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Revisién: Extraccién microbioldgica y enzimatica de pectina
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RESUMEN. A nivel mundial se producen grandes cantidades de residuos
agroindustriales ricos en polisacdridos tales como las sustancias pécticas.
Algunos de estos desechos se emplean en la producci6n de pectina. Actual-
mente, 1a pectina se extrae industrialmente por métodos fisicoquimicos, pero
recientemente se han desarrollado métodos bioldgicos alternativos. En la
presente revisién se describen las principales caracteristicas de las sustancias
pécticas y de las enzimas pécticas. Se comenta el método tradicional de
extraccién por via quimica de pectina para luego discutir y comparar detalla-
damente los métodos de extraccién enzimatico y microbioldgico de pectina.

INTRODUCCION

Las sustancias pécticas son macromoléculas de alto peso molecular
presentes en la laminilla media y en la pared celular primaria de las
plantas superiores, en donde actian como material cementante
intercelular. De esta manera, las sustancias pécticas proveen rigidez
y cohesi6n a los tejidos, ayudan en la retencién de forma e imparten
la textura caracteristica de los vegetales (1).

Estas sustancias se usan industrialmente para la obtencién de
pectina mediante la aplicacién de procesos fisicoquimicos. Actual-
mente, el proceso deextraccién consiste enun tratamiento térmico en
medio 4cido de ciertos subproductos sélidos generados por la indus-
triajuguera, especialmente de frutos citricos (cdscaras) y de manzana
(orujo o bagazo). Las pectinas se usan ampliamente en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética como viscosantes, espesantes,
gelificantes y estabilizantes de emulsiones (2).

Las siguientes consideraciones deben tomarse en cuenta para la
manufactura de pectina: (I) El proceso es relativamente complicado
y normalmente consiste de numerosas operaciones.(II) La materia
prima es de composicion variable.(1) El capital de inversion reque-
rido es considerable (3). Desde el punto de vista comercial, el mayor
compromiso es obtener una pectina de calidad 6ptima y uniforme con
un alto rendimiento (2,4).

La produccién de pectina a escala industrial se realiza, por lo
general, ensiete etapas que consisten en: (I) Preparacién de la materia
prima,; (1) Separacién de algunos compuestos (azdcares, pigmentos,
protefnas); (III) Conversi6én de la protopectina insoluble contenida
en la materia prima en pectina soluble; (IV) Separacién de los
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SUMMARY. Microbial and enzymatic extraction of pectin: A review.
Great amounts of agroindustrial wastes rich in polysaccharides, such as pectic
substances, are produced worldwide. Some of these wastes are used for the
production of pectin. Currently, pectin is extracted at industrial scale by
physicochemical means, but lately new biotechnological alternatives have
been developed. In this review, the principal characteristics of pectic substances
and pectic enzymes are described. The traditional physicochemical method
for the pectin extraction is described and the new biotechnological (microbial
and enzymatic) methods for pectin extraction are discussed and commented
as well.

residuos insolubles de la solucién conteniendo pectina; (V) Precipi-
tacién de la pectina extraida; (VI) Purificacién y secado de la pectina;
(VII) Envasado, almacenamiento y comercializacién. Existen diver-
sas revisiones enfocadas al proceso de fabricacién de pectina por via
quimica en las cuales se discuten en detalle los aspectos tedricos,
précticos, comerciales y tecnolégicos del proceso (2-32).

Una operacidn clave en la obtencién de pectina es la extraccién
(33) 1a cual es un proceso fisicoquimico complejo en el que tiene
lugar una hidr6lisis restricta de ciertas uniones quimicas de la
molécula de protopectina y la subsecuente extraccién de la pectina
solubilizada. Estos procesos estdn condicionados por diversos facto-
res tales como el tipo de material vegetal, el tipo y concentracién del
4cido utilizado, el pH, ¢l disefio y modo de operacién del reactor, el
tiempo y la temperatura del proceso (34). Algunas condiciones
reportadas para la extraccién de pectina por via quimica se presentan
en la Tabla 1.

Considerando el rendimiento y Ja calidad del producto, el proceso
fisicoquimico es econdmicamente aceptable. Prueba de ello es que
las empresas productoras de pectina lo utilizan desde hace varias
décadas. Sin embargo, este método posee algunas desventajas tales
como: la pectina solubilizada se despolimeriza significativamente
durante el proceso (35), el material vegetal se macera durante la
extraccién con lo cual se dificulta su posterior filtracién, los dcidos
utilizados ocasionan corrosién del equipamiento (5) y los residuos
generan altos indices de contaminacién en virtud de su acidez y alto
contenido en materia organica. Por estas razones, se han iniciado
investigaciones con el propésito de desarrollar procesos alternativos
para la extraccion de la pectina por medios biotecnol6gicos tales
como los métodos microbioldgico y enzimdtico.

