra, o
la cascara de café con el 69%. El contenido de cenizas 5% resulto relativamente
bajo en comparacion con cascaras como fa de plétano 16 %, pero similar al de
contenido de cenizas del algodén 3% o el chicharo 5% (Anexo 1)

Lo mas importante que se observé en los extrudidos de c4scara de mango fue

el alto contenido de extracto libre de nitrogeno 61%, similar al de los forrajes de
papa 60% o de harina de yuca 72%, o salvado de maiz 61%, que son forrajes

relativamente caros.
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4.1.2 Prueba de Paleatibilidad

Se realizaron pruebas preliminares de aceptacion de los extrudidos de céscara
de mango en funcién de sus atributos sensoriales. En esta evaluacion se observé
Ia respuesta de ganado vacuno, caprino y porcino de la localidad de Llano de la
Cruz, Nayarit, al incorporar en su dieta regular una porcion de 3 kg de extrudidos
de cascara de mango. Como resultado se encontré que el 100% de la porcion de
extrudidos, ofrecida a estas especies fue consumida

4.1.3 Evaluacién de color

Tabia 8. Color y Luminoaidad
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Se realiz6 un analisis digital del color de los extrudidos a los 0, 10, 30, 45 y 90
dias de almacenamiento a temperatura ambiente, de acuerdo a los resultados
obtenidos en ta Tabla 5, muestra una ligera pérdida de los tones rojos y verdes
presentes en los colores de la cascara de mango, y una ligera reduccion de iz
\uminosidad medias. Sin embargo, con base a los resultados del andlisis
estadistico aplicado, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p < .05). Estos resultados indican que los pigmentos de la c4scara
de mango son relativamente estables en cuanto a color, en un periodo evaluado

de 90 dias.
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4.2 Condiciones de Fermentacién en Estado S6lido

Las fermentaciones para la produccion de pectinasas se siguieron por una
cinética enzimatica y caracterizacion bioquimica de los extractos. Se lievé a cabo
una cinética para determinar el tiempo de fermentacion necesario para obtener la
mayor actividad enzimatica. Se obluvieron los extractos de 2 columnas a 24, 48,
72, 96 y 120 horas. A cada extracto se les midid la actividad de pectinasa a
diferentes pH, temperaturas y termoestabilidad; midiendo los azicares reductores
liberados en cada reaccion (método de Miller) y asi poder determinar el extracto
con mayor actividad enzimatica

424 pH éptimo .
En la Tabla 6, se presentan los resuttados para el pH Gptimo de los

extractos enziméticos producidos al utilizar pellets de cascara de mango secados
a 50°C, se puede observar que la méaxima actividad presentada es 1,717 Ul/mi,

en un tiempo de fermentacion de 120 horas y pH de 6.5. También se muestra que
las mayores actividades que van desde 0,905 hasta lamaxima de 1,717 Uliml, se
presentan a pH de 6 y .5, en horas de fermentacion desde 24 a 120 horas.

48 horas, 0,000 1,402
uml

T2horas 024 0,909 0983

96 horas. 0458 0436 0280 0419

20 horas. 08§77 0946 .03 7T

Caso contrario se observa en el Tabla 7, disminuye considerablemente la
actividad de pectinasa con un valor 0,278 Uliml a pH 6.5 para las primeras 24
horas de incubacién. Se observa que a las 48 horas de incubacién, la actividad de
pectinasa va desde 0,060 Ul/ml a pH 3.6 hasta 0,278 Uml 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, fue fa menor cantidad de esporas inoculada para cada
una de las FES realizadas.

rmentacién PH4, BH

24 horas, il 0,000 0,087

4@ horas, 0127 0129

72 horas, 0,030 0036 0,04 0,069
96 horas, 0079 0075 0,085 0,064
120 horas. 0083 0.120 0048 0,081 0,100

La tabla 8, se muestran los resultados de actividad de peciinasa obtenidos
a diferentes pH para la FES 3, en donde se puede observar valores similares a los
encontrados en la FES 1. Los valores que estén en el rango los 0,639 a 1603
Uliml, para las primeras 48 horas de fermentacion, y obteniendo la maxima
actividad a fas 24 horas con 1,603 Ul/ml.

Estos resultados. se analizaron estadisticamente para poder determinar las
mejores condiciones de fermentacion utilizando como sustrato bagazo de cafia y
pellets de céscara de mango; de acuerdo a las condiciones de fermentacion
descritas para las FES 1,2y 3.

