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RESUMEN

La gran demanda del uso de enzimas extremdfilas para su uso industrial, nos
lleva a buscar nuevas fuentes para obtenerlas. El propdsito de este trabajo
se centra en la busqueda de enzimas pectinoliticas que trabajen a
temperaturas de refrigeracion, ademas de caracterizar su actividad y

determinar sus condiciones optimas de temperatura y pH.

Para esto se utiliz6 cepas de hongos aislados de muestras de suelos de la
Antartida, que producen enzimas pectinoliticas y se encuentran conservados
en el CIBE (Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador). Se
evalué la actividad pectinolitica de 15 cepas de hongos mediante
inoculacién en placas con agar y pectina. Solo 3 presentaron actividad
pectinolitica, denotada por la presencia de un halo de hidrolisis en las placas
incubadas a 16°C. Las cepas seleccionadas codificadas como CIBE-201,
CIBE-214 y CIBE-223 fueron incubadas en medios minerales con pectina
para la produccion de las enzimas, a las cuales se les realiz6é purificacion

parcial y liofilizacion posterior.



Los liofilizados fueron sometidos a pruebas para caracterizar la actividad
pectinolitica, determinar su T y pH 6ptimo y evaluar su uso en el proceso de

clarificacion.

Se evalué la presencia de tres tipos de enzimas pectinoliticas en los
liofiizados. La pectin esterasa, la pectato liasa y la endo polimetil
galacturonasa. La actividad de pectin esterasa se determin6 por la cantidad
de metanol liberado o por el aumento en el grupo carboxilo libre valorado por
titulacion. La actividad endo polimetil galacturonasa se determind al medir
con un viscosimetro la reduccion de la viscosidad de una solucion de pectina
inoculadas con los liofilizados. La pectato liasa se evalu6 mediante la
medicion del aumento de la absorbancia a 232 nm debido a la produccion de

enlaces insaturados durante la despolimerizacion del acido galacturénico.

Se procedid al estudio de las condiciones 6ptimas de las enzimas en los
liofilizados CIBE-201 y CIBE-223 mediante pruebas de actividad a diferentes
temperaturas y pH ajustadas al modelo no lineal de Rosso. La temperatura
Optima determinada para las enzimas fue de 34°C, pudiendo trabajar en un

rango de -30°C a 50°C, mientras que el pH optimo esta en 6.5, con un pH



minimo de 1.9 y maximo de 9.9. Con esta temperatura y pH éptimos, mas

una temperatura guia se trabajo en la clarificaciéon de un jugo de manzana.

Para establecer si la enzima presente en los liofilizados clarificaba muestras
de jugo, se midi6 la disminucion de los valores de absorbancia de un jugo de
manzana procesado con los liofilizados enzimaticos y a su vez se le midio la
absorbancia a un jugo procesado con una enzima pectinasa comercial,
ambos sometidos a la temperatura 6ptima establecida y a la temperatura
normal de clarificacion. Estos resultados fueron evaluados estadisticamente
mediante pruebas ANOVA. Las diferencias significativas se estableceran

mediante analisis de varianza utilizando un a: 0.05.

Los resultados obtenidos indicaron que las enzimas en estudio presentan
actividad pectin esterasa y endo polimetil galacturonasa. Clarifican
significativamente el jugo de manzana tanto a 7°C en un 60% y a 45°C en un
70%; por lo que trabaja con igual eficacia en un amplio rango de

temperaturas.
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INTRODUCCION

La biotecnologia microbiana es muy utilizada actualmente, y se cuenta con
herramientas que nos permite explotar la biodiversidad de los
microorganismos Yy aplicar todas sus capacidades metabdlicas para

diferentes usos, incluyendo la industria de alimentos.

Desde que las enzimas fueron descubiertas han sido utilizadas para
diferentes procesos industriales, y las de origen microbiano tienen una gran
aplicacion debido a su alta produccién, eficacia, selectividad y sin dano el

medio ambiente.

