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RESUMEN

El objetivo principal de este trabajo es identificar los métodos de extraccion y purificacion
en el bioprocesamiento de pectinasas aplicadas en la clarificacion de zumos frutales. En
esta investigacion se realizo una revision bibliografica empezando con la identificacion de
las fuentes documentales y recopilando informacidon para posteriormente seleccionarla con
la ayuda de un diagrama de flujo de cuatro fases, establecido dentro del método PRISMA,
teniendo como resultado 15 articulos que fueron analizados en su totalidad. Se elaboré una
matriz comparativa de los métodos empleados en la obtencién y purificacion de enzimas
ademas se detalld el proceso que debe llevarse a cabo para su obtencion a pequefia escala,
esto con la finalidad de determinar los métodos més eficientes que permitan tener una
enzima purificada, que posteriormente pueda ser aplicada en procesos de clarificacion de
zumos frutales dentro de un laboratorio. De esta investigacion se pudo constatar que el 80%
de los autores coinciden que los métodos de precipitacion por sulfato de amonio y
cromatografia i6nica ayudaron a tener una purificacion total, esto acompafiado de una
extraccion por centrifugacion, dan como resultado una enzima totalmente pura, que al ser
aplicada en la clarificacion de zumos frutales fue la que obtuvo mejores resultados.

Palabras claves: Método prisma, obtencion de enzimas, bioprocesamiento de pectinasas,
aplicacion de enzimas en clarificacion, técnicas de purificacion en pectinasas.



ABSTRACT

The main objective of this work is to identify the methods of extraction and purification
in the bioprocessing of pectinases applied in the clarification of fruit juices. In this
research, a bibliographical review was carried out, starting with identifying the
documentary sources and collecting information to later select it with the help of a four-
phase flowchart established within the PRISMA method, resulting in 15 articles that were
analyzed in their totality. A comparative matrix of the methods used to obtain and purify
enzymes was elaborated. In addition, the process that must be carried out to get them on
a small scale was detailed to determine the most efficient methods that allow having a
purified enzyme. That can later be applied in fruit juice clarification processes in a
laboratory. It was possible to verify that 80% of the authors agree that the precipitation
methods by ammonium sulfate and ionic chromatography helped to get a total
purification. This process accompanied by extraction and centrifugation, resulted in a
pure enzyme, which, when applied in the clarification of fiuit juices, was the one that
obtained the best results.

Keywords: Prisma method, obtaining enzymes, bioprocessing of pectinases, application
of enzymes in clarification, purification techniques in pectinases.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.
1.1. Antecedentes

La biotecnologia es la unién de métodos, técnicas y procesos que manejan
organismos Vvivos, entre ellos: bacterias, virus y hongos, manipulando parte de ellos o sus
sistemas bioldgicos, buscando asi mejorar cualquier proceso que sea de utilidad para las
personas (Vega R. , 2020). Mediante la aplicacion de técnicas biotecnologicas ha sido
posible la obtencion de enzimas con nuevas capacidades cataliticas y gracias a que los
microorganismos productores de enzimas pueden ser modificados mediante ingenieria
genética, se ha podido incrementar su produccion, favoreciendo a que sea mayor la
disponibilidad de enzimas para su aplicacion dentro de las diferentes industrias siendo
una de ellas la de bebidas y alimentos (Arroyo et al, 2014).

Las enzimas son un conjunto de moléculas de origen proteico, que catalizan o
aceleran las reacciones bioquimicas que ocurren de forma natural en todos los seres vivos,
estas han sido utilizadas desde la antigliedad para obtener productos como: el vino, queso,
pan, entre otros. En la actualidad son utilizadas dentro de la industria alimentaria para la
optimizacién de procesos y la creacion de nuevos productos (Martin, 2016).

La Comision Europea (2016), en su informe final denominado “Plataforma de
bioprocesos para el sistema PGzyme de A. sojae” detalla que las pectinasas son enzimas
que producen la descomposicion de los enlaces presentes en la pectina, esta es producida
de cepas seleccionadas mediante una fermentacion controlada y siendo utilizadas con
mayor frecuencia dentro de la industria alimentaria en procesos como la clarificacion de
zumos, generando la necesidad de buscar nuevas fuentes y métodos para su produccion.

En este trabajo se realiz6 una revision sistematica de los principales métodos de
extraccion y purificacion en el bioprocesamiento de pectinasas para posteriormente
compararlos y de esta manera encontrar el método 6ptimo para la produccion de enzimas,
que pueda ser aplicado posteriormente en la clarificacion de zumos frutales.

1.2. Planteamiento del problema

La utilizacion de enzimas en la industria de alimentos es de gran importancia ya
que son utilizadas en varios procesos, como es el caso de las pectinasas en la clarificacion.
Sin embargo, en la actualidad existen pocos reportes que hablen sobre los métodos
adecuados de extraccion y purificacion en el bioprocesamiento de pectinasas, esto ligado
a que muchas de estas enzimas “novedosas” se encuentran alin en etapa experimental y
deben ser probadas. Lo que limita la obtencién y uso de estas enzimas en las industrias
de los paises que estan empezando a desarrollarse como es el caso del Ecuador (Del Moral
etal., 2015).

Los factores mas importantes, en la eleccion correcta de un bioproceso adecuado
para extraer y purificar enzimas son: El aspecto econémico que sobrelleva los diversos
procesos de separacion y la necesidad de un ambiente que cumpla con los parametros
adecuados que permitan la aplicacion de determinados criterios al momento de obtener la
enzima sin comprometer las propiedades del producto final (Segui, 2019). Estos dos
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factores hacen dificil elegir un método de separacion y purificacion que no produzca
cambios en la actividad enzimatica de la pectinasa.

Debido a que existen numerosos metodos para su extraccion y purificacion es
necesario una integracion de procesos que ayuden a crear un proceso estandarizado, que
maximice el rendimiento de la enzima durante el proceso de clarificacion.

1.3. Justificacién

La aplicacién de un tratamiento enzimatico tiene muchas ventajas en el
procesamiento de zumos frutales, en las que incluyen un aumento en el rendimiento, una
mejor clarificacion, un aumento de los sélidos solubles totales, una mejor licuefaccion de
la pulpa y una menor turbidez y viscosidad. La utilizacion de enzimas en la industria en
especial las pectinasas, han tomado gran importancia en las Gltimas décadas por ello es
muy importante buscar los métodos correctos que nos ayuden a optimizar los procesos de
extraccion y purificacion de esta enzima ya que en la actualidad no existe un estudio que
analice y compare los diferentes metodos existentes (Roldan, 2018).

Los fabricantes dentro de la industria de bebidas y alimentos manejan enzimas
como una opcidén natural que ayude a optimizar los resultados dentro de la produccién, la
calidad y la consistencia del producto, ya que esto ayuda a reducir la utilizacion de
aditivos artificiales. Favoreciendo a los fabricantes debido a que aumenta la posibilidad
de cubrir la necesidad de ofrecer productos que sean seguros para el consumidor y que a
su vez y puedan ser catalogado como productos “limpios” (Vega R. , 2020).

La presencia de carbohidratos estructurales presentes en los zumos después de su
extraccion va en contra de las caracteristicas organolépticas esperadas por la industria y
los consumidores, ademas de presentar perdidas por merma lo que eleva los costos de
produccién. En la produccion de zumos el proceso de clarificacidn se realiza con la ayuda
de pectinasas, esto se realiza para mejorar sus propiedades sensoriales y sacar mayor
provecho a la pulpa.

Por esto es importante la busqueda de microorganismos que se adapten a las
condiciones de trabajo extremas, que a su vez produzcan enzimas que sean una alternativa
mas segura y econdmica, esto se logra con enzimas provenientes de microrganismos
aislados de alguna fuente de interés presentes en un extraido crudo que requieren su
recuperacion a través de etapas de purificacion y extraccién (Ramadan, 2019). El presente
trabajo tiene como fin encontrar los métodos dptimos para la extraccion y purificacion en
el bioprocesamiento de pectinasa que puedan ser aplicadas en la clarificacion de zumos
frutales en futuras investigaciones.

1.4. Objetivos: Generales y Especificos
1.4.1. Objetivo General

Identificar los métodos de extraccion y purificacion en el bioprocesamiento de pectinasas
aplicadas en la clarificacion de zumos frutales.
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1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar los métodos de extraccién y purificacion en el bioprocesamiento de
pectinasas obtenidas de microorganismos (bacterias, hongos o levaduras),
utilizando sustratos organicos, como medio de cultivo.

¢ Realizar una matriz comparativa de los métodos empleados durante la extraccion
y purificacion de pectinasas y la importancia de su aplicacion.

o Establecer los métodos mas viables para la extraccion y purificacion de pectinasas,
que puedan ser aplicados posteriormente en la clarificacion de zumos frutales,
mediante la utilizacion de la metodologia prisma.