La Tabla 9 muestra los resultados del analisis de varianza factorial ANOVA;
el cual descompone la variabilidad de la actividad enzimatica de pectinasa

Formentacién PHIE pH45  pHS5O  pHED PHES
24 horas, 1154 0,639 1322 1477 1,603
% horas 7,001 0,663 0.304 1,081 EX]
[T2horas Wml “oge1 0354 05% 0505 0800 |
96 horas. 0,354 0430 0,439
[120horas T 0384 031 0415 |
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en las contribuciones debidas a varios factores (sustrato, tiempo de fermentacion
y pH de actividad). Puesto que se ha elegido la suma de cuadrados Tipo il (valor
por defecto), se ha medido la contribucion de cada factor eliminando los efectos
del resto de los factores. Los p-valores comprueban la importancia estadistica de
cada uno de los factores.

Tabla 9. Analisis de la Varianza para actividad enzimética de pectinasa medida a
diferentes pH.

Anélists de la Varianza paraictividad Iporal - Susas de Cuadrados de Tipo IIT

Fuente Suma de cuadrados  GL Cuadeado Medio Cociente-F  P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES.

A:pH actividad 1.45925 a 6.364813 0.0057

Bisust s.ee150 2 2.9068 2.0000
C:Tienpo Fern 1538 4 0.384701 0.0062
RESTOW0S

0.0907157

TOTAL (CORREGIDO0)

Los coctentes F estén basados en €l error cusdrdtico medio residual.
Dado que 3 pvalores son inferiores a 0.05, estos factores tienen efecto
estadisticamente significativo en la actividad enzimtica de pectinasa medida a
diferentes pH para un 95.0%.

Estos resultados indican que Ia actividad de pectinasa producida por A. awamori
tiene una diferencia significativa con respecto al tiempo de fermentacién. Para los
3 sustratos utiizados en las FES 1, 2 y 3; se encontrd que a las 24 horas de
fermentacién, se produce la mayor actividad de pectinasa, por lo que no es
necesario flevar la fermentacion a mas de 24 horas (Figura 17).
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por A. awamori en FES 1,2y 3.

Por ofro lado, en la Figura 18, se observa el efecto del sustrato sobre la
produccion de actividad pectinasa. Es evidente que hay una diferencia significativa
al utilizar bagazo de cafa con pellets secados a 60°C (BC-M 60), merior
produccion de pectinasas, con respecto a las otras dos combinaciones de
sustratos; bagazo de cafia 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. Ademas puede observarse, que no hay una
diferencia significativa entre la actividad enzimatica producida al utilizar BC-M 50 y
BC-M 70. Por io que pademos concluir que la fermentacion puede ser llevada a
cabo utiizando cualquiera de las combinaciones de sustratos.

BCMs BoM® | BoMTO
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Figura 18. Efecto de l0s diferentss sustratos sobre la pmﬂucclﬂn de actividad de pectinasa
por A. awamori en FES 1.



En la Figura 19 se observa que, estadisticamente ef pH 6ptimo para la actividad
de pectinasa es de 6.5 considerando las tres fermentaciones; a este pH se
observa la méxima actividad; sin embargo, no hay una diferencia significativa con
&l pH 6.0.
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Figura 19. Efecto de los diferentes pH sobre la actividad de pectinasa producida por A.
awamori en FES 1, 2y 3.

En la Tabla 10 se observan los valores obtenidos de pH para pellets
lavados y secados a 60, en los cuales se aprecia un incremento significativo en fa
actividad de pectinasa para las primeras 48 horas de fermentacién, disminuyendo
su actividad conforme aumentaron las horas de incubacién. La mayor cantidad de
pectinasa se obtuvo a pH de 6.5 con 1,638 Ui, para las primeras 24 horas de

fermentacion.
Fermentacion PH3S  pHAS  PHSO  pHOO  pHES
Zhoras 1228 1425 493 1524 1638
48 horas. 0958 7105 1.206 1219 1231
[7Zhorms UM o5z o622 0709 0858 0575
%horas “ 0407  08%  0s22 0843 0479 |

120 horas 0427 0,498 0523 0510 0446
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Resultados similares resultados se presentaron para el pH en pellet lavado
y secado a 70°C, en la FES 5 (Tabla 11). Obteniendo durante las primeras 24
horas de fermentacién la maxima actividad de pectinasa de 1,344 Ulml a un pH
de 6.5, disminuyendo un poco la actividad en las 48 horas, a 1,230 UVml en pH de
6.5.