Este trabajo forma parte del proyecto “Microorganismos antarticos:
aislamiento, identificacion, preservacién y evaluacion de su potencial
biotecnolégico” dirigido por el CIBE de la ESPOL, que cuenta con el auspicio
de la Secretaria Nacional de Educacién Superior, Ciencia, Tecnologia e

Innovacion (SENESCYT) y del Instituto Antartico Ecuatoriano (INAE).



En esta investigacion se caracterizaron y se utilizaron las enzimas
producidas extracelularmente por cepas de hongos extremafilos aislados del

suelo de la Antartida, para un proceso de clarificacion de jugo de manzana.

En el capitulo 1 se definiran los conceptos de enzimas extremdfilas y de las

enzimas pectinasas, clasificacion y su uso en la industria de alimentos.

En el capitulo 2 se detallaran los procesos bajo los cuales se produjo la
enzima y se investigara que tipo de enzimas pectinasas estan presentes en
nuestros sobrenadantes liofilizados. Se realizaran pruebas experimentales a
diferentes temperaturas y pH para obtener velocidades de reaccion y
mediante modelo matematico de Rosso se determinaran la temperatura y pH
Optimos de cada sobrenadante liofilizado. Con esa temperatura 6ptima y con
una temperatura utilizada comunmente en la industria se procedera a la

evaluacién de su uso en la clarificacion del jugo de manzana.

En el capitulo 3 se detallaran los resultados de los experimento y se discutira

sobre los mismos.



El capitulo 4 tratara sobre las conclusiones y recomendaciones con respecto

a la investigacion realizada.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1. Enzimas
1.1.1. Naturaleza de las enzimas

Las enzimas son biomoléculas de origen proteico globular (1)
formadas generalmente por wuna cadena poli peptidica,
especializadas en la catalisis de reacciones quimicas a muy altas
velocidades y con un elevado grado de especificidad (2). Se incluye
la regulacion como una de sus caracteristicas, la cual es importante
para los procesos bioquimicos (3). Tienen Ilas siguientes

caracteristicas que las hacen especiales (1,2):
a) Son efectivas en pequenas cantidades.

b)  No sufren ninguna modificacion de las caracteristicas durante la

reaccion.



c) No afectan la reaccidon que catalizan, solo llegan mas
rapidamente al equilibrio, pero el mismo es igual al que

llegarian en ausencia del catalizador.

Las enzimas estan formadas en muchos casos por una parte
proteinica (apoenzima) y una parte no proteica (cofactor). Este
ultimo es un compuesto de peso molecular bajo, estable al calor y
que presenta diversos grados de unién con la apoenzima; los
principales cofactores son las vitaminas (tiamina, niacina, piridoxina,
riboflavina y acido pantotenico), los cationes (cobre, molibdeno, zinc,
magnesio, hierro, manganeso y calcio), los aniones (cloruros) y otras

sustancias organicas (1).

Algunas de las enzimas tienen la capacidad de transformar mas de
un millén de moléculas de sustrato por segundo y por molécula de

enzima (1).

Debido a que son proteinas, las enzimas son afectadas por factores

como temperatura, pH, humedad, la fuerza iénica, presién etc. Y al



igual que ellas presentan un centro activo a través del cual

interactuan con las moléculas de sustrato (1).

El centro activo es una cavidad en la superficie de las enzimas en
donde se encuentran aminoacidos especificos y que participan
directamente en la unién y en la transformacion del sustrato. Solo

existe uno por molécula de enzima (1).

1.1.2. Cinética enzimatica

La cinética enzimatica comprende el estudio de los parametros que
influyen en la velocidad de las reacciones quimicas catalizadas por
enzimas (2). Estas transformaciones se llevan a cabo mediante una
ruta que requiere menos energia de activacion. La actividad
enzimatica no se puede medir en términos de concentracion, ya que
puede estar presente en forma desnaturalizada y sin funcionalidad;
por esta razéon se empled la Unidad internacional de Actividad
Enzimatica, definida como la cantidad de enzima que se requiere
para transformar en producto una micro mol de sustrato por minuto,

en las condiciones Optimas de pH y temperatura (1).