Enestarevisi6n se incluyen primeramente lanomenclatura de las
sustancias pécticas, las estructuras quimicas de la protopectina y la
pectina, y la clasificacién de las enzimas pécticas con la finalidad de
comprender mejor las interacciones enzima-sustrato. Luego, se des-
cribe y analiza detalladamente la informaci6n disponible relativa a
los nuevos métodos de extraccién de pectina, tanto por via
microbiolégica como enzimadtica.
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TABLA |
Caracterfsticas fisicoquimicas y condiciones del extraccién de pectinas citricas

Método de extraccién

Fisicoquimico Microbiolégico  Enzimético
Producto Producto Muestra de
comercial87 comercial32 laboratorio PPasa PPasa
tipo A32 tipo B8
Caracteristicas fisicoquimicas
Grupos metoxilo (%) 10.0 9.2 8.6 8.6 9.6
Grupos carboxilo esterificados (%) 65.4 63.1 63.2 738 79.4
Acido anhidrogalacturénico (%) 94.5 85.0 77.4 68.2 74.1
Azicares neutros (%) N.R. 5.7 N.R. 23.2 N.R.
Peso molecular (kDa) 137 102 92 105 141
Viscosidad relativa de una
solucién al 0.1 % N.R. 1.53 N.R. 1.46 1.80
pH de solucién al 0.5 % 378 3.96 N.R. 324 N.R.
Condiciones de extracciéon
Tiempo de extraccién (h) 0.30-5.022 0.30 20-25 20
Temperatura de extraccién ( °C) 60-9522 90 30 50
pH de extraccién 1.5-3.022 NR. N.R. 4.1
g de pectina/kg de céscara citrica seca N.R. 172 25 109

N.R.: No reportado
Los superindices indican el niitnero de la referencia de la cual se ha tomado

Nomenclatura de la sustancias pécticas: Las primeras referen-
cias sobre sustancias pécticas son confusas porque se utilizaron
muchos términos diferentes para designar los materiales pécticos
extraidos a partir de fuentes vegetales (18).

En 1944, la American Chemical Society (36) adopté una «No-
menclatura Revisada de las Sustancias Pécticas», que muchos cien-
tificos aun usan como terminologia y es la siguiente:

Sustancias pécticas son un grupo complejo de coloides derivados
de carbohidratos los cuales se encueniran presentes en vegetales 0 s€
preparan a partir de ellos y que contienen gran proporcién de
unidades de 4cido anhidrogalacturénico. Los grupos carboxilos de
los acidos poligalacturénicos pueden estar parcialmente esterificados
con grupos metil éster y neutralizados parcial o completamente con
una o més bases. El término protopectina se aplica a aquellas
sustancias insolubles en agua, las cuales se encuentran en las plantas

¥, bajo hidrélisis restringida, producen dcidos pectinicos. El término,

acido pectinico es usado para definir a los dcidos poligalactur6nicos
coloidales que contienen una proporcién considerable de grupos
metil éster. El dcido pectinico, bajo condiciones adecuadas, es capaz
de formar geles con azidcar y 4cido; si el contenido de metoxilo es
bajo, el gel podria formarse con ciertos iones metilicos. En forma de
sal se llaman pectinatos. El término general de pectina(s) designa
4cidos pectinicos solubles en agua, con diferente contenido de grupos
metil éster y grado de neutralizacién, los cuales son capaces de
formar geles con 4cido y azicar bajo condiciones adecuadas. Se
denomina 4cido péctico a las sustancias pécticas compuestas princi-
palmente de 4cidos poligalacturénicos coloidales y esencialmente
libres de grupos metil éster. En forma de sal se liaman pectatos. Es
interesante notar que esta nomenclatura no hace mencién de otros
constituyentes estructurales de las sustancias pécticas tales como
aziicares neutros o ésteres de acetilo (37).

Estructura de la protopectina: La existencia de la protopectina
se reporta desde hace 150 afios. Sin embargo, su estructura quimica

el dato

todavia esta parcialmente dilucidada, en contraste con la estructura
dela pectina, debido alas dificultades experimentales inherentes a su
determinaci6n. Joslyn (38) realizé una excelente revisién sobre la
quimica de la protopectina hasta 1962, en donde discute las razones
de su insolubilidad. .

Se sabe que la protopectina es un material insoluble quesesté
enlazado fuertemente a otros componentes constituyentes de las
paredes celulares vegetales (39), jugando probablemente un papel
importante en la interconexion entre ellos (40). Keegstra et al. (41)
propusieron un modelo de insercién en donde se menciona que el
ramnogalacturonano se une a la red de cadenas hemicelulosa
(xiloglicano) através de ramificaciones laterales formadas por restos
de azdcares neutros (Figura 1a).