Formentaci pH3G  pH4. PHEO
Z4horas 0833 7384 1470 1450
[®@hoas 0,576 1013 1128 i85
TZhoras Ut 031 051 0556 0827
[96hoas 0281 0363 0426 0470
20 horas 0228 0,387 0,362 043 0288

Analizados los resultados anteriores de pH, se encontré que durante las
primeras 24 horas se obtuvo la maxima actividad de pectinasa, a un pH 6ptimo de
6.5. Con respecto a la temperatura de secado de los pellets, la actividad se ve
favorecida con el secado a altas temperaluras, esto es para el peliet secado a
70°C, cuando se lava el peliet se obtiene actividades similares pero aumentando el
rango de secado de 60 y 70°C. Siendo el pH 6ptimo entre 6.0 y 6.5, para
temperatura de secado de 70° y lavando los pellets, temperaturas de 60 y 70°C,
esto para las primeras 24 horas de fermentacion

Estos resultados, se analizaron estadisticamente para poder determinar las
mejores condiciones de fermentacién utilizando como sustrato bagazo de cafia y
pellets de cascara de mango; de acuerdo a las condiciones de fermentacién
descritas para las FES 4 y 5. De esta manera se pudieron determinar si los
resuitados obtenidos son reaimente significativos.

La Tabla 12 muestra los resultados del andlisis de varianza factorial
ANOVA: para determinar el efecio de varios factores (sustrato, tiempo de
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| fermentacion y pH de actividad) sobre la actividad de pectinasa producida bajo las
de va

Tabla 12. Andlisis de varianza para actividad enzimatica a diferentes pH.

Anslists de la Varianza paraActividad enzisatica UI por al - Supas de Cusdrados de Tipo 111

Fuente Suea de cvaarados

EFECTOS PRINCIPALES

Aiph actividad osimam o 029507 1629 b.0000
1 oamms 1.6 o.ome
s 77 6 oowo

Aes1000S 0255 40 0.00795647

TOTAL (CORREGIDO) sasaz e

(o5 cocientes F estin basados en €1 srror condrstico medla residu.
Dado que 3 valores son inferiores a 0.05, estos factores tienen efecto
estadisticamente significativo en Actividad UU/mL para un 95.0%. Estos resultados
indican que la actividad de pectinasa producida por A. awamori ftiene una
diferencia significativa con respecto al tiempo de fermentacion. Para los 2
sustratos utilizados en las FES 4 y 5; se encontré que a las 24 horas de
fermentacién, se produce la mayor actividad de pectinasa. por lo que no es
necesario flevar la fermentacion a mas de 24 horas (Figura 20). Estos
resultados son similares a los obtenidos a las FES 1,2y 3.
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Figura 20. Efecto del tiempo de hm.nudbn sobre la produccion de actividad de pectinasa
. awamori on FES 4y 5.



)y Bagozo de caiio,

Por otro lado, en la Figura 21, se observa el efecto del sustrato sobre la
produccion de actividad pectinasa para las FES 4 y 5. Es evidente que hay una
diferencia significativa al utilizar bagazo de cafta con pellets lavados y secados a
60°C (BCL-M 60), mayor produccién de pectinasas, con respecto a la combinacién
de sustratos bagazo de cafia y pellet lavado y secado a 70°C (BCL-M 70)
Ademés, 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).
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4.2.2 Temperatura 6ptima

En la Tabla 13, se presentan los resultados obtenidos para temperatura
optima para la FES1, Cabe sefialar que la variabilidad en los perfiles de actividad
a las diferentes temperaturas, se atribuye a que los extractos obtenidos en las
diferentes fermentaciones son extractos crudos; es decir, la actividad de pectinasa
observada puede ser debida a la presencia de mas de 1 pectinasa cuyas
temperaturas optimas sean diferentes. Este comportamiento se puede observar en
el extracto obtenido a las 24 horas en la FES 1; abservandose 2 picos de méxima
actividad a los 50 y 70°C.

Fermentacion 4" a5 50 65 60 65 700
24 horas. 0318 0662 0751 1682 1114 0197 0970 1,024
B horas 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
Tavom— " ~G76 GaT0 07 0900 00 05 0k 04%

[t 0580 0462 0441 0968 0000 0247 0028 0000

”mho«- 4107 1607 1389 0000 1109 0839 1,084 1803

Un comportamiento similar se observé para los extractos obtenidos en las
fermentaciones FES 2 (Tabla 14) y FES 3 (Tabla 15). Por ejemplo, se detectaron 3
picos de méaxima actividad de pectinasa a 35, 50 y 65 °C para los extractos
obtenidos a las 48 horas y 24 horas, en la FES 2y FES 3, respectivamente.