La concentracion de sustrato debe ser aquella en que la enzima se
encuentre actuando con su velocidad maxima (1). Cuando el sustrato
no se ha podido caracterizar se utiliza la actividad especifica, definida
como las unidades de actividad de la enzima en relacion con la

cantidad de proteinas en miligramos (1).

La cinética de las reacciones catalizadas por enzimas tiene una
caracteristica especial que no se presenta en las reacciones no
enzimaticas. Se refiere a la saturacion de la enzima por el sustrato.
Al medir la velocidad inicial de una reaccion enzimatica se observa
que a bajas concentraciones de sustrato la velocidad es proporcional
a dicha concentracion (sistema de primer orden); a medida que la
concentracion de sustrato aumenta, la velocidad ya no es
proporcional y se vuelve un sistema de orden fraccionario (sistema
de segundo orden); y mientras siga aumentando esta concentracion
la velocidad de reaccion es totalmente independiente de la cantidad
de sustrato y se aproxima asintéticamente a un valor maximo
conocido como velocidad maxima (V) (Figura 1.1) y que es
caracteristico de cada enzima (sistema de orden cero). En este
ultimo caso, donde la velocidad es independiente de la concentracion

de sustrato, la enzima ha alcanzado su estado de saturacion (1).
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FIGURA 1.1 Representacion de la velocidad de reaccién en funcion

de la concentracion de sustrato

Fuente: (4)

La concentracion de sustrato a la cual la reaccion alcanza la mitad de
la velocidad maxima se le conoce como Km (constante de Michaelis-
Menten). Esta constante tiene un valor caracteristico para cada
enzima y es una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato.
Valores altos de Km indican una baja actividad mientras que un Km

bajo indican una alta afinidad (1).



1.1.3. Obtencidn y purificacion de enzimas

Las enzimas tienen muchas aplicaciones en diversos tipos de
industria, especialmente en alimentos. En algunos casos las enzimas
son propias de los microorganismos que se utilizan directamente en
los procesos; en otros casos se utilizan enzimas aisladas de
microorganismos para su posterior uso. Las principales fuentes de

obtencidn de las enzimas de uso industrial son (2,5):

. Animales: estomago, pancreas e higado de animales

. Vegetales: papaya, pina, cebada y otros

. Microbianas: Bacterias, hongos y levaduras.

Las enzimas de origen microbiano, son las fuentes mas utilizadas
debido a su rapidez para obtenerlas, son genéticamente
manipulables, tienen gran variedad de vias metabdlicas, su

produccion es mas econodmica, regular y de calidad uniforme (6).

Gran cantidad de las enzimas microbianas se producen a partir de

aproximadamente 25 organismos, que incluyen una docena de
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hongos; pero solo aproximadamente el 2% de microorganismos

existentes han sido estudiados como fuentes de enzimas (6).

Lo que se busca en la produccion de enzima es maximizar la
velocidad de formacion de enzima y la concentracion de las mismas
en los medios de fermentacién para asi minimizar los costos en la
produccion. El rendimiento del proceso es igual a la masa de célula
obtenida multiplicada por su actividad enzimatica; para una enzima
extracelular este es igual a la concentracion de enzima obtenida

multiplicada por el volumen (6).

Por lo general las células crecen sumergidas en fermentadores con
agitacion y bien aireados; aunque un numero significativo de enzimas
de uso industrial se obtienen en fermentadores sodlidos o
semisolidos, como el caso de la lactasa, la a-amilasa y una proteasa
de A. oryzae, la pectinasa, la proteasa de un A. niger, la a-amilasa
del Rhizopus y el cuajo del Mucor pusillus. Se recomienda usar

microorganismos no esporulante y que no formen toxinas (6).
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Las enzimas extracelulares son las mas utilizadas, ya que no se
necesita romper la célula o la separacion de los restos para
obtenerlos, los rendimientos son aproximadamente del 1%
(volumen/volumen) a partir de fermentadores con gran volumen, son

mas puras y mas estables que las intracelulares (puentes disulfuro)

(6).