14



CAPITULO Il. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO.
2.1.Estado del arte

De acuerdo con Nawaz et al., (2018) en su investigacion denominada Extraccion,
Purificacion y Aplicaciones Industriales de la Pectinasa indica que las pectinasas son de
enorme importancia, ya que pueden emplearse en una variedad de procesos industriales
que, en Ultima instancia, conducen a mejorar la calidad y el rendimiento del producto, su
obtencion implica procesos de cribado, aislamiento, produccion, purificacion,
caracterizacion y aplicacion en el &mbito de la produccion y clarificacion de zumos de
frutas.

Ishtiag Ahmed et al., (2015) en su estudio denominado “Bioprocessing of citrus
waste peel for induced pectinase production by Aspergillus niger; its purification and
characterization” establece que la produccion maxima de pectinasa es realizada por
hongos de este género en presencia de un sustrato mas barato, favoreciendo a que la
enzima biosintetizada sea Util en los sectores industriales de procesamiento de alimentos.

Segun lkenna et al., (2015) en su investigacion sobre la Extraccion, purificacion
parcial y caracterizacion de pectinasas aisladas de especies de Aspergillus cultivadas en
cascaras de mango (Mangifera indica) utilizé cascaras de mango molidas como Unica
fuente de carbono para la fermentacion del sustrato, se evalué dentro de los siete dias
mediante el seguimiento de la actividad pectinasa cada 24h. La mayor secrecion de
pectinasa se obtuvo después de 92h de incubacidn, se purifico parcialmente mediante una
combinacion de precipitacion con sulfato de amonio y didlisis y un rendimiento de 5,4,
7,66y 5,99 %. La pectinasa tenia valores 6ptimos de pH y temperatura de 5,0 y 40 °C.

Josh et al., (2017) en su investigacién sobre la purificacién y caracterizacion de
pectinasa producida a partir de orujo de manzana y evaluacion de su eficacia en la
extraccion y clarificacion de zumos de frutas dedujo que la enzima parcialmente
purificada mostr6 la mayor actividad durante la extraccion de jugo y clarificacion de jugos
de ciruela, melocoton, pera. Para la recuperacion de jugo de las pulpas tratadas
enzimaticamente aumento significativamente del 52 al 78 % en ciruela, del 38 al 63 % en
melocotdn, del 60 al 72 % en peray del 50 al 80 % en albaricoque. La adicion de pectinasa
aumento significativamente el color, los sélidos solubles totales (TSS), la acidez titulable
y los azUcares totales en los jugos extraidos enzimaticamente.

2.2.Marco Teodrico
2.2.1.Enzimas

Son biomoléculas creadas por la union de cadenas largas de aminoacidos por
medio de enlaces peptidicos, comunmente estan formadas por una parte no proteica
Ilamada cofactor que es el encargado de llevar a cabo la reaccion, una proteica llamada
apoenzima que es la encargada de dar la estructura especifica que permita la unién con
los sustratos o moléculas sobre las que actGan las enzimas y ademas presentan un centro
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activo por la cual interactdan con las moléculas que se encuentran en el sustrato (Garcia
& Cely, 2020). Su principal caracteristica es que son catalizadores bioldgicos,
produciendo reacciones sintesis y de degradacién rapida en los organismos vivos, por este
motivo se ha generado un gran interés en su produccion y utilizacion en las diferentes
actividades comerciales (Bhardwaj et al., 2017).

Dentro de la industria de alimentos las enzimas han tomado un papel muy
importante ya que son utilizadas como aditivos para mejorar el aspecto, la textura, sabores
y demas propiedades organolépticas en los diversos procesos de fabricacion de alimentos.
Los sectores que emplean enzimas dentro de la industria de alimentos son: el sector del
almidon y azucarero, los productos lacteos, la panificacion y productos derivados del
trigo, la industria de grasa y aceites, productos carnicos, la industria cervecera, ademas
del sector de jugos y vinos (Moral et al., 2015).

2.2.1.1.Importancia de la produccién de enzimas con fines alimentarios

Segun (Martinez J., 2017), la aplicacion de la también denominada biotecnologia
blanca estd tomando impulso dentro de los productos demandados en el mercado actual,
debido a su aplicacion como:

e Personalizacion de diferentes productos como: bebidas alcohodlicas, zumos,
lacteos e incluso en el procesamiento de encurtidos, todo esto gracias a la
optimizacién de los procesos fermentativos tradicionales.

e Desarrollo de productos nutraceuticos y funcionales que a través del cultivo de
microorganismos ayudan a la obtencion de alimentos con los que se logran
combatir infecciones y enfermedades, ademas de aportar multiples beneficios.

e Produccion de aditivos, enzimas e ingredientes alternativos, que proporcionen
alimentos mas naturales, saludables y con mejores caracteristicas.

2.2.1.2.Elementos importantes en el mecanismo de accién de las enzimas

Energia de Activacion: Es la energia necesaria para iniciar una reaccion en la que la
molécula inicial llamada sustrato es transformada a un producto final.

Biocatalizador: Se caracteriza por disminuir la cantidad de energia necesaria para
producir en un ser vivo una reaccion quimica, su ventaja es que no se alteran en el proceso
y actdan de dos formas:

o Sefijan en el sustrato: debilitan sus enlaces y facilitan su ruptura.

e Atraen hacia la superficie los reactivos, facilitando su encuentro y por lo tanto su
reaccion.

Reacciones enzimaticas: Es la union de la enzima y sustrato creando una nueva enzima,
la cual transformaré al sustrato en producto, quedando de esta manera nuevamente sola
la enzima y lista para unirse nuevamente (Garcia & Cely, 2020).

Constante de Equilibrio: Es la velocidad de reaccion entre uno u otro sentido, este o no
presente el catalizador (Garcia & Cely, 2020).
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2.2.2.Pectinasas

Son catalizadores proteicos sintetizados por organismos vivos, por células
animales, vegetales o microbioldgicas, cada una puede catalizar un solo tipo de reaccién
y casi siempre actla en un anico medio o sustrato (Hinojosa, 2020).

Las pectinasas poseen un sin nimero de aplicaciones en la industrializacion,
aunque dentro de la industria alimentaria ha hecho grandes aportes dentro de los procesos
de filtracion y clarificacion de zumos de frutas (Chitosanlab, 2017).

2.2.2.1.Estructura de las Pectinasas

Segun (Hinojosa, 2020) en su estudio titulado “Purificacion y caracterizacion de
la enzima pectinasa producida por Geobacillus sp P4”, la estructura tridimensional de la
pectinasa consta de un dominio de hebras-p paralelas dobladas en un cilindro grande a la
derecha. El doblez del dominio, denominado hélice-p paralela, es compatible con todas
las reglas estructurales aceptadas de una manera Unica. El cilindro central tiene forma de
prisma debido a su disposicion y consta de siete a nueve vueltas helicoidales completas.
Los hilos del giro consecutivo se alinean para formar tres hojas-b paralelas Ilamadas PB1,
PB2 y PB3. PB1 y PB2 forman un sdndwich antiparalelo 3, mientras que PB3 se encuentra
perpendicular a PB2.

2.2.2.2 Clasificacién de las Pectinasas

Segun su aplicacidn la pectinasa puede clasificarse principalmente en dos grupos:
pectinasas acidas y pectinasas alcalinas.

» Pectinasas acidas. -Son las enzimas utilizadas en la industria para la fabricacion
de vinos y de zumos de frutas. La mayoria son poligalacturonasas de origen
fangico (Arellano et al, 2014).

= Pectinasas alcalinas. - Son las que se han usado en varios procesamientos de
caracter industrial como: el textil, en el cual es utilizado en el estirado de lino y
en el procesamiento de fibras de plantas. Las enzimas que se utilizan en este sector
provienen principalmente de bacterias, destacando las producida por Bacillus
(Arellano et al., 2014).

2.2.2.3.Aplicacién de pectinasas en la produccion de Zumos

Se caracteriza por la produccion de pectinasas y su utilizacion en la industria de
jugos de frutas, de acuerdo con las investigaciones existen varios métodos y tratamientos
para su obtencién y aplicacion en procesos como la clarificacién, la cual tiene como
objetivo reducir la viscosidad facilitando los procesos después de la filtracion ya que en
la mayoria de los casos el contenido de pectina en los zumos de frutas es el causante de
las dificultades en este proceso (Pilnik et al, 2013). La aplicacion mas comun de la
pectinasa es en:

Clarificacion. — Es la separacion de las particulas insolubles y fragmentos vegetales,
presentes en la piel y las semillas del zumo. La funcién de las pectinasas es romper la
pectina contenidas en estas particulas, disminuyendo la viscosidad y floculacion de las
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micelas, facilitando la separacion del zumo por filtracién o sedimentacion. En los casos
de zumos claros y espumosos (manzana, uva), el uso de pectinasas ayuda a mejorar su
clarificacién, por otro lado, en zumos turbios (citricos, tomates, néctares) las pectinasas
ayudan a estabilizar su turbidez (Romaén, 2020).

Extraccion de zumos. - Es la aplicacion de pectinasas para aumentar el rendimiento en
la extraccion de zumos y tiene gran relevancia en frutas como bayas y manzanas. Ya que
su pulpa con frecuencia es viscosa y semisolida después del prensado, esto produce que
su parte soluble sea de dificil extraccion (Hinojosa, 2020).