Formentacién 3 4 4 S0 8 60 68 700
2 horas 0006 0088 0071 0114 003 0000 0000 0000
48 horas 0476 0140 0113 0160 0076 0015 0360 0334

TZhoras  Ulimi 0,416 0082 0077 0106 0050 0003 0208 0.151

96 horas. 0072 0057 0060 0082 0051 0000 0,165 0.104

120horas 0067 0060 0062 009 0033 0000 0192 0,104
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Fermentacion ESES 5 55 60

4 horas 1599 1497 1753 1695 1699 1728 1443
48horas 1220 1096 0874 1175 1159 1170 1072 0961
T2 horas. Uiml —5626 0545 0374 0526 0805 0597 0556 0498
96 horas 0479 0428 0342 0455 0513 0438 0402 0361
20Tows 0377 0416 0310 043 0447 0398 0406 0312

Debido al perfil caracteristico que se observa al medir el efecto de la temperatura
sobre la actividad de pectinasa, en extractos crudos; el andlisis estadistico arroja
como resultado que la temperatura no tiene un efecto significativo sobre la
actividad enzimtica (Tabla 16 y Figura 23).

za de Ia actividad de pectinasa a diferentes temperaturas.

Tabla 16. Analisis de vas

Andlisis de 1o Varianza paranctividad UL por mi - Sumss de Cuadrados de Tipo 11T

Fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valar

EFECTOS PRINCIPALES

A:sustrato 10.5899 2 5.2019 3454 0.0860

8:Tenperatura de 3 0.168537 7 e.02m768 016 .99
lempo Fermentac a3 4 1.20359 7.8 6.0000

RESIOVOS 16.062 6.151528

TOTAL (CORREGI0O) 31,638

Los cocientes F estén basadas en el error cuadratico medio residual.
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Figura 23. Efecto de la temperatura sobrs la actividad de pectinasa producida por A.
awamori en FES 1,2y 3.

En las Tablas 17 y 18 se observan los resuitados del efecto de la temparatura
idos obtenidos en las FES 4 y 5.

de It

sobre la

e

El perfil observado es similar al obtenido para los extractos obtenidos en las FES
1,2y 3. Se pueden observar 4 picos de maxima actividad a los 35, 45, 60 y 70 °C
para los extractos obtenidos a las 24 y 48, para las FES 3y 4.

40" 45 50' 55 & 100

7765 0983 1605 1593 1350 1,539 1448 1731 J
1525 0767 1,130 1103 0946 1200 1361 1434
UUml * G755 0500 0581 0464 0441 0882 0537 G710
668 0347 0462 0399 0304 054 0408 0560
0648 0340 0306 0427 0238 0470 0380 0517




)y Bogazo de cafa,
pa de interés
T
Z4horas 090 0716 0928 0755 0741 0821 0642 0778
4 horas 0859 0517 0721 0499 0499 0722 0378 0553
T2horas Uil 5375 0408 0353 0,181 023 0305 0167 0220
96 horas 6249 0201 0290 0111 0133 0226 0238 0470

20 horas. 0230 0187 0222 0079 0106 0177 013 0143

Es importante mencionar que para los extractos obtenidos a las 72, 96 y 120
horas, estos perfiles cambian. Este comportamiento puede ser atribuido a la
aparicién de proteasas en el sistema de fermentacion que degradan, entre otras
proteinas, a las pectinasas que se sintetizaron en las primeras 24 horas de
fermentacién. Finalmente, comparando los datos de las 5 fermentaciones y
haciendo un analisis estadistico global, se puede determinar que la combinancion
soporte-sustrato uilizada (ver Tabla 2) para obtener la actividad de pectinasas no
tiene una diferencia significativa; por lo que se puede utilizar cualquier
combinacion para llevar a cabo la produccién de pectinasas (Figura 24). Cabe
seftalar que el sustrato BC-M 60 se sale de esta comparacion, probablemente
debido a la utilizacién de menor cantidad de esporas para inocular las columnas
de fermentacion.

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

\ —

ol 1 I

Actividad enzimatica Ul por mL

Figura 24. Efecto del soporte sobre la actividad de pectinasa producida por A. awamori en
FES1,2,3,4y5.



De igual manera, se confirna que el tiempo necesario para obtener la maxima
actividad de pectinasa con Aspergillus awamor, utilizando bagazo de cafia y
pellets de céscara de mango como soporte-sustrato, es de 24 horas (Figura 25). A
pesar de que en esta grafica, los resultados para el soporte BC-M 50 se salen de
esta aseveracion, en las analisis estadisticos por grupo de soporte, FES 1.2 y 3
(Figura 17), se puede observar que el tiempo de fermentacion ideal para este
grupo de soportes es de 24 horas.
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Figura 25. y rilizade

produccion de pectinasas.