Recientemente se han realizado estudios para determinar la
estructura de la protopectina presente en las paredes celulares de la
manzana. Paraello se emplearon técnicas quimicas (42) y enziméticas
(40, 43-47) con las cuales se determiné la forma de conexidén del
material péctico con los otros polimeros de la pared celular. Dentro
de los tratamientos quimicos (4cidos y alcalinos), los dlcalis diluidos
son los més eficientes para solubilizar pectina de relativamente alto
peso molecular.

Por otrolado, los tratamientos enziméticos utilizaron glicosidasas
solas o en combinacién que incluyeron ademds el uso de enzimas
pécticas. Las enzimas pécticas son necesarias para llevar a cabo una
extraccién significativa de urénidos, mientras que para liberar la
mayoria de azlcares neutros se utilizaron enzimas no pécticas, tales
como exo- y endo-b-(1,4)-glucanasas, endo-b-(1,4)-xilanasa, endo-
(1,4)-b-galactanasa, arabinofuranosidasa y endo-a-(1,4)-arabinasa,
todas generalmente de origen fingico.

Renard et al. (40) observaron que en la extraccién de pectina a
partir de protopectina existe un gran sinergismo entre diversas
combinaciones de enzimas pécticas y endoglucanasa. La
endoglucanasa degrada el fucogalactoxiloglicano de las paredes-
celulares de manzana; 10 que permite suponer que_/el
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ramnogalacturonano y el xiloglicano estdn unidos quimicamente
entre si. Por eso se ha propuesto que los xiloglicanos juegan un papel
importante en la conexidn entre el material péctico insoluble y otros
polimeros de la pared celular. Este nuevo modelo no concuerda con
el propuesto por Keegstraet al. (41) donde se involucran alas cadenas
laterales como conexiones directas. Esta diversidad de resultados se
puede adjudicar al hecho de que las caracteristicas estructurales dela
pectina (48) y la protopectina dependen en gran medida del origen y
del grado de madurez de los tejidos vegetales estudiados.

En la Figura la se muestra un modelo de insercién de las
sustancias pécticas por medio de las cadenas laterales, el cual
representa una posible estructura de protopectina (49-50). Aun se
requieren estudios complementarios que brinden mds informacion
sobre la estructura de la protopectina de diversos materiales vegetales.

FIGURA 1
(a) Modelo de protopectina y los sitios de accién de las enzimas
pécticas y no pécticas (marcadas entre paréntesis). (b) Pectina
solubilizada enzimdticamente.
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Estructura de la pectina: La molécula de pectina se divide
estructuralmente en dos partes: la cadena principal y las cadenas
laterales (35). La cadena principal estd formada de unidades lineales
de dcido D-galacturénico unidas mediante enlaces a-(1,4) interrum-
pidas por enlaces a-(1,2) de unidades de L-ramnosa. De tal forma, la
cadena principal estd formada por dos regiones: 1a regién «lisa» u
homogalacturonano integrada por unidades lineales de dcido D-
galacturénico y la regi6én «ramificada» o ramnogalacturonano que
estd interrumpida por unidades de L-ramnosa. Las cadenas laterales
estdn formadas por restos de azicares neutros que se encuentran
unidos covalentemente al C4 de las unidades de ramnosa dentro de
la regién del ramnogalacturonano (48).

La distribucién de las inserciones de L-ramnosa a lo largo del
ramnogalacturonano no se ha elucidado completamente (22). Powell
et al. (52) sugieren la presencia de las cadenas laterales y las

inserciones de L-ramnosa de manera uniforme, mientras que De
Vries et al. (48) indican que la incidencia es de forma aleatoria. Por
otra parte, se sabe que las cadenas laterales de la pectina consisten
principalmente de unidades de D-galactosa, L-arabinosa, D-xilosa, y
con menos frecuenciade D-manosa, L-fucosa y D-apiosa, todas ellas
unidas ala cadena principal a través del C4 delos residuos de ramnosa
(35). En la Figura 1b se muestra un modelo de 1a estructura quimica
de la pectina.

Dentrodelacadena principal se encuentran algunos substituyentes
no glucidicos sobre los restos de 4cido galacturénico, tales como
metanol, dcido acético, 4dcidos fendlicos, y en algunas muestras
comerciales grupos amido (52). Los grupos carboxilos del 4cido
poligalacturénico pueden estar esterificados con metanol y algunos
grupos hidroxilo en el carbono C2 y C3 de las unidades del 4cido
galacturénico pueden estar esterificados con dcido acético (37).