Produccion de concentrados. - Son importantes comercialmente debido a su periodo de
conservacion mas largo ya que esto ayuda a disminuir los costos de almacenamiento y
transporte. La despolimerizacion de la pectina evita que los zumos se gelifiquen al
momento de su almacenamiento (Hinojosa, 2020).

2.2.3.Bioprocesos

Es la transformacion a gran escala de un producto, mediante la aplicacion de
microrganismos, cultivos de células vegetales o animales o por materiales derivados de
ellos, como las enzimas y los organelos (Ortega et al, 2017).

En definicidn los bioprocesos estan dentro del concepto basico de biotecnologia:
“Biotecnologia estudia la utilizacién de organismos vivos o una parte de ellos y asi
obtener un producto ttil para el hombre”. Por otra parte, se conoce que un bioproceso
incluye métodos de ingenieria quimica en cada proceso biotecnologico (Rosales, 2019).

2.2.3.1.Importancia de los bioprocesos en la agroindustria

Son una parte primordial dentro de la agroindustria, debido a que se utilizan
microorganismos como bacterias y hongos para la obtencion de ciertas sustancias de
interés como las enzimas, todo esto con la utilizacion de un biorreactor que facilita su
obtencion, para posteriormente ser empleadas en la creacién de nuevos productos,
ayudando a eliminar desechos peligrosos y caracteristicas poco deseadas en algln
producto, entre otras (Ortega et al, 2017). La utilizacion de microorganismos para la
elaboracion de alimentos ha sido estudiada desde mucho tiempo atrés, en la actualidad se
ha ido seleccionando las mejores cepas de bacterias o levaduras que ahora deben contar
con ciertas caracteristicas para su procesamiento como lo especifica Gomez (2020):

e La célula tiene que ser pequefia, facilitando de esta manera el intercambio de
sustancias con el exterior, admitiendo de esta forma una alta tasa metabodlica.

e Producirse rdpidamente en cultivos a gran escala, en menos tiempo.

e Su medio de cultivo debe conseguirse facilmente en gran cantidad y econémico.
o No debe ser dafiino para el hombre, animales y plantas.

¢ Que el microorganismo produzca sustancias de interés.

e Ser estable genéticamente y pueda encontrarse en estado puro.

18



2.2.3.2.Tipos de organismos vivos empleados en los bioprocesos

Dentro de los bioprocesos tedricamente se puede aplicar cualquier tipo de
organismos Vvivos, pero de acuerdo con las propiedades que presentan, dentro de la
practica se ha utilizado principalmente las bacterias procariotas y los hongos eucariotas,
utilizando para este proceso organismos puros (Gonzales, 2018).

Bacterias. - Son microorganismos procariotas unicelulares, tienen una pared rigida y a
pesar de existir en abundancia, solo una pequefia parte de su poblacion ha sido estudiada
y se utilizan comercialmente como biocatalizadores. Los géneros que se utilizan con mas
frecuencia son: Escherichia, Corynebacterium, Bacillus, Clostridium, Acetobacter,
Pseudomonas, Zymomonas y Lactobacillus. Para los bioprocesos se utilizan bacterias
salvajes presentes en la Naturaleza y cada vez es mas frecuente, la utilizacion de cepas
bacterianas modificadas por ingenieria genética. (Gonzales, 2018).

La mayor ventaja de la utilizacion de bacterias en la produccidn de enzimas es que
pueden ser cultivadas en grandes volumenes y con un precio econémico, con tasas altas
de productividad.

Hongos. - Se clasifican en dos subgrupos: levaduras y mohos. Las levaduras son pequefias
y unicelulares, crecen aisladas o se agrupan, la mas comun dentro de los procesos
agroindustriales es la Saccharomyces cerevisiae, estas levaduras son utilizadas en
fermentaciones anaerobia, levadura panadera y extracto de levadura como aditivo
alimentario y en la produccion de proteina recombinante. Los mohos son los que disponen
de una estructura vegetativa multicelular denominada micelio, que se caracteriza por
normalmente ser un sistema de tubulos altamente ramificado. Los géneros mas conocidos
en la industria alimentaria es principalmente el Aspergillus, utilizado en la produccién de
acido citrico (Gonzales, 2018).

2.2.4.Bioproceso para la produccién de enzimas

Se caracteriza por tomar en cuenta todas las variables que ayuden a determinar el
namero de etapas y el tipo de operaciones unitarias que van a emplearse (Segui, 2019).

El proceso para la produccion de enzimas también dependerd del tipo de escala en
la que se vaya a trabajar, en el caso de laboratorio con enzimas especificas y en escala
industrial con enzimas de uso masivo, tomando en cuentas caracteristicas como: la pureza
requerida que va especificada de acuerdo al uso que se le vaya a dar a la enzima, del
namero de operaciones aplicadas dentro del proceso de obtencién y purificacién, ya que
de esto dependera el costo del producto (Castafieda, 2019).

También hay que considerar el tipo de microorganismo que sintetizara nuestra
enzima, estos pueden ser: hongos filamentosos, bacterias o levaduras.

2.2.4.1.0peraciones Upstream.

Son todas las operaciones que se realizan previas al proceso fermentativo, desde
el ingreso de materias primas, esterilizacion del medio de cultivo, manejo del inoculo y
ademas brindar las condiciones necesarias, que posteriormente se iran controlando

19



durante la fermentacion como es: La temperatura, pH, agitacion, entre otras. Segun Servat
(2016) las operaciones tipicas empleadas en este procesamiento son:

Formulacion del medio

Es disponer de los nutrientes adecuados para el crecimiento de microorganismos
y la produccidn de la enzima de interés. El costo final de la enzima a obtener dependera
de la calidad y cantidad los nutrientes, ademas de la escala que se va a emplear para su
produccidn y los requerimientos nutricionales del microorganismo. Aunque estos datos
se encuentran planteados bibliograficamente es recomendable buscar nuevos métodos
que ayuden al aprovechamiento del medio de cultivo y asi maximizar la produccién de
enzimas evitando pérdidas durante su procesamiento (Huerta, 2018).

Esterilizacién del medio

La enzima es producida en medios de cultivos con las caracteristicas 6ptimas, por
lo tanto, el medio de cultivo, el biorreactor y todo lo que ingresa al proceso de
fermentacion debe ser esterilizado. Esta operacion ayuda a eliminar completamente la
carga microbiana presente en los materiales, esto debido al contacto que se pudo tener
con el ambiente. Regularmente la esterilizacion se da por tratamiento térmico en
intercambiadores de calor o autoclaves, aungue en algunos casos por filtracion absoluta
(Castarieda, 2019).

2.2.4.2. Fermentacion

Es un proceso de tipo aerobio o anaerobio donde acontece el crecimiento de
microorganismos y la produccion de productos de interés a expensas de los nutrientes del
medio de cultivo. Mediante la fermentacion se producen enzimas en sustrato soélido (FSS)
0 cultivo liquido sumergido (FLS) (Quintana, 2016). Los cuales se describen a
continuacion:

e Fermentacion en sustrato sélido (FSS). - Se caracteriza porque no hay agua libre, los
microorganismos (usualmente hongos filamentosos) crecen en superficies sélido-
humedas que por lo general es una mezcla de residuos agroindustriales. Por la dificultad
para controlar y mezclar durante el proceso es poco utilizado actualmente, salvo en casos
especiales (Borras & Torres, 2016).

e Fermentacion en liquido sumergido (FLS). - Se caracteriza porque hay una gran
cantidad de agua libre utilizable y nutrientes que estan en solucion. Este método de
fermentacidn es utilizado con mayor frecuencia ya que es sencillo y se puede controlar
las variables, asimismo puede ser usado para una gran variedad de microorganismos
(Tejeda, 2012).

2.2.4.3.0peraciones Downstream

Es conocido como operaciones de recuperacion de producto o downstream,
implica el aislamiento y purificacion de productos de origen biotecnolégicos de manera
que sean convenientes para la aplicacion a la que estén destinados.
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Los procesos de recuperacion consisten en un conjunto de operaciones unitarias
que en ciertas ocasiones se repiten a menudo, tales como la filtracion, centrifugacion, la
concentracion por evaporacion, la cristalizacion, el secado, entre otras. La complejidad y
la cantidad de etapas empleadas durante este proceso dependera de la pureza requerida,
que va a ser determinada de acuerdo con su aplicacion, las operaciones mas comunes en
este proceso segun (Segui, 2019) son:

Recuperacion

Es la primera etapa de extraccion en la que se produce la liberacion de la enzima,
esta emplea diferentes métodos de extraccién y ruptura mecénica de los cuales podemos
nombrar las siguientes: Filtracion por centrifugacion, Trituracion con arena, Trituracion
en mezclador de alta velocidad, Homogeneizacién a piston, Prensa francesa, Sonicacion,
y Congelacion con nitrégeno liquido y macerado (Garcia & Cely, 2020). A continuacion,
se detalla el mas empleado dentro de la obtencion de enzimas.

Filtracion por Centrifugacion. - Es un procedimiento mecénico de separacion, de
solidos que se encuentran dispersos dentro de una fase liquida, por medio de una fuerza
gravitacional acelerada alcanzada por una rotacién rapida (Rodrigo, 2012).