4.2.3 Termoestabilidad
La termoestabilidad de un extracto enzimatico crudo es dificil de determinar; ya
que el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de pectinasas no es sobre una
sola enzima; sino sobre todas aquellas pectinasas que se hayan producido
durante la fermentacién. En este caso, al igual que en las determinaciones de pH y
lempanluns obptimas, no se puede observar un tipico comportamiento en la
de jlidad; es decir, un decaimiento de la actividad de
pectinasa con respecto al tiempo.




4.2.3.1 Termoestabilidad 50°C

En las Tablas de la 19 a la 23, se muestran los resultados de
termoestabilidad a 50°C para la FES 1, 2, 3, 4 y 5. En todos los casos la
estabilidad de los etxractos presenta variaciones en cuanto a la actividad residual
con respecto al tiempo. Tomando como base los extractos obtenidos a las 24, 48y
72 horas, todos presentan actividad residual a los 300 min; a pesar de que para
algunos extractos la actividad residual resuité de 0 después de cierto tiempo (210
min para el extracto de 48 horas de la FES 1).
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A pessr de la dificultad para analizar estos resultados; se realiz6 un andlisis
estadistico ANOVA (Tabla 24); de acuerdo a este andlisis, el tiempo de incubacion
para medir la termoestabilidad de los extractos a 50°C. no tiene un efecto

significativo sobre la actividad residual.
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Yabla 24. Andlisls de varianza de la termoestabilidad de los extractos enziméticos a 50°

anlisis de 1a Varianza parahctividad residual T por ni - Susas de Cuadrados de Tipo IT

Fuente Suna de cuadrados G Cuadrado Medio Cociente-f  P-valor
EFECTOS PRINCIPALES

1 a:Bagaz 1562 4 385106 1628 6.0000

' B:Tienpo anutes o729 e.ewses 1 ess
REsIOWS o.asi7me 36 6.023661
TOTAL (CORREGIDO) 2660047 a9

Los coclentes F estén basados en ) error cuadrdtico medio residual.

De este andlisis también se puede determinar que los extractos producidos al
utilizar bagazo de cafia y pellets de cascara de mango secados a 70°C (BC-M 70),
son més estables a 50°C que el resto de los extractos (Figura 26)
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Figura 26. Medias de la Actividad resi
Term

al de pectinasa en los diferentes extractos.
oestabilidad a 50 °C.

4.2.3.2 Termoestabilidad a 60°C

En las Tablas 25, 26, 27, 28 y 29 se muestran los resultados obtenidos para
la termoestabilidad a 60°C, para la FES 1, 2, 3. 4 y 5. Al igual que para la
termoestabilidad medida a 50°C, en todos los casos (a estabilidad de los extractos

presenta variaciones en cuanto a la actividad residual con respecto al tiempo
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De acuerdo al analisis estadistico de estos datos, para Ia termoestabilidad a 60 °C
no hay diferencia significativa de ninguno de los factores analizados (tiempo de
incubacién, sustratos) sobre la actividad residual de pectinasa (Tabla 30).

Tabla 30. Analisis de varianza de

de los extract icos a 60°C.
An8lisis de 1a Varlanza paraactividad residual UI por sl - Sumas de Cuadrados de Tipo I
Fuente. Suma e cosdrados  GL Cuadrado Medio Coclente.F  P-valor

EFECTOS PRINCIPALES

A:Sustrato o.e7smss @ 0015950 sa2 0792

8:Tieapo minutos Gsi0e1s 9 e.e7esers 135 1673

RESIOVOS 1emes 36 0.ea508ss

TOTAL (CORREGITO) 230 49

Los cocientes F estén basados on el error cuadratico medio residual.

En la Figura 27, se puede cbservar que para a termoestabilidad a 60°C, ninguno
de los extractos con actividad de pectinasa, es mas estabie con respecto a los
ofros al no ver una diferencia significativa entre fas medias de las actividades
residuales.
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Figura 27. Mediss de Ia Actividad residual de pectinasa an los diferentes extractos.
moestabilidad a 60 °C.