Clasificacion de las enzimas pécticas: Las enzimas pécticas se
clasifican de acuerdo al mecanismo de ataque sobre las sustancias
pécticas en dos grupos: desesterificantes y despolimerizantes. Las
enzimas despolimerizantes se clasifican de acuerdo al esquema
descrito por Sakai et al. (32) usando el siguiente criterio: si la ruptura
de enlaces glicosédicos es hidrolitica o transeliminativa, si el meca-
nismo de la reaccidén es de tipo exo o endo y si muestran mayor
actividad sobre 4cido péctico o pectina como sustratos. Las enzimas
desesterificantes, a su vez, se clasifican de acuerdo al tipo de éster
(metil o acetil) que hidrolicen.

La pectin metilesterasa o pectinesterasa (PE, pectin
pectilhidrolasa, EC 3.1.1.11) se encuentra en la mayoria de las
plantas superiores y es producida también por hongos filamentosos,
bacterias y algunas levaduras. Hidroliza los grupos metil éster
convirtiendo las pectinas de alto metoxilo (PAM) en pectinas de bajo
metoxilo (PBM).

La pectin acetilesterasa (PAE) y la ramnogalacturonano
acetilesterasa (RGAE) hidrolizan los grupos acetil éster de los restos
de acido galacturénico presentes en la regién «lisa» del
homogalacturonano y de la regién «ramificada» del
ramnogalacturonano de las sustancias pécticas, respectivamente
(52).

Las poligalacturonasas (PG, poli-a-1,4-D-galacturonoide
glicanohidrolasa, EC 3.2.1.15 y EC 3.2.1.67) son producidas por

. hongos filamentosos, levaduras, ciertas bacterias y estan presentes en

plantas superiores. Actiian sobre PBM o 4cido péctico preferente-
mente, debido a que pueden hidrolizar enlaces glicos6dicos adyacen-
tes a grupos carboxilos libres. Las poligalacturonasas pueden
clasificarse en aquellas que degradan sustratos por ataque al azar
(endo-PG) y en aquellas que actdan sobre las terminaciones no
reducidas del sustrato removiendo dcido mono o digalacturénico
(exo-PG).

Las pectatoliasas (PAL, poli-a-1,4-D-galacturonoidoliasa) tam-
bién se presentan como endo (EC 4.2.2.2) y exo (EC 4.2.2.9)
enzimas, atacando el enlace glicosédico adyacente a los grupos
carboxilo libres por un mecanismo de transeliminacién. De esta
forma, los sustratos de mayor preferencia paralas endo-pectatoliasas
son las PBM més que el 4cido péctico.

Las pectinliasas (PIL, poli-a-1,4-metoxigalacturonoide liasa;
EC4.2.2.10) son producidas solamente por mohos, y atacan el enlace
glicos6dico entre residuos del galacturénido metoxilado por una
reaccion de transeliminacion, por 1o que las PAM resultan ser los
sustratos mejor degradados (52).

Las ramnogalacturonasas (RGasas) son enzimas pécticas que
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han sido descritas recientemente (53). Actian junto con una RGAE
\inicamente sobre regiones de la pectina altamente ramificada, libe-
rando oligosacdridos que consisten de secuencias alternadas de
residuos L-ramnosilos con’uniones a-(1,2) y D-galacturosilos con
uniones a-(1,4), con grupos galactosilos con uniones a-(1,4) sobre
algunas de las unidades ramnosilos. La terminacion no reductora
siempre es una unidad de ramnosa.

Las enzimas liberadoras o solubilizadoras de pectina, también
llamadas protopectinasas (PPasas) son capaces de catalizar la
solubilizacién de protopectina liberando pectina soluble altamente
polimerizada (32). En la seccidn sobre extraccién enzimadtica de
pectina se describen detalladamente este tipo de enzimas.

En la Figura 1a también se muestran los sitios de accidn de las
enzimas pécticas sobre el modelo de la protopectina.

Procesos de extraccion de pectina: Segiin Kertesz (7) el proce-
so de extraccién de pectina por via quimica consiste principalmente
de dos fases. La protopectina (material insoluble en agua encontrado
en tejidos vegetales) es el precursor de la pectina (material soluble en
agua). Esta conversién se realiza por despolimerizacion restricta de
la protopectina constituyendo este proceso la primera fase de la
extraccién. La segunda fase consiste en la difusion de la pectina
solubilizada desde la matriz del tejido vegetal hacia la solucién
extractante. Si el proceso de extraccién se realiza por métodos
fisicoquimicos, una fraccién de la pectina solubilizada se degrada
simultdneamente al proceso de extraccién en componentes de menor
peso molecular cuya presencia hace que tanto el rendimiento como
las propiedades del producto obtenido sean negativamente afectadas
(33). Se debe recordar que las propiedades funcionales de las pectinas
dependen en gran medida del grado de polimerizacién (o peso
molecular). Consecuentemente, la extraccién quimica disminuye en
gran medida las propiedades funcionales de la pectina obtenida (35).