Purificacion

Se caracteriza por eliminar todos los contaminantes que se encuentren en el
extracto crudo y que puedan interferir en el rendimiento de las enzimas al momento de
ser aplicada dentro de un proceso. Hay que tomar en cuenta, que, durante el proceso de
purificacion y almacenamiento, puede presentarse procesos que afecten: la calidad,
desnaturalizacion, degradacion y pérdida de funcion de las enzimas, por esto se

recomienda que la purificacion sea rapida y bajo condiciones estables para garantizar la
estabilidad de la enzima y una purificacion exitosa (Carvajal, 2017).

Entre los métodos mas comunes en la purificacién de enzimas estan los que se
describen a continuacion:

o Ultrafiltracion. - Se caracteriza por fraccionar, separa y concentrar sustancias sin que
estas sufran cambios de fase, para ellos se utiliza una membrana semipermeable con
poros de un tamafio definido que va de acuerdo con el tamafio de particulas que pasaran
a través de esta. Debido a que la membrana es semipermeable, es necesario aplicar una
presion de 4 a 8 atm, que ayude a las particulas a fluir a traves de ella (Leslie, 2013).

e Cromatografia de intercambio idnico. - Es separar enzimas de acuerdo con su carga
neta o a un determinado pH. Esta técnica de purificacion tiene como objetivo la
separacion de mezclas aprovechando la capacidad de interaccion de cada componente
en otra sustancia, esto se produce al pasar una fase movil compuesta por una muestra
que contiene el compuesto de interés a través de una fase estacionaria, fija y sélida,
esta fase retrasa el paso de los componentes, que luego de un tiempo logra atravesar la
lamina a diferentes velocidades (Vega C. , 2017).

e Dialisis. - Es un método de filtracion molecular que separa las moléculas por su
tamafio, en el momento en que una disolucion macromolecular se coloca en el saco de
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dialisis el cual se sumerge en un gran volumen de disolvente nuevo, de esta manera las
moléculas pequefias traspasan la membrana hasta el fluido, permaneciendo dentro de
la membrana solo las macromoléculas. El proceso puede repetirse algunas veces hasta
sustituir completamente un sistema disolvente por otro.

e Precipitacion por salado o “salting-out”. - Es un método que se lleva a cabo cuando
la enzima es sometida a concentraciones salinas elevadas, esto debido a que su
solubilidad es sensible a la concentracion de sales disueltas en una solucion acuosa,
esta concentracion también es conocida como fuerza ionica. A fuerzas mayor fuerza
i6nica se reduce la solubilidad de las enzimas, produciéndose una precipitacion en el
soluto. El Sulfato de amonio es el reactivo mas utilizado durante este proceso (Segui,
2019).

Formulacién

Es una serie de operaciones relacionadas a la estabilizacion, estandarizacion y
presentacion del producto de acuerdo con su aplicacién, estas pueden ser soélidas o
liquidas (Castarieda, 2019).

Enzimas en forma sélida. - Es la enzima obtenida mezclada con estabilizantes y
sometida a un proceso de secado. Los métodos de secado mas comunes son la liofilizacién
y el secado a baja temperatura. Sus principales beneficios seguin Castafieda (2019) son:

e Alarga la vida atil del producto debido a que se disminuye la actividad acuosa.
o Se facilita el almacenamiento ya que, puede estar a una temperatura ambiente.
e Son facilmente transportables

Enzimas en forma liquida. - Son enzimas que incluyen la adicion de estabilizantes, su
concentracion y su posterior filtracion. Entre los estabilizantes usados con mayor
frecuencia estan la sacarosa y glucosa, hay que tener en cuenta que el producto final debe
ser filtrado para eliminar los sélidos insolubles y disminuir la carga microbiana
(Castarieda, 2019). Entre los beneficios mas comunes de estas enzimas estan:

e EI facil manejo y su dosificacion.

¢ No necesita operaciones de secado lo que representa un ahorro energético.
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CAPITULO IlIl. METODOLOGIA.
3.1.Tipo de Investigacion.

En el presente trabajo investigativo se aplicod una revision bibliografica o
sistematica basada en la bdsqueda y revision de trabajos cientificos, relacionados a los
métodos de extraccién y purificacion en el bioprocesamiento de pectinasas aplicadas en
la clarificacion de zumos frutales, analizando cada dato obtenido de las investigaciones
para comparar y procesar dichos resultados de forma critica.

3.2.Disefio de Investigacion

Es un disefio descriptivo con un enfoque de recoleccion de datos de tipo
cualitativo ya que se analiz6 investigaciones determinando los pardmetros vy
caracteristicas aplicadas en un periodo de tiempo de 10 afios (2012 a 2022), en el cual se
recurrié a la basqueda de informacion secundaria que aborde la problematica, utilizando
durante la basqueda las principales bases de datos indexadas como: “El Sevier”, “Google
Académico”, “Science Direct”, “Index” y “Scielo” las cuales apoyaron a la sustentacion
teorica.

3.3.Técnicas de recoleccion de Datos.

A través de la utilizacion de los buscadores Google académico y Science Direct y
con el uso de palabras claves tanto en espafiol como en inglés: “pectinasas”,
“clarificacion”, “obtencidon” o “extraccion”, para poder ajustar al tema principal, ademas
se empled otras palabras como: bioprocesamiento de pectinasas aplicadas en la
clarificacion de zumos frutales, purificacion de pectinasas aplicadas en la clarificacién de
zumos de frutas. Se obtuvo como resultado informacion secundaria en 480 documentos
entre ellos articulos de revistas e investigaciones realizadas anteriormente, luego
aplicando los criterios de inclusion y exclusion, fueron descartados 422 registros. De los
58 articulos relevantes al seleccionarlos por el titulo y por el resumen se eliminaron 18
quedando un total de 40 articulos y tras aplicar los filtros de exclusion y leer sus
contenidos solo se abordaron en esta investigacion 15 articulos, como se puede observar
en la figura 1.

3.4.Métodos de analisis y procesamiento de datos

Esta investigacion se encuentra dentro de la metodologia cualitativa y de una
revision bibliografica sistematica, con la ayuda del método Prisma se analiz6 la
informacion encontrada, tomando en cuenta varios articulos cientificos relacionados a los
métodos de extraccion y purificacion en el bioprocesamiento de pectinasas. Ademas, se
tomo la informacion de otros estudios que ayudé a la revalidacion de la investigacion.
Este proceso se encuentra detallado mas adelante en la figura 1.
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3.4.1. Método Prisma

Dentro de la investigacion se utilizo la metodologia PRISMA, que con la ayuda
de un diagrama de flujo compuesta de 4 fases: identificacion, seleccién, eleccion e
inclusion, permitié determinar el numero especifico de articulos y documentos que se
utilizaron en la investigacion bibliografica para su posterior andlisis y discusion, mediante
la aplicacion de los parametros de exclusion e inclusion.

Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion para los articulos cientificos en la presente investigacién
bibliogréafica fueron aquellos que:

e Contengan temas sobre métodos para la obtencion de enzimas pectinasas
aplicados en la industria alimentaria.

e Cumplan con el criterio de 10 afios de publicacién
e Tengan como idiomas principales inglés y espariol.
Criterios de exclusion
Para los criterios de exclusion se descarté los articulos que:
¢ No tengan informacion sobre el estudio de métodos de extraccion de enzimas
e No cumplan con el criterio de 10 afios de publicacion
e Sean filtrados en base a su resumen y titulo

e Esten duplicados
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Figura 1.
Diagrama de flujo adaptado del método PRISMA

Nota: Adaptado de Diagrama de flujo del método PRISMA, en el que se muestra el
proceso de recoleccion de datos y clasificacion de informacion.
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4.1.Resultados
Tabla 1.