4.2.3.3 Termoestabilidad 70°C

En las Tablas 31, 32, 33, 34 y 35 se muestran los resuitados obtenidos para la
termoestabilidad a 70°C, para la FES 1, 2, 3, 4 y 5. La medicion de la

termoestabilidad a 70°C, presenta el mismo comporiamiento que para las
termoestabilidades medidas a 50 y 60°C, en todos los casos la estabilidad de los
exiractos presenta variaciones en cuanto a la actividad residual con respecto al
tiempo; esto como ya se mencioné debido a que se trabaj6 con extractos crudos.
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De acuerdo al analisis estadistico de estos datos, hay diferencia significativa en la
termoestabilidad de los extractos obtenidos al utiizar el sustrato BC-M 70 para su
produccion (Tabla 35); siendo mas estables con respecto a los extractos
obtenidos al utilizar BC-M 50, BCL-M 60 y BCL-M 70. Sin embargo, no hay una
al con la ilidad de los extractos

diferencia
obtenidos al utilizar BC-M 60 (Figura 28).



Tabla 35. Andlisis do il 70°C.

e if ) y Bagozo de caria,
b productos de 4 [
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Andlisis de 1a varianza paraActividad Residual UI por mL - Sumas de Cuadrados de Tipo ITI

| Fuente Suma de cuadrados  GL Cuadrado Medio Cociente-F  P-valor
EFECTOS PRINCIPALES
:sustr 0.224768 . 6.0561919 2.45  0.0638
iempo Minutos 0.239067 9 5.0265631 136 0.3507
RESIDUOS 0.826333 36 0.0229537
TOTAL (CORREGI0O) 1.2907 49

Los cocientes F estdn basados en el error cuadrdtico medio residual.
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Figura 28. Medias do la Actividad residual de pectinasa en los diferentes extractos.
Termoestabilidad a 70 °C.

Los resultados més relevantes anteriores se cotejan y se muestran en el
Tabla 36, en donde se muestra las unidades totales por gramo obtenidas para
cada caracterizacion realizada en las cineticas enzimaticas.
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ST
PH dptimo 65 38390
Temp. Gptima EQ 0220
Termoestabilidad 60°C  120-260min %%
&
A ptima &5 =0
i Temp- Gptima £ 320
Termoestabiidad T0°C 180380 %
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7SS
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En la Tabla 36, se observan los mejores resuitados para cada una de las
cinéticas realizadas, en donde se muestra, que en la FES 1 la produccion maxima
de actividad pectinasa es 24 horas con pH de 6.5 y temperatura 6ptima de 70°C,
obteniendo 38,39 U y 50,22 U, pero teniendo su termoestabilidad con 10,27 U
esto puede deberse a fa activacion y desactivacion de pectinasas, por ejemplo en
la Figura 29, que nos muestsa los picos de respuesta para temoestabilidad en 24
horas para ta FES 1. En dicha figura la actividad de pectinasa presenta altibajos
en actividad de pectinasa que pudiera deberse a la desactivacion y acfivacion

enzimatica.
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Fig. 29. Termoestabilidad a 60°C para 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 presenta este valor a 24 horas de fermentacién,
Ia temperatura dptima es a 50°C con 3,22 U y la termoestabilidad a 60°C de la
reaccién es en 270 min con 8,69 U. Para la FES 3 los resultados presentan
uniformidad en cuanto al tiempo de fermentacion de 24 horas, teniendo los valores
méximos de la cinética, a pH 6.5 con 48,12 U, temperatura optima de 50°C con
52,62 U, siendo fa termoestabilidad a 60°C y a los 120 min en donde se presenta
ta mayor actividad con 27,73 U,

Se continua con la presencia de mayor actividad en 24 horas de la cinética
enzimatica, en la FES 4, los valores méximos abtenidos son a pH 6.5 con 57,24 U,
temperatura optima de 35°C con 61,72 U/g y una estabilidad térmica en 60°C a los
120 min, con 33,90 U. valores similares se encontraron en la FES 5, en donde los
valores maximos se encontraron a las 24 horas montada la cinética, a pH de 6.5
con 62,09 U, temperatura optima de 35°C con 44,35 U y la estabilidad térmica fué
de 60°C a los 120 min con 38,53 U.
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En fa Figura 30, se muestran Ia actividad de pectinasa para el pH de 6.5, el
cual, es el pH en donde todas las cinéticas enzimaticas presentaron su maxima
actividad de pectinasa.
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Fig.30. pH 6ptimo de cinéticas de Fermentacion
De estos resultados mencionados anteriommente se toman como las
mejores cinéticas de produccion de pectinasa la FES 4 y FES 5. Existen reportes
de investigadores que han estudiado la produccion de diferentes enzimas
pectinaliticas, asi como la utilizacion de diferentes desechos agroindustriales, asi
como el microorganismo productor de las enzimas. Estos reportes se muestran a
continuacion:

Nagai y cols. (2000), feportaron una produccin de enzima
endopoligalacturonasa de 487 Uimg, en un pH optimo de 5.0, temperatura optima
de 40°C, incubandose a 30 °C por 12 horas Aspergillus awamori en medio de
soya. Blandino y cols (2002), obluvieron 20-25 U/g de pectinasas utilizando
Aspergillus awamor, en salvado de trigo.