Se han propuesto otros modelos que tratan de explicar y predecir
el fenémeno de la solubilizacién de pectina, los cuales consideran los
aspectos relevantes que determinan la eficiencia en el proceso de
extraccién (33, 54-56). Para considerar este proceso es necesario
evaluar experimentalmente diversos factores (temperatura, tiempo
dereacci6n, acidez del medio extractante, caracteristicas morfolégicas
y estructurales del material vegetal a extraer, etc.) que afectan el
rendimiento y calidad de la pectina obtenida.

El proceso de extraccién de pectina también puede efectuarse
con solubilizantes de origen biol6gico tales como enzimas (PPasas),
ya sea en procesos microbiolégicos (fermentacién) o directamente
mediante el uso de enzimas solubles de origen microbiano. A
continuacidn se analizan y discuten ampliamente estos dos tipos de
procesos biotecnolégicos.

Extraccion de pectina por métodos microbioldgicos: La ex-
traccién microbiol6gica de pectina se refiere principalmente a la
produccién de este heteropolisacdrido mediante el cultivo de
microorganismos productores de PPasas en medios conteniendo la
materia prima. En las referencias acerca de este bioproceso (57-58)
se menciona la utilizacién de levaduras (Trichosporon penicillatum,
Kluyveromyces marxianus y Endomycopsis capsularis) que produ-
cen PPasas (en el caso de T. penicillatum se trata de una endo-PG
denominada PI5_§sa~SE) por fermentacién en medio liquido, las
cuales son-capaces de liberar pectina altamente esterificada y acep-
table peso molecular (Tabla 1) bajo hidrdlisis restringida de la
protopectina (Figura 1a). Sin embargo, se produce un aumento en el
consumo de energfa del biorreactor para poder mantener condiciones

de agitacion y aireacion adecuadas porque la viscosidad del medio de
cultivo seincrementa a medida que se va extrayendo la pectina. Esto
podria limitar el empleo de este proceso a nivel industrial a pesar de
que los rendimientos en escala de laboratorio sean aceptables. Los
microorganismos mencionados no producen otras enzimas pécticas
que puedan modificar el contenido de sustituyentes no glucédicos
(tales como PE, PAE) o el peso molecular de la pectina extraida (para
el caso de PIL, PAL).

Sakai y Okushima (57) fueron los primeros en reportar la
solubilizacién de la pectina a partir de la protopectina presente en
céscaras de frutos citricos por un método microbiano que consiste en
la extraccién enzimética de pectina sin la simultdnea maceracién de
las c4scaras. Este proceso representd la primera alternativa al método
tradicional para la extracci6n de la pectina. Dichos autores utilizaron
Trichosporon penicillatum SNO-3, el cual produce PPasadel tipo A1
con actividad endo-PG (Tabla 2). Este microorganismo crece sobre
céscaras citricas como tinica fuente de carbono y energia. Larelacién
apropiada de céscara’agua es de 1:2 a 1:3. A 30 °C, la pectina
comienza a aparecer después de 5 horas de cultivo y la cantidad
extraida se incrementa proporcionalmente al tiempo de fermenta-
cién, necesitandose de 20 a 25 horas para obtener la maxima cantidad
de pectina. Las propiedades fisicas y quimicas de las pectinas
producidas por este método son muy semejantes a las pectinas
producidas comercialmente (por métodos fisicoquimicos), excepto
que esta pectina contiene una mayor cantidad de azi-ares neutros
(59) (Tabla 1). Esto es debido a que el microorganismo ne produce
enzimas especificas para hidrolizar a las cadenas laterales de la
pectina. Sakai et al. (32, 57-59) describen detalladamente la produc-
cién de pectina por via microbiolégica.

TABLA 2
Microorganismos productores de protopectinasas (PPasas) con sus
respectivas actividades enziméticas

Microorganismo Nombrede Tipode  Tipode Referencia
Ia enzima PPasa Actividad

Bacterias

Bacillus subtilis IFO 12113 PPasa-B A endo-PAL  (90,97)

Bacillus subtilis IFO 3134 PPasa-N A endo-PAL (85)

Bacillus subtilis IFO 3134 PPasa-R A endo-PIL  (85)

Bacillus subtilis TFO 3134 PPasa-C B endo-Ara  (84,92)

Levaduras

Galactoniyces reessii L. PPasa-L A endo-PG  (83)

Geotrichum sp. PPasa* A endo-PG  (60)

Kluvveromyces fragilis TFO 0288 PPasa-F A endo-PG  (91)

Kluyveromyces wickerhamii

IFO 1675 PPasa-W A endo-PG  (93,94)

Saccharomyces carlsbergensis ~ PPasa* A endo-PG  (98)

Trichosporon penicillatun: SN-3  PPasa-SE A endo-PG  (82)

Trametes sanginea IFO 6490 PPasa-T B RGasa 89

Hongos filameniosos

Aspergillus awamori IFO 4033 PPasa-AW  N.C. N.C. (95.96)

PAL: pectatoliasa PIL: pectin liasa. Ara: arabinasa. PG: poligalacturonasa. RGasa:
ramnogalacturonasa. N.C.: No conocida. IFO: Institute for Fermentation Osaka.
* Sin nombre especifico.