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Matriz de los estudios incluidos

Autor Tema Afio Idioma Buscador Nombre Revista
NO
Arellano  Efecto de la temperatura 2014 Espafiol Google REBIOL
1 etal. y pH sobre la actividad y académico
estabilidad de pectinasas
producidas por Bacillus
spp.
V. K. Josh Purification, 2012 Ingles Science Journal of
2 etal. characterization Direct Biotechnology
of pectinase produced
from apple pomace and
its evaluation in the fruit
juice extraction and
clarification
Asia Characterization of 2018 Ingles Science Journal of King
3 Ahmed et pectinase from Direct Saud University —
al. Geotrichum  candidum Science
AA15 and its potential
application in orange
juice clarification
Ishtiaq Bioprocessing of citrus 2015 Ingles Science Elsevier
4 Ahmed et waste peel for induced p Direct
al. ectinase production by
Aspergillus niger;
its purification and char
acterization
Jenika Production of thermal 2021 Ingles Science Elsevier
5 Prajapati  and acid- Direct
etal. stable pectinase from
Bacillus subtilis strain
BK-3: Optimization,
characterization, and
application for fruit juice
clarification
Juliene da Yellow mombin Pulp 2020 Ingles Google Elsevier
6 Camara residue valorization for académico
Rochaun  pectinases production by
et al. Aspergillus niger 10C
4003 and its application
in juice clarification
Salamun  Effect of  Bacillus 2019 Ingles Google Journal of
7 de tequilensis SALBT académico Biotechnology
crude  extract  with
pectinase activity on
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demucilation of coffee

beans and juice
clarification
Yannam Pectinase  Production 2018 Ingles Google Food
8 Sudheer from Mango peel Using académico Biotechnology
Kumar et Aspergillus foetidus and
al. its application in
Processing of Mango
Juice
Mehmod  Pectinase ~ Production 2017 Ingles Google Springer Science
9 Tahir et from Schizophyllum académico
al. commune Through
Central composite
Design  Using Citrus
Waste and its
immobilization for
industrial exploitation
Elangova  Production of 2012 Ingles Google Academia
10 n Extracellular Pectinase académico
Namasiva by Bacillus  Cereus
yametal. Isolated From market
Solid waste
Garcia- Pectinase  production, 2015 Ingles Google Academia
11  Hernande purification, and académico
zetal. immobilization from
Aspergillus awamori.
Sudeep Production, 2020 Ingles Google Multidisciplinary
12 KCetal. characterization, and académico Digital
industrial application of Publishing
pectinase enzyme Institute (MDPI)
Isolated from fungal
strains
D.R. Production, purification, 2017 Ingles Google Revista mundial
13 Kashyap and characterization of académico de Biotecnologia
et al pectinase from a
Bacillus sp. DT7
Karabi Extracellular Pectinase 2018 Ingles Google Hindawi
14  Royetal. from a novel Bacterium académico
Chryseobacterium
indologenes Strain SD
and Its application in
Fruit Juice clarification
Leda R. Production and 2021 Ingles Google Elsevier
15 Castilho  extraction of pectinases académico

obtained by solid state
fermentation of
agroindustrial  residues
with Aspergillus niger

4.1.1. Analisis de la base de datos

Con el nimero de documentos encontrados en la base de datos se construye la
figura 2.
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Figura 2.

Distribucion porcentual segun la base de datos seleccionada

Base de datos

Diferentes Elsevier Academia Journal of
revistas Biotechnology

Los articulos seleccionados corresponden a diferentes revistas cientificas de gran
impacto de las cuales sobresale la revista Elsevier con un 27%, Academia y Journal of
Biotechnology con un 13% cada una, mientras que el 47% restante pertenecen a otras
revistas indexadas a las bases de datos, estos articulos se basan en estudios relacionados
sobre los métodos de extraccion y purificacion de pectinasas y su aplicacion en la
clarificacion de zumos frutales

4.1.2. 1dioma y afo de Publicacion

En la figura 3 se muestra los afios de publicacion de los diferentes documentos y el
idioma en el que se redactan.

Figura 3.

Distribucién porcentual por idioma y afio de publicacion

Idioma Afio de Publicacion
93% 4
15
3
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5 7% 1 l l
——py 0
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Ingles Espafiol N & & § & & &«

El 93 % de los articulos analizados son del idioma inglés mientras que el 7%
corresponden al idioma espafiol, ademas estos articulos corresponden a un intervalo de
tiempo desde el afio 2012 al 2021.
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4.1.3.Proceso de Fermentacion en la Obtencidn de Pectinasas

En la tabla 2 que esta a continuacion se detalla los parametros mas importantes
durante el proceso de fermentacion para la obtencidn de pectinasas. Entre los principales
microrganismos utilizados en las investigaciones se encuentra, el 47% es del hongo del
género Aspergillus, mientras que el 33% es de la bacteria del género Bacillus, por otra
parte, el 20% restante utilizd para sus investigaciones, hongos del género Schizophyllum,
A; Geotrichum y bacterias del género Chryseobacterium indologenes. En cuanto al
sustrato utilizado en el enriquecimiento del cultivo el 60% de los articulos analizados
utilizo un sustrato organico de residuos citricos, otras frutas, Bagazo de cafia y salvado
de trigo, mientras que el 40% restante utilizo otro tipo de sustrato.

Para el medio de cultivo el 67% de los articulos detalla un medio liquido, mientras
que el 33% un medio solido. El equipo utilizado para la fermentacion fue el 67% agitador
rotatorio y el 27% incubadora, el porcentaje restante no detalla ningun dato. En el caso
del fermentador rotatorio utilizan una velocidad que oscila entre el 120 y 300 rpm. Para
la fermentacion se utiliza una temperatura que va desde los 30 hasta los 50°C, Con un pH
que esta entre los 4 y 8,5 y un tiempo estimado de 4 a 144 horas.

4.1.4.Condiciones y métodos de Extraccion para Pectinasas

En la tabla 3 se detalla los pardmetros mas importantes durante el proceso de
extraccion de pectinasas. Durante la extraccion el 67% de los articulos utilizd la
centrifugacion en medio liquido, mientras que el 33% utilizé técnicas como la
hidratacion, filtracién, centrifugacion y en un caso el prensado en medio sélido. La
centrifugacion se da a una velocidad que va desde los 160 hasta los 10000 rpm, por un
tiempo estimado de 5 a 30 minutos, a una temperatura que en el 67% de los casos es de
4°C, el 6% a 35°C y el 27% no registra datos.
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Tabla 2.
Condiciones durante la fermentacién

N° Autor Bacteria Sustrato Medio de Equipo Velocidad T°C Tiempo PH
cultivo (rpm) (h)
1 Arellano et al. Bacillus spp. - Liquido Agitador 300 35 24-48 6,5
rotatorio
2 V. K. Josh et al. Aspergillus Niger Orujo de manzana Solido Incubadora - - - -
3 Asia Ahmed et al. Geotrichum candidum AA15 - Liquido - - 35 14-144 5
4 Ishtiag Ahmed et al. Aspergillus Niger Residuos de naranja Liquido Agitador 180 35 120 55
rotatorio
5 Jenika Prajapati et al.  Bacillus subtilis Residuo de citricos Liquido Agitador - 45-50 120 5
rotatorio
6 Juliene da Camara Aspergillus niger IOC 4003  Mombina amarilla  Sélido Incubadora - 30-40 72 4a6
Rochaun et al. (Ciruela)
7 Salamun de Bacillus tequilensis - Liquido Agitador 120 37-40 48 7,4
rotatorio
8 Yannam Sudheer  Aspergillus foetidus Céscara de mango Sélido Incubadora - 35 120 5
Kumar et al.
9 Mehmod Tahir et al. Schizophyllum A Céscaras de frutos de Sélido Agitador 120 35 72-96 6
mosambi (lima dulce) rotatorio
10  Elangovan Bacillus Cereus Bagazo de cafia Liquido Agitador 200 37 48 8,5
Namasivayam et al. azucarera, salvado de rotatorio
arroz, trigo
11  Garcia-Herndndez et Aspergillus awamori Cascara de naranja Liquido Agitador 225 37 96 55
al. rotatorio
12 Sudeep KC et al. Aspergillus spp. Penicillium - Liquido Agitador 150 30 144 4,2
spp. Lco, fusarium spp. rotatorio
13 D.R. Kashyap et al Bacillus spp. - Liquido Agitador 150 37 - -
rotatorio
14  Karabi Roy et al. Chryseobacterium - Liquido Agitador 125 37 72 -
indologenes rotatorio
15 LedaR. Castilho Aspergillus niger Salvado de trigo y soya Solido Incubadora - 30 13-96 -
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Tabla 3.

Condiciones y métodos de extraccion (ECP)

N° Autor Medio Método Velocidad Tiempo T°C
de (rpm) (min)
cultivo
1 Arellano et al. Liquido Centrifugacion 5000 15 -
2 V. K. Josh et al. Solido  Hidratacién 10000 30 -
Filtracion
Centrifugacion
3 Asia Ahmed etal. Liquido Centrifugacion 3000 15 -
4 Ishtiag Ahmed et Liguido Centrifugacion 10000 15 4
al.
5 Jenika Prajapati et Liquido Centrifugacion 10000 5 -
al.
6 Juliene da Camara Sélido  Hidratacion 3500 15 4
Rochaun et al. Filtracion
Centrifugacion
7 Salamun de Liquido Centrifugacion 5000 15 4
8 Yannam Sudheer Solido  Hidratacion - - 4
Kumar et al. Filtracion
Centrifugacion
9 Mehmod Tahir et Soélido  Hidratacion 4000 10 4
al. Filtracion
Centrifugacion
10 Elangovan Liquido Centrifugacion 5000 15 4
Namasivayam et
al.
11 Garcia-Hernandez  Liquido Centrifugacion 4000 30 4
et al.
12 Sudeep KC et al. Liquido Centrifugacion 10000 30 4
13 D.R. Kashyap etal Liquido Centrifugacion 7000 10 4
14 Karabi Roy et al. Liquido Centrifugacion 7000 15 4
15 Leda R. Castilho Solido  Hidratacién 160 30 35
Agitacion
Prensado

4.1.5.Condiciones y métodos para la purificacion de Pectinasas

importantes durante el proceso de purificacion en la obtencion de pectinasas.