Patil y Dayanand (2006b), observaron un incremento gradual de
endopectinasa dando valores que van desde los 51 Ufg a 17.1 Ulg, uilizando
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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Ulg en FES. También (2006a), demostraron que el pH 5.0 y temperatura de
34°C, eran 6ptimos para la produccién maxima de endo y exopectinasas en
cascara de girasol, tanto en condiciones del estado sélido como en sumergido.

Silva y cols. (2002), obtuvieron el valor de aclividad maximo de
poligalacturonasa (Pg) (30 U/g), usando el salvado de trigo como la fuente de
carbono. También utilizaron bagazo de naranja obteniendo el maximo de valor de
pectina liasa de 2000 U/g. Al combinar desechos como bagazo de naranja y
salvado de trigo, aumentaron la produccién de Pg a 55 Ulg, en un pH de 5.0 y
temperatura de 55°C, siendo estable a 40°C durante 60 min, y PI de 3540 U/g,
alcanzado esta actividad a pH de 105 y temperatura de 50°C, siendo estable a
35°C durante 60 min.

Xia y cols. (2009) en un experimento de fermentacion revelé que el
Aspergillus niger, produjo protopectinasa 106,17 Uig a las 36 horas, en una
condicion de fermentacién de 35°C, pH de 5. La produccién de pectina en la
condicion optima es el 24.5 %, tan alta como la produccién de otros métodos
fisicos y quimicos hasta ahora descritos.

Jayani y cols. (2005), reportaron que, fa poligalacturonasa purificada
producida por Streptomyces tydicus expuso la actividad méxima en el pH 6.0y fa
temperatura 50°C. (Jayani et al.. 2005). Kumar y cols. (2010}, optimizaron un
medio compuesto de céscara de mango, peptona, NHANOS, MgS04, ZnS04 y
KH2PO4, en ef cual el rendimiento de la produccion de poligalacturanasa por F.
moliniforme fue de 43,2 Ug, a una temperatura de 30°C y pH a 4.5.

Fawzl (2009), demosi6 que la pectin liasa purificada de FES, utilizando
como sustrato lirio acuético (Eichhomia crassipes) y como productor de pectina
liasa Penicillium velutinum expresaba su actividad maxima en 50 °C y pH de 5.5,
mostrando estabilidad buena en la gama de pH de 5.5 a 6.0 y su punio de
temperatura era de 65°C después de 45 min

Estos resultados de los investigadores nos dan la pauta para poder
optimizar el medio de fermentacién solida, asi como aplicar las mejores
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condiciones fisicas y quimicas para poder aumentar mas la actividad de pectinasa
por este sustrato utlizado.

También tomamos como referencia algunos reportes de investigadores que
estudiaron otras enzimas pero utilizando el bagazo de cafia como sustrato.
Rodriguez y cols. (2006). reportaron la actividad de lipasa producida por Rh.
homothallicus utiizando bagazo de cafia y adicionando C y N como oligoelemtos
en FES, fue de 826 Ulg en 12 de incubacin. Solérzano y Pereira (2002)
reportaron, la obtencion de endoxilanasa (100 Ufmi y betaxilosidasa (3.5 U/mi),
utiizando bagazo de cafla como principal fuente de carbono en e tratamiento por
FES, encontrando estos 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
un proceso de lavado, extruido y aplicando un iratamiento témico de secado de
bajo costo de implementacién, tal es el caso de la obtencién de pellets de céscara
de mango.

La céscara y hueso de mango que componen los esquilmos, requieren
procesos de separacién mecanica para poder utiizarios de manera independiente,
debido a que esta separacién es tardada y se requieren varias personas para
poder separar grandes cantidades de esquilmos, sin embargo, deben
desarrollarse equipos de alta capacidad, que pemmitan altos volimenes de
separacion.