Este método tiene como ventajas la disminucién del grado de
despolimerizacidn, el facil control de las condiciones (pH y tempe-
ratura), y un rendimiento aceptable, como se aprecia en la Tabla 1.
Las cepas usadas para este proceso fueron Trichosporon penicillatum
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(57), Geotrichum spp. (60-61) y Kluyveromyces fragilis (62), K.
marxianus y Endomycopsis capsularis (62) todas productoras de
actividad de endo-PG con propiedades solubilizantes de pectina
(PPasas); y como materia prima se emplearon cdscaras de mandarina
(57), de naranja (62-63) y pulpa de remolacha azucarera (60-61, 64).

Recientemente, Khodzhaevaetal. (65) implementaron un proce-
so de fermentacién en medio sélido para la manufactura de pectina
a partir de residuos provenientes de la manufactura de sacarosa de
remolacha azucarera. Estos autores emplearon diferentes hongos
filamentosos tales como, Flamulina velutipes, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Aspergillus ustus, y Penicillum
notatum.

Extraccién de pectina por método enzimitico: Actualmente
existen algunos grupos de investigacién que estdn estudiando el
proceso de extraccién pectina por via enzimdtica, Estos estudios se
fundamentan en un mejor conocimiento, aunque todavia no comple-
to, de la estructura quimica de la protopectina y la forma en la cual se
unen quimicamente los diferentes polimeros presentes tanto en la
pared celular primaria como en la laminilla media del tejido vegetal.
Como se muestra en la Figura 1a, la cadena principal y las cadenas
laterales estdn unidas a otros materiales vegetales, tales como xilosa
y celulosa, 1a cual forman en conjunto la protopectina.

La extraccién enzimdtica de pectina se utiliza como una herra-
mienta analitica en estudios fitoquimicos para determinar la estruc-
tura quimica fina de las sustancias pécticas (40, 43-47, 66-76), pero
también se puede utilizar en 1a extraccién industrial de pectina. Para
la extraccion de la pectina con fines comerciales se utilizan enzimas
de origen microbiano, ya sea enzimas purificadas (77) o extractos
crudos (78-79) provenientes de Jevaduras, bacterias y hongos
filamentosos. Cuando se utilizan enzimas de origen fiingico es
necesario llevar a cabo su purificacién (al menos parcial) para evitar
el efecto quelapresenciade enzimas contaminantes (particularmente
otras despolimerasas) pueda ocasionar al polimero. Al utilizar ex-
tractos de enzimas provenientes de bacterias o levaduras, no siempre
es necesario llevar a cabo una purificacién, ya que algunos de estos
microorganismos no producen enzimas que puedan afectar la estruc-
tura de la pectina extraida.

Por procesos enziméticos la pectina selibera por polisacaridasas,
tales como las enzimas pécticas (endo-PG, endo-PAL y endo-PIL) y
no pécticas (arabinasas, arabinofuranosidasas, galactanasas, xilanasas,
glucanasas) que son capaces de actuar sobre sus respectivos sitios
especificos de accién. Algunas de estas enzimas reaccionan sobre las
regiones «lisas» de la protopectina y otras actan sobre las regiones
«ramificadas», mientras que hay enzimas que trabajan sobre la estruc-
tura que conecta al material péctico (Figura 1a). Estas pueden utilizarse
para extraer pectina de manera individual o en combinaciones.

La extraccién de pectina por via enzimdtica depende de las
interacciones enzima(s)-sustrato, la cual puede estar influenciada
fuertemente por lamicroestructura delamateria prima. Laprotopectina
se considera como un material de baja densidad (no muy compacto)
y por lo tanto puede ser més penetrable por las enzimas (80), en
contraste con la celulosa y a hemicelulosa. Porlo tanto, las limitacio-
nes en este bioproceso son minimas ya que las enzimas especificas o
sistemas enziméticos tienen un facil acceso sobre el material vegetal.
Las consideraciones principales que deben tomarse en cuenta para
realizaruna extraccién enzimatica de pectina es la estructura quimica
del sustrato y la capacidad de la enzima o enzimas para liberar
eficientemente a la pectina sin despolimerizacién.