En la tabla 4 que se encuentra a continuacion se detalla los parametros mas
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Tabla 4.
Condiciones y métodos de Purificacion (ECP)

N°  Autor Tipo de Maétodo Sustanc  Equipo Veloc. Tiemp. T
Purificac. (rpm) (min) °C
1 Arellano et No aplica
al.
2 V. K. Josh et Parcial Precipitacion Sulfato  Agitador - - 4
al. de magnético
amonio
3 Asia Ahmed No aplica
etal.
4 Ishtiaq Completa  Precipitacién Sulfato  Columnade - - -
Ahmed et al. Dialisis de intercambio
Cromatografia ~ amonio  i6nico
i6nica
5 Jenika Completa  Precipitacion Sulfato  Columnade - - -
Prajapati et Dialisis de intercambio
al. Cromatografia ~ amonio  i6nico
i6nica
6 Juliene da Noaplica
Camara
Rochaun et
al.
7 Salamin de  Parcial Precipitacion Sulfato  Agitador 30 4
Dialisis de magnético
amonio
8 Yannam No aplica
Sudheer
Kumar et al.
9 Mehmod No aplica
Tahir et al.
10 Elangovan Parcial Precipitacién Sulfato  Centrifuga 3000 10 -
Namasivaya Dialisis de
m et al. amonio
11  Garcia- Completa  Precipitacién Sulfato  Agitador 4000 30 4
Hernandez et Filtracion de magnético
al. Ultrafiltracion ~ amonio
membrana con
un MWCO
12 Sudeep KC Parcial Precipitacion Sulfato  Centrifuga 4000 20 4
et al. de
amonio
13 D.R. Completa  Precipitacion Sulfato  Centrifuga 200 12h 37
Kashyap et Didlisis de Columna de
al Cromatografia ~ amonio  intercambio
idnico
14 Karabi Roy No aplica
et al.
15 Leda R.  No aplica
Castilho

En los articulos seleccionados el 47% no aplica un método de purificacion en sus
estudios, mientras que el 53% si aplica. De los articulos que utilizan un método de
purificacion el 50% de las investigaciones usa el método de precipitacion y dialisis para
obtener una purificacion parcial, mientras que el 38% de los casos aplica un método
secuencial (precipitacion, dialisis y cromatografia ionica) para una purificacion total y

32



solo el 12% utiliza la filtracion y ultrafiltracion obteniendo como resultado final la
purificacion total. En los casos donde se purifico mediante precipitacion se utilizd un
agitador magnético o una centrifuga, aplicando una velocidad que va desde los 200 hasta
4000 rpm, una temperatura de 4°C y en el caso de purificacion por cromatografia se
utilizé una columna de intercambio ionico.

4.1.6.Evaluacion de la actividad enzimética en la clarificacion de zumos frutales

En la tabla 5 se detalla los parametros méas importantes durante la aplicacién de
enzimas en el proceso de clarificacion.

Tabla 5.
Evaluacién de la actividad enziméatica en la clarificacién de zumos frutales

N°  Autor Concentracion T°C Tiempo Resultado de la
enzimatica (h) clarificacion
(%: viv (ml))

1 Acrellano et al. No aplica

2 V. K. Josh et al. 1 27 12 Rendimiento: 73%

3 Asia Ahmed et al. 6 30 3 Rendimiento: 39%

4 Ishtiag Ahmed et al. No aplica

5 Jenika Prajapati et 1 30 3 Rendimiento: 68%

al.

6 Juliene da Camara 1 40 1 Rendimiento: 36%

Rochaun et al.

7 Salamun de 1 45 1 Visual: presenta
clarificacion en
pequefia cantidad

8 Yannam  Sudheer 1 40 2,30 Rendimiento: 23%

Kumar et al.
9 Mehmod Tahir et al. 1 35 1 Rendimiento: 20%
10  Elangovan 1 40 20 Visual: presenta
Namasivayam et al. clarificacion en
pequefia cantidad
11  Garcia-Hernandez et No aplica
al.

12 Sudeep KC et al. 1 30 1 Espectrofotometria:
21.0% Transmitancia

13  D.R. Kashyap et al No aplica

14  Karabi Roy et al. 15 40 1 Visual: Si presenta
clarificacion

15 LedaR. Castilho No aplica

Durante el proceso de clarificacion el 60% de los autores utilizd concentraciones
enzimaticas menores o igual al 1%, el 13% de los autores uso una concentracion mayor
al 1% y el 27% restante no registra datos en sus investigaciones. Este proceso se realizo
a una temperatura que va desde los 27°C hasta los 45°C, con un intervalo de tiempo de 1
a 12 horas. Teniendo como resultado una clarificacion positiva en cada uno de los casos
en los que se aplico la enzima obtenida. La clarificacion se midié de forma visual, de
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acuerdo con el rendimiento y por espectrofotometria, calculando su porcentaje de
transmitancia.

4.1.7.Matriz de Comparacion

En la tabla 6 se realiz6 una matriz comparativa de acuerdo con los resultados
obtenidos en la aplicacion de las diferentes técnicas de extraccion y purificacion de
pectinasas.

Tabla 6.
Técnicas utilizadas en la extraccion y Purificacion de Pectinasas

) Resultados
Métodos

Los articulos que utilizaron solo la precipitacion como método de
purificacion, tuvieron una purificacion parcial con un rendimiento del 30%
de pectinasa purificada usando Sulfato de Amonio.

Precipitacion
por salado o
“salting-out”

La utilizacion este método proporcioné enzimas con una pureza alta, que va

Cromatografia
desde el 90%.

de intercambio
idnico

La aplicacion de este método proporciona enzimas de mayor rendimiento,
pero con menor pureza, necesitando la aplicacion de técnicas como
precipitacion para una mayor pureza. Se obtuvo una purificacién parcial con
un rendimiento del 70,4%.

Didlisis

La aplicacion de este método proporciona enzimas de mayor rendimiento,
pero con menor pureza, al momento de utilizarse juntamente con la
precipitacion dara como resultado enzimas con una pureza alta, de hasta el
98%.

Ultrafiltracion

El resultado es un sobrenadante denominado extracto crudo de pectinasa

Filtracion por
(ECP).

Centrifugacion

De acuerdo con la tabla de comparacion de las técnicas utilizadas en la
purificacion de pectinasas, se puede apreciar que técnicas como la cromatografia de
intercambio i6nico Yy la ultrafiltracion tienen resultados de purificacién mayores al 90%.

4.1.8.Proceso para la obtencion de Pectinasas

En la revision de la literatura los factores de influencia durante la obtencién de
pectinasas estan relacionados a ajustes de tiempos, temperaturas, concentraciones y
velocidades correspondientes para cada operacion unitaria por ello se estableci6é rangos
adecuados mediante los datos proporcionados en investigaciones anteriores. A
continuacion, se detalla el proceso establecido por Jenika Prajapati et al. (2021), siendo
este el mas viable y que puede ser aplicado en laboratorio.
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+« Operaciones Upstream

Conservacion de la cepa. -La cepa se sembré en placas de PDA mediante la técnica
de extension de varillas en agar de dextrosa de patata, se almacend a 30°C y se
incub6 a 37°C durante 3 dias. Cuando la esporulacion fangica fue maxima, las
esporas se recolectaron con solucion salina estéril (0,09% p/v). La solucién
generada se recogio en tubos Falcon de 15 mL.

Disefio y preparacion del medio de cultivo. — El medio de cultivo se realiza en un
medio liquido, utilizando un matraz conico de 250mL se colocaron 50mL de medio
de produccion (caldo pectato de extracto de levadura que presenta la siguiente
composicién: extracto de levadura 1%, pectina 1%, NaCl 0.5% y agua destilada
100ml), en este paso se puede agregar una cantidad apropiada (1,0 g) de polvo fino
de piel de fruta como sustrato.

Esterilizacion. - Durante la esterilizacidn se autoclavo a una temperatura de 120°C
durante 30 minutos.

Inoculacion. - Los 15 ml de la cepa productora que se obtuvo anteriormente es
colocada en el medio esterilizado y es llevado a fermentacion bajo las condiciones
especificadas a continuacion.

% Fermentacion

Esto se lleva a cabo en un fermentador rotatorio a 35°C por 120h a una velocidad de
150 a 200 rpm

¢ Operaciones Downstream

Recuperacion. - El caldo que se obtuvo de la fermentacion se centrifugd a 10.000
rpm durante 5 min para posteriormente ser filtrado, el sobrenadante que se obtiene
es conocido como Extracto crudo de Pectinasa (ECP), este puede ser utilizado para
un proceso de clarificacion de zumos frutales o puedes pasar a un proceso de
purificacion.

Purificacion. - El sobrenadante paso a un proceso de precipitacion por saturacion
de sulfato de amonio (40-80 %). Después de la desalinizacion y concentracion se
cargd en una columna de intercambio i6nico de DEAE-celulosa (1,5%x30 cm),
previamente equilibrado con tampdn de fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0). La enzima
se eluyé utilizando un gradiente de NaCl 0,5 M con un caudal de 30 mL h-1.