El método desarrollado en este proyecto, para la obtencién de extrudidos de
céscara de mango, permitié la obtencién de un producto estable por tres meses,
almacenado a temperatura ambiente, y con un alto nivel de aceptacion sensorial
en las especies en las cuales se realizaron las pruebas de paleatibilidad. Para
generar una estabilidad de 2 aflos y dar por consiguiente un valor agregado a los
pellets, se tendria que optimizar el proceso.

La caracterizacion proximal de los principales constituyentes de los extrudidos
de cascara de mango senalo que este producto es superior a numerosos forrajes
que actualmente se comercializan como: los de cafa, avena, algodén, chicharo,
cebada, salvado de arroz, de maiz o céscara de cacao. Asi mismo por su alto
contenido en carbohidratos simples, sin contar fibra, los extrudidos de cascara de
mango resultaron similares al forraje de papa o de harina de yuca.

El método desarrollado en este proyecto, para la obtencién de extrudidos de
cascara de mango es un método que puede ser implementado faciimente, con
maquinaria econémica y de uso generalizado, y con relativos bajos costos de
proceso. Los pellets de cascara de mango son una altemativa, para la obtencion
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de enzimas de interés alimenticia, obleniendo @ partir de ellos enzimas
pectinoliticas, aplicacién con en la industria forrajera, como ingrediente en la
alimentacion de ganado. o bien, como ingrediente en fa fabricacion de harinas.

Con respecto a la obtencion de enzimas, fos pellets y ef Bagazo de cafia de
azicar, utilizados como fuente de carbono para el hongo Aspergillus awamori en
fermentacién en Estado sdlido, permiten obtener extractos crudos que al
caracterizarios bioquimicamente presentan actividad de pectinasa.

De las fermentaciones en Estado solido realizadas, una vez caracterizados el
tiempo de la cinélicas es de 24 horas como méxima produccién de actividad,
continuadas las cinéticas no se genera mayor actividad. EI pH 6ptimo es de 6.5,
para todas las fermentaciones. La temperatura optima es de 35°C y la estabilidad
de la actividad enzimatica se encuentra en los 120 min.

La fermentacién que en la cual se tienen mayores actividades es la
Fermentacitn en Estado sdlido 5, que estaba constituida bagazo de cafia y peliet
de céscara de mango lavada y secada a 70°C, en proporcin de columna de 50-
50%, en una temperatura de incubacion de 30°C, humedad del 75 % y cantidad de
sustrato por columna de 110 g y una inoculacion de esporas de 1.59 x 107 esporas
por ml.
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5.1 Perspectivas

El proceso anteriormente usado en el proyecto sive como base o
antecedente para poder optimizar Ia obtencion de pellets, para efectos de obtener
mayor cantidad de actividad enzimélica con respecto a las pectinasas, es
necesario partir desde el proceso de formacion de los pellets, optimizando la
separacion de los esquilmos de mango, aplicaries algin método para disminuir la
cantidad de azucares presentes en los pellets. Disminuir el porcentaje de
fumedad hasta 5%, lo que facilitaria la molienda y tamizado de los pellets para
obtener el tamaio de particula necesaria para fa fermentacion. Cada una de estas
mejoras a realizar, se enfocarian para futuros trabajos de investigacion en la
produccién de enzimas a partir de este importante esquilmo

Este proyecto de de los esquilmos iales de Nayarit,
abre un panorama compiejo para la produccion de enzimas, con estos resultados
preliminares, se pueden modificar las condiciones de fermentacion, la utlizacion

de cascara de diferentes variedades de mango, utilizar diferentes hongos
productores de enzimas, combinar porcentajes de sustratos, utilizar diferentes
temperaturas de incubacion, asi como comparar las produccién de enzimas con
las fomentaciones en estado solido y sumergido.

Otra perspectiva es la disefiar, crear un fermentador es medio sdiido por
columnas que permita llevarse a cabo a produccion de enzimas a nivel piloto, y

asi poder escalar a nivel industrial.

El proceso de formacién de pellets y de fermentacion en estado sélido,
levados a nivel piloto e industrial, con implementacion de estos procesos a bajo
costo, el costo-beneficio de los productos de estos procesos es la altemativa de

de los esquilmos iales generados en Nayarit.
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Anexo 3. Aziicares reducto 0.
Muestra ‘Sacarosa (g/Kg) Glucosa (g/Kg) Fructosa (g/Kg)
Pellet 50C extrocto | 2.81 067 58
Pellet 60C extracto. | 4.04 106 241
Pellet 70 extrecto | 5.72 17 402
Pellet S0C extracto. | — 268 775
lavado
Pellet 60C extraci | 0.54 550 78
lavado
Pellet 70C extracto | 1.61 38 554
lavado