Con el fin de determinar la estructura quimica de la sustancias
pécticas, en Europa se han empleado las enzimas arabinasa y
galactanasa para extraer pectinas a nivel laboratorio, usando diferen-
tes materias primas tales como céscaras de naranja, bagazo de
manzana y pulpa de remolacha azucarera (67). Las dos enzimas
mencionadas, en adicién con la PIL, se han empleado para extraer
pectina de paredes celulares de manzana (43). En otro estudio
enzimatico, Renard et al. (47) encontraron que la RGasa es una
enzima capaz de liberar material rico en 4cidos urénicos de alto peso
molecular, en contraste con lo obtenido con otras enzimas pécticas
(44). En los estudios mencionados anteriormente se han utilizado
enzimas solas o combinadas para efectuar el proceso de extraccién.
Enla Tabla 3 se muestran algunos microorganismos productores de
enzimas usadas por investigadores europeos para la extraccién
enzimadtica de pectina ya sea con fines analiticos o industriales.

TABLA 3
Microorganismos productores de enzimas utilizadas en la extraccién de pectina por via enzimdtica

Microorganismos Preparado Aplicacién Fuente de Tipo de Referencia
protopectina actividad
Bacterias
Bacillus polymixa Extracto Industrial » Remolacha N.R. (78)
azucarera
* Calabaza
Levaduras
Kluyveromyces fragilis Extracto Industrial » Céscaras de endo-PG 9
naranja y
limén
Kluyveromyces fragilis Purificado Analitica * Paredes endo-PG (44)
celulares de
manzana
Hongos filamentosos
Aspergillyus aculeatus « « « RG-asa “7
Aspergillus niger « « « Arafasa (44)
Aspergillus niger « « « endo-Ara (44)
Aspergillus niger « « « endo-Gal 44)
Aspergillus niger « « « endo-PL (44)
Aspergillus awamori « « « endo-XL (44)
Trichoderma viride « « « endo-Glu (44)

NR: no reportada. PG: poligalacturonasa. RGasa: ramnoglacturonasa. Arafasa: arabinofuranosidasa. Ara: arabinasa. Gal: galactanasa. PL: pectinliasa. XL:

xilanasa. Glu: glucanasa.
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Sakai et al. en Jap6n han utilizado PPasas para extraer pectina a
nivel laboratorio eindustrial. Eltérmino PPasa se aplicaa lasenzimas
que hidrolizan 0 disuelven la protopectina con liberacion de pectina
nidrosoluble, ocasionando la separacién de las células vegetales del
tejido utilizado como materia prima. El primer estudio sobre enzimas
que liberan pectina fue el de Sakai y Okushima (81), quienes aislaron
un microorganismo que produce una enzima que solubiliza
protopectina, la cual libera pectina soluble altamente polimerizada.
Se han encontrado varias enzimas con actividad PPasa, las cuales han
sido aisladas y clasificadas en dos tipos, dependiendo de su mecanis-
mo de acci6n (82-84). Las PPasas del tipo A reaccionan sobre una
regién especifica del homogalacturonano (regién «lisa») de la
protopectina liberando pectina de alto peso molecular por
despolimerizaci6n restringida. Las PPasas del tipo B actiian sobre las
cadenas de aziicares neutros que conectan la regién del
ramnogalacturonano (regién «ramificada» ) conlos constituyentes de
la pared celular, liberdndose por lo tanto un tipo de pectina de mayor
peso molecular que en el caso de usar PPasas del tipo A (Figura 1a).
La estructura postulada de la protopectina, asi como los sitios y
mecanismos de accién de las PPasas de los tipos A y B pueden
encontrarse en Sakai (59) y Sakai et al. (32).

Las PPasas del tipo A pueden ser subclasificadas en PPasas tipo
A1, con actividad hidrolizante del 4cido poligalacturénico (endo-
PG) y la PPasas tipo A2 que tienen actividad de transeliminasas del
acido poligalacturénico esterificado o no (endo-PIL o endo-PAL). A
su vez, las PPasas tipo B presentan actividades glicosidasas, y dentro
de ellas pueden distinguirse las que poseen actividad de RGasa (65)
y de arabinasa (84). Otras enzimas solubilizadoras de pectina, que
bienpueden ser consideradas PPasas, con actividades de galactanasas,
glucanasas, arabinofuranosidasas y xilanasas podrian ser incluidas
eneste subgrupo a pesar de que los autores que han trabajado con ellas
nolohanhecho. EnlaTabla 2 se muestran algunos microorganismos
productores de PPasas que se emplean para extraer pectina de
diversos materiales vegetales.