Formulacion. - Este paso dependera del uso que se vaya a dar a la enzima, es decir
si se desea una enzima liquida o solida. En el caso de la enzima solida, el producto
resultante de la purificacion deberia pasar por un proceso de liofilizacion. La
mayoria de los autores recomienda una enzima liquida ya que es mas facil de utilizar
al momento de su aplicacién en la calificacion de zumos.
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Nota: Este proceso se realiz6 con datos recolectados, en articulos relacionados con la
obtencion de pectinasas utilizando bacterias del genero Bacillus y Hongos del género
Aspergillus.

4.2 .Discusion

De los 15 articulos revisados la mayoria de autores concuerdan que para la
extraccion de pectinasas, el método de extraccion por centrifugacion es el ideal, aunque
este proceso puede variar dependiendo el tipo de fermentacion que se haya realizado
anteriormente, es asi que, autores como (Arellano et al., 2014) (Asia Ahmed et al., 2018),
(Ishtiag Ahmed et al., 2015), (Jenika Prajapati et al., 2021), (Koshy M, 2019), (Elangovan
Namasivayam et al., 2012), (Garcia Hernandez et al., 2015), (Sudeep KC et al., 2020),
(D.R. Kashyap et al., 2012), (Karabi Roy et al., 2018) utilizaron el método por
centrifugacion directa ya que en estos estudios se opté por una fermentacion en estado
liquido. Por su parte (V. K. Josh et al., 2017), (Juliene da Camara Rochaun et al., 2020),
(Yannam Sudheer Kumar et al., 2012), (Mehmod Tahir et al., 2017), (Leda R. Castilho,
2018) realizaron una hidratacion y filtracion antes de que la muestra sea centrifugada, ya
que en estos estudios se realizé una fermentacion en estado sélido. En la mayoria de los
casos se utiliz6 una velocidad de 3000 a 10000 rpm, con una temperatura de 4°C y un
tiempo de 5 a 30 minutos.

En funcion a los resultados obtenidos en los 15 documentos analizados se
identificd que la purificacion de pectinasas se realiza en un proceso secuencial con el fin
de obtener enzimas puras que pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones
industriales, por esta razon autores como: (Ishtiag Ahmed et al., 2015), (Garcia
Hernandez et al., 2015), (D.R. Kashyap et al., 2012), concuerdan en que para obtener una
purificacion completa, la precipitacion por sulfato de amonio, dialisis utilizando un
TristHCI (0,01 metro), la ultrafiltracion y cromatografia ionica utilizando DEAE-
Sephacel, (15 - 0,55cm) (volumen de lecho de 10ml), son muy Utiles al utilizarse
conjuntamente, mientras que (Jenika Prajapati et al., 2021) en su estudio demuestra que
se puede conseguir una purificacion completa con la utilizacién del método de
precipitacion por sulfato de amonio y cromatografia i6nica de DEAE-celulosa (1,5%30
cm), previamente equilibrado y utilizando un gradiente de NaCl 0,0-0,5 M con un caudal
de 30 mL/h.

En la tabla 5 se identifico 15 articulos, la mayoria reporta la aplicacion de
pectinasas en la clarificacién de zumos frutales, de los cuales los articulos de mayor
relevancia fueron los de (V. K. Josh et al., 2017), y (Jenika Prajapati et al., 2021), en los
cuales se utilizaron el hongo Aspergillus Niger y la bacteria Bacillus subtilis obteniendo
como resultado pectinasas acidas en las que se aplicd una purificacion parcial y total
respectivamente, obteniendo una enzima parcial y totalmente purificada, las cuales al ser
aplicadas en zumos de frutas obtuvo un valor de clarificaciéon mayor al 50% mejorando
la brillantez. Lo que convierte a las pectinasas acidas en la mejor opcion.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1.Conclusiones

e Segun la revision bibliografica la purificacion de pectinasas se realiza en un proceso
secuencial esta incluye la precipitacion, didlisis, ultrafiltracion, cromatografia y
centrifugacion que ayuda a separar la enzima del producto resultante de la fermentacion,
obteniendo como resultado una enzima purificada.

¢ De acuerdo con la matriz comparativa se determiné que el método mas adecuado para
una purificacion es la cromatografia de intercambio i6nico ya que la utilizacion de este
método proporciond enzimas con una pureza alta, que va desde el 90% en las
investigaciones en los que se aplicO este método. Por otra parte, dentro en las
investigaciones se utilizé Unicamente la centrifugacion como un método de extraccion
de enzimas.

¢ El método mas viable para una extraccion es la filtracién por centrifugacion en la que
se utiliz6 una centrifuga a mas de 10.000 rpm a 4°C, mientras que para una total
purificacion se utilizo el método de precipitacion por sulfato de amonio y cromatografia
i6nica, teniendo como resultado pectinasas totalmente purificadas y con un pH 5-6 que
fueron aplicadas en zumos frutales y presentaron una clarificacion mayor al 50%

5.2.Recomendaciones

¢ El sector agroindustrial ha sido por afos el motor no petrolero de la economia del pais,
por ello la carrera de Ingenieria Agroindustrial es un pilar importante que debe ser
aprovechado, impulsando el desarrollo y la aplicacién de nuevas tecnologias que pueda
beneficiar a las industrias en sus diferentes procesos, por este motivo se debe realizar
practicas en laboratorio que busquen obtener cepas productoras de enzimas que faciliten
el procesamiento de nuevos productos.

¢ Debe aprovecharse la utilizacién de sustratos bioldgicos como los residuos citricos ya
que estos sirven como fuente de nutrientes y son a su vez el soporte fisico para los
microorganismos, ayudando a la mayor produccién de pectinasas acidas en condiciones
favorables.

e Para la clarificacién de Zumos Frutales se debe utilizar enzimas acidas que tengan un
pH entre 5y 6, ya que estas enzimas presentaran mayor clarificacion que las alcalinas.
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Nota. El grafico representa el diagrama de seleccion de Prisma Tomado de “declaracion
PRISMA: una guia actualizada para la publicacion de revisiones sistematicas” (2020)
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Tabla 7.

Lista de verificacion PRISMA
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TITLE
1 Identificar la publicacion como revision sistematica,
Titulo
RESUMEN
2 Consulte la lista de comprobacion PRISMA 2020 para resimenes (Tabla 2).
Resumen
INTRODUCTION
3 Describa la justificacion de la revision en el contexto de los conocimientos existentes.
Justificacion
4 Proporcione una declaracion explicita de los objetivos o preguntas que la revision desea contestar.
Objetivos
METODOS
5  Especifique los criterios de inclusién y exclusion para la revision y cémo se agruparon los estudios para la sintesis.
Criterios de elegibilidad
6 Especifique todas las bases de datos, registros, sitios web, organizaciones, listas de referencia y otras fuentes buscadas o
Fuentes de informacién consultadas paraidentificar estudios. Especifique la fecha en la que se buscé o consulté por Ultima vez cada fuente.
7  Presentar las estrategias de blsqueda completas para todas las bases de datos, registros y sitios web, incluidos los filtros y los
Estrategia de basqueda limites utilizados.
8  Especifique los métodos utilizados para decidir si un estudio cumplia los criterios para la inclusion de la revision, incluidos
Proceso de seleccion cuantos revisores examinaron cada registro y cada informe recuperado, si trabajaron de forma independiente v, si procede, los
detalles de las herramientas deautomatizacion utilizadas en el proceso.
9  Especifique los métodos utilizados para recopilar los datos de los estudios, incluido el nimero de revisores que recopilaron datos

Proceso de recopilacion de

de cada informe,si trabajaron de forma independiente, los procesos para obtener o confirmar datos de los investigadores del
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datos

estudio vy, si procede, los detalles de las herramientas de automatizacion utilizadas en el proceso.

Lista de datos

102

10b

Enumerar y definir todos los resultados para los que se buscaron los datos. Especifique si se buscaron todos los resultados
admitidos por cadadominio de resultados en cada estudio (por ejemplo, para todas las medidas, puntos de tiempo, analisis) vy, si
no, los métodos utilizados para decidir qué resultados recopilar.

Enumerar y definir todas las demas variables para las que se solicitaron datos (por ejemplo, caracteristicas de participante e
intervencion, fuentes de financiacion). Describa cualquier suposicion hecha sobre cualquier informacion que falte o no esté clara.

Estudio y valoracion del
riesgo de sesgo

11

Especifique los métodos utilizados para evaluar el riesgo de sesgo en los estudios incluidos, incluidos los detalles de las
herramientas utilizadas, cuantos revisores evaluaron cada estudio y si trabajaron de forma independiente y, si procede, los detalles
de las herramientas de automatizacién utilizadas en el proceso.

12 Especifique para cada resultado como se midi6 el efecto (por ejemplo, relacién de riesgo, diferencia media) utilizadas en la sintesis
Medidas de efecto 0 presentacionde resultados.
132 Describa los procesos utilizados para decidir qué estudios eran elegibles para cada sintesis.
Métodos de sintesis
13b Describir los métodos necesarios para preparar los datos para la presentacion o sintesis, como el manejo de las estadisticas de
resumen que faltan o las conversiones de datos.
13c Describir cualquier método utilizado para tabular o mostrar visualmente los resultados de estudios individuales y sintesis.
13d Describir los métodos utilizados para sintetizar resultados y proporcionar justificacion para las opciones. Si se realiz6 un
metaanalisis, describa los modelos, los métodos para identificar la presencia y el alcance de la heterogeneidad estadistica y los
paquetes de software utilizados.
13e Describa los métodos utilizados para explorar las posibles causas de la heterogeneidad entre los resultados del estudio
13f Describir los andlisis de sensibilidad realizados para evaluar la fuerza de los resultados sintetizados.
Seccion y tema item # Checklist item
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14 Describir cualquier método utilizado para evaluar el riesgo de sesgo debido a la falta de resultados en una sintesis (derivada de
Informar de la sesgos denotificacion).
evaluaciondel sesgo

15  Describir cualquier método utilizado para evaluar la certeza (o confianza) en el cuerpo de evidencia para un resultado.
Evaluacion de la certeza
RESULTADOS

16%  Describir los resultados del proceso de busqueda y seleccién, desde el nimero de registros identificados en la bdsqueda hasta el
Seleccion de los ntmero deestudios incluidos en la revision, idealmente utilizando un diagrama de flujo (consulte la figura 1).
estudios

16b  Citar estudios que cumplieran muchos criterios de inclusion, pero no todos (‘casi perdidos') y explicar por qué fueron excluidos.

17  Citar cada estudio incluido y muestre sus caracteristicas.
Caracteristicas del
estudio

18  Evaluacion actual del riesgo de sesgo para cada estudio que se incluido en la revision.
Riesgo de sesgo

19  Para los resultados de cada estudio: a) estadisticas resumidas para cada grupo (cuando proceda) y b) una estimacion de efectos y su
Resultados de estudios precision (porejemplo, confianza/intervalo creible), idealmente utilizando tablas o gréaficas estructuradas.
individuales

202  Para cada combinacion o sintesis, resuma brevemente las caracteristicas y el riesgo de sesgo entre los estudios.
Resultados de la sintesis

20b  Presentar los resultados de todas las combinaciones o sintesis estadisticas realizadas. Si se realiz6 un metaanalisis, presente para cada

estimacionde resumen y su precision (por ejemplo. confianza/intervalo creible) y medidas estadisticas de heterogeneidad. Si compara
grupos, describa la direccion del efecto.

20c  Presentar resultados de toda la investigacidn de posibles causas de heterogeneidad entre los resultados del estudio.

20d  Presentar los resultados de todos los analisis de sensibilidad realizados para evaluar la solidez de los resultados combinados.

21  Evaluaciones actualizadas de los riesgos de sesgo debido a la falta de resultados (derivados de sesgos de notificacion) para cada
Reportar sesgos combinacién evaluada.

22 Proporcione evaluaciones de certeza (o confianza) en el cuerpo de prueba de cada resultado evaluado.

Certeza de la evidencia
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DISCUSSION

232 Proporcionar una interpretacion general de los resultados en el contexto de otras pruebas.
Discusion

23b  Discuta cualquier limitacién de la evidencia incluida en el examen.

23c  Discutir las limitaciones de los procesos de revision utilizados.

23d  Discutir las implicaciones de los resultados para la practica, la politica y la investigacién futura.
OTHER
INFORMATION

242 Proporcione informacion del registro de la revision, incluido el nombre del registro y el nimero de registro, o indique que la revision
Registro y protocolo no se registro.

24b  Indique dénde se puede acceder al protocolo de revision o indique que no se ha preparado un protocolo.

24c  Describir y explicar cualquier cambio en la informacion proporcionada en el registro o protocolo.

25 Describa las fuentes de apoyo financiero o no financiero para su revision, y el papel de los financiadores o patrocinadores en la
Apoyo revision.

26  Declarar cualquier conflicto de interés de los autores de las revisiones.
interesescompetitivos

27  Informe cuéles de las siguientes opciones estan disponibles publicamente y donde se pueden encontrar: formularios de recopilacion

Disponibilidad de datos,
codigo y otros
materiales

de datos deplantilla; datos extraidos de estudios incluidos; datos utilizados para todos los andlisis; cddigo analitico; cualquier otro
material utilizado en la revision.

Nota. El grafico representa la lista de verificacion de Prisma Tomado de “declaracion PRISMA: una guia actualizada para la publicacion de
revisiones sistematicas” (2020)
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Clarification of the pomegranate juice in a bioreactor packed by pectinase enzymes immobilized 1 1 0 1 0 1 0 1 1 6 Descartado
1 on the glass bead activated with polyaldehyde polysaccharides
Immobilization of pectinase on chitosan-magnetic particles: Influence of particle preparation 1 1 0 1 0 1 0 1 1 6 Descartado
2 protocol on enzyme properties for fruit juice clarification
Continuous clarification of grape juice using a packed bed bioreactor including pectinase enzyme 1 1 0 1 0 1 0 1 1 6 Descartado
3 immobilized on glass beads
Bioprocessing of citrus waste peel for induced pectinase production by Aspergillus niger; its 1 1 1 1 1 1 0 1 0 7 Descartado
4 purification and characterization
Yellow mombin Pulp residue valorization for pectinases production by Aspergillus niger IOC 4003 1 1 0 1 1 1 1 1 1 8 Incluido
5 and its application in juice clarification
Effect of Bacillus tequilensis SALBT crude extract with pectinase activity on demucilation of 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 Incluido
6 coffee beans and juice clarification
Pectinase Production from Mango peel Using Aspergillus foetidus and its application in Processing 1 1 0 1 1 1 1 1 1 8 Incluido
7 of Mango Juice
Pectinase Production from Schizophyllum commune Through Central Composite Design Using 1 1 0 1 1 1 1 1 1 8 Incluido
8 Citrus Waste and Its Immobilization for Industrial Exploitation
Optimization of substrate composition for pectinase production from Satkara (Citrus macroptera) 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 Descartado
9 peel using Aspergillus niger-ATCC 1640 in solid-state fermentation
Production and characterization of extracellular pectinase from a newly isolated Bacillus species 1 1 1 1 0 1 0 1 0 6 Descartado
10  from fruit waste soil
Aspergillus niger production of pectinase and a-galactosidase for enzymatic soy processing 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 Descartado
11
Biotechnological ~ valorization of pineapple stem  for pectinase production by Bacillus 1 1 0 1 1 1 0 1 0 6 Descartado
12 subtilis BKDS1: Media formulation and statistical optimization for submerged fermentation
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13

Production, purification and immobilization of pectinase from Aspergillus ibericus onto
functionalized nanoporous activated carbon (FNAC) and its application on treatment of pectin
containing wastewater

Descartado

14

Bioprocessing of citrus waste peel for induced pectinase production by Aspergillus niger; its
purification and characterization

Descartado

15

Production optimization,  purification ~ and  characterization ~ of a  heat-tolerant
acidic pectinase from Bacillus sp. 2J1407

Descartado

16

Production of pectinases by solid-state fermentation in a pilot-scale packed-bed bioreactor

Descartado

17

Pectinase enzyme-complex production by Aspergillus spp. in  solid-state  fermentation: A
comparative study

Descartado

18

Production of pectinase from deseeded sunflower head by Aspergillus niger in submerged and
solid-state conditions

Descartado

19

Production of pectinases by solid-state fermentation of a mixture of citrus waste and sugarcane
bagasse in a pilot-scale packed-bed bioreactor

Descartado

20

Purification of pectinase from mango (Mangifera indica L. cv. Chokanan) waste using an aqueous
organic phase system: A potential low cost source of the enzyme

Descartado

21

Production optimization, purification and characterization of a heat-tolerant
acidic pectinase from Bacillus sp. ZJ1407

Descartado

22

Bioprocessing of citrus waste peel for induced pectinase production by Aspergillus niger;
its purification and characterization

Incluido

23

Optimization of substrate composition for pectinase production from Satkara (Citrus macroptera)
peel using Aspergillus niger-ATCC 1640 in solid-state fermentation

Descartado

24

Production of Extracellular Pectinase by Bacillus Cereus Isolated From market Solid waste

Incluido

25

Pectinase production, purification and immobilization from Aspergillus awamori.

Incluido

26

Production, Characterization, and Industrial Application of Pectinase Enzyme Isolated from Fungal
Strains

Incluido

27

Characterization of pectinase from Geotrichum candidum AA15 and its potential application in
orange juice clarification

Descartado

28

Optimization of substrate composition for pectinase production from Satkara (Citrus macroptera)
peel using Aspergillus niger-ATCC 1640 in solid-state fermentation

Descartado

29

Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad y estabilidad de pectinasas producidas por Bacillus
spp.

Incluido

30

Purification, characterization of pectinase produced from apple pomace and its evaluation in the
fruit juice extraction and clarification

Incluido

31

Characterization of pectinase from Geotrichum candidum AA15 and its potential application in
orange juice clarification

Incluido
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Nota: Se analizé principalmente los articulos con un total de 8 a 9 puntos ya que estos cumplieron con la mayoria de los parametros de
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informacion.
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