Si se comparan las actividades enziméticas de los diversos
microorganimos que se presentan en la Tabla 2, se puede observar
que las enzimas llamadas tentativamente PPasas poseen actividad
catalitica muy semejante a la del grupo de enzimas presentadas en la
Tabla 3. Por ejemplo, Sakai et al. (85) mencionan que la RGasa de
Aspergillus aculeatus (53) muestra semejanza en st mecanismo de
accion con la PPasa-T del tipo B de Trametes sanguinea IFO 6490
con actividad RGasa. La PPasa-T tiene un peso molecular de 55 kDa
y un punto isoeléctrico a pH 8.1, estable a valores de pH entre 3y 6
‘por encimade los 50 °C. El pH y la temperatura 6ptimas de la enzima
fueron de 4,0 y entre 40-50 °C, respectivamente. Mientras que la
RGasa tiene un peso molecular de 51 kDa, un pH 6ptimo entre 3 y 4
y una temperatura 6ptima de 40-50 °C. La RGasa utilizada por
Renard et al. (47) aislada por Schols et al. (53) cataliza la liberaci6n
de pectina de alto peso molecular a partir de paredes celulares de
manzana. Para una mejor comparacién de las enzimas se requiere de
més informacién sobre el punto isoeléctrico de la RGasa y otras
caracteristicas (composicion de aminoécidos, inhibidores, etc.) de
ambas enzimas.

Desde el punto de vista de rendimiento y calidad de la pectina
extraida por-via enzimdtica existen diferencias en cuanto al tipo de
enzima que se utiliza. De los datos disponibles estd claro que las
enzimas con actividad RGasatienen un alto potencial enlaextraccién
industrial de pectina a partir de materiales vegetales (subproductos)
ricos en protopectina, ya que se obtienen pectinas de alto peso
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molecular bajo condiciones suaves de temperaturay pH (Tabla 1). La
PPasa-T del tipo B de Trametes sanguinea IFO 6490 con actividad
RGasa se recomienda para la producciénindustrial de pectina por via
enzimdtica a partir de cdscaras de limén (77). Las condiciones de
extraccion enzimética a nivel laboratorio, asi como las propiedades
de la pectina obtenida se muestran en la Tabla 1. Los rendimientos
obtenidos con la PPasa-T, en pruebas de laboratorios, son superiores
alos de métodos microbiolégicos y probablemente comparables alos
de métodos quimicos. Con respecto a sus caracteristicas
fisicoquimicas, las pectinas son comparables a las obtenidas con el
método comercial.

La extraccidn de pectina de diferentes materiales vegetales ricos
en protopectina depende del tipo de PPasas (PPasa-C,-N,-R,-S,-T)
empleadas ylainteraccién con el material vegetal. Esto esunejemplo
de la catdlisis heterogénea, en donde las constantes cinéticas y
termodindmicas de las reacciones son caracteristicas y diferentes de
las de aquellos sistemas homogéneos en los que se utilizan sustratos
solubles (por ejemplo, la desesterificacion enzimatica de pectina por
PE), y depende de las interacciones enzima-sustrato (86). Por las
razones anteriores podemos decir que el proceso enzimatico presenta
importantes ventajas, tales como: es ficilmente controlable, existe
bajo consumo de energia, hay facilidad en la manipulacién de la
materia prima ya que se evita la maceracién del tejido vegetal (conlo
cual la separacién del material sélido agotado en pectina de la
solucién conteniendo pectina soluble se ve muy facilitada) y se
obtienen polimeros de alto peso molecular y en general con mayor
contenido en azidcares neutros. Sin embargo, la hidrlisis de la
protopectina por via enzimadtica es actualmente comparativamente
mds costosaque la viafisicoquimica (fundamentalmente por el costo
de las enzimas utilizadas) y se requiere de un tiempo mayor de
extraccién (56). Un abaratamiento en el precio de las enzimas
utilizadas, fundamentalmente en base a la optimizacién en las
metodologfas de produccién, podria hacer mis competitivos a este
tipo de procesos industriales. Por otra parte, el hecho de que los
residuos obtenidos en procesos de extraccién enzimdtica de pectina
sean mucho menos contaminantes del medio ambiente en compara-
ciéncon aquellos derivados del proceso fisicoquimico y que a su vez
los sdlidos obtenidos puedan ser utilizados como fuentes de fibras
para alimentacién animal hace que este tipo de biotecnologia tenga
buenas posibilidades de aplicacién a nivel industrial una vez resuel-
tos los problemas antes mencionados.

CONCLUSIONES

El conocimiento estructural de 1as sustancias pécticas permite el
usodeenzimas especificas paraliberar pectina de alto peso molecular.
Sin embargo aiin se requiere de més informacién sobre la estructura
delaprotopectina de diversos materiales vegetales con el fin de hacer
més eficiente €l proceso de extraccion. De los dos métodos biolégi-
cos disponibles, el método enzimatico tiene grandes perspectivas de
aplicacién a nivel industrial, ya que se obtienen productos de alto
peso molecular, en contraste con el método microbiolégico. El
proceso de extraccién biolégico (microbiolégico y enzimético),
depende principalmente de las interacciones enzima-sustrato para
liberar eficientemente la pectina soluble a partir de la protopectina.
El desarrollo cientifico y tecnolégico de estos bioprocesos permite
nuevas alternativas de extraccion aplicables en laindustriade obtenci6n
de pectina.

[y
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