Este rendimiento en la produccion pueden incrementarse si se aflade
al medio de cultivo surfactantes que producen una liberacion mas
rapida de las enzimas (6). Entonces, si se quiere explotar el potencial
de una enzima, se deben disefiar métodos para su extraccion y
purificacion que sean econémicos y eficaces. Estos deben tener en
cuenta que las células contienen bajas concentraciones de enzimas

(menos del 1% en peso (6)).

Las enzimas intracelulares se liberan del interior de la célula
mediante una disrupcién mecanica o quimica (homogenizadores de
alta presion, los molinos de bolas, la congelacién — descongelacién,
choque osmotico de pH o de temperatura, digestion enzimatica con

lisozima) o permeabilizaciéon de la membrana celular (6), luego se
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separan los desechos celulares por filtracion o centrifugacion. Este
extracto se purifica mediante una serie de etapas consecutivas de
fraccionamiento y concentracion, entre las que estan las

cromatografias de intercambio ionico (6).

1.1.4. Enzimas extremofilas

Las enzimas extremdfilas son catalizadores capaces de funcionar en
presencia de una o varias condiciones fisicas o quimicas extremas,
muy diferente a la que nosotros vivimos, como ejemplo altas

temperaturas o bajo pH (7).

Estas enzimas tienen actividad a estas condiciones mientras otras
fallan, minimizando los cuidados y elevando de esta manera su
eficacia. Tienen infinidad de uso industrial debido a su gran

versatilidad.
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1.1.5. Enzimas en los alimentos

El uso de enzimas en los alimentos y en sus procesamientos esta
legislado en la mayoria de los paises. Normalmente el uso de estas
es seguro ya que son de origen natural; aunque existen unas pocas
enzimas toxicas (6). Industrialmente se producen muy pocas de las
miles de enzimas que se conocen y que son utilizadas en el
procesamiento de alimentos o en la elaboracién de las materias
primas para estos, debido a los altos costos en sus procesos de

obtencién (6).

Dentro de las ventajas de su uso en la industria de alimentos estan:

e Son de origen natural y la mayoria no son toxicas.

e Actuan especificamente y no producen reacciones secundarias.

e Funcionan en condiciones moderadas, ahorrando costos y

tiempos en las industrias.

e Actuan en bajas concentraciones.

e Su velocidad de reacciébn se puede controlar modificando

factores como pH, temperatura y concentracion de la enzima.
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e Son inactivadas facilmente.

Pero también tiene sus desventajas como son:

e Son caras.

e Dificiles de conseguir.

e No son puras, sino que son una mezcla de enzimas donde solo

una de ellas tiene mayor actividad.

Segun la IUPAC las enzimas se han clasificado de acuerdo a su

funcidén catalitica especifica (8). La clasificacién se detalla en la Tabla



TABLA 1

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS DE ACUERDO A IUPAC

N° de
Clasificacion

Clase

Tipo de reaccion

1

Oxido reductasas

Catalizan reacciones de oOxido
reduccion, segun la reaccion.
(Deshidrogenasa, oxidasas,
peroxidasas)

Transferasas

Catalizan reacciones de
transferencias de atomos o
grupos de atomos entre
moléculas. Se las nombra de
acuerdo al sustrato que
emplean y en el aceptor final.
(Transaminasa, quinasa)

Hidrolasas

Catalizan reacciones de
hidrolisis. Rompen moléculas
de alto peso molecular y las
hace reaccionar con agua.
(proteasas, esterasas, lipasas,
carbohidrasas, lactasas,
enzimas pécticas, celulasas)

Liasas

Catalizan reacciones reversibles
de remocion de grupos de
atomos al sustrato. Los enlaces
que rompen son C-C, C-O-C-N,
C-S. (aldolasas
descarboxilasas)

Isomerasas

Catalizan reacciones de
isomerizacion moleculares.
(Racemasas,mutasas,
epimerasas)

Ligasas

Catalizan la union de 2 grupos
quimicos a partir de la energia
que se libera en la degradacion
del ATP. (carboxilasas,
peptosintetasas)

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

Fuente: (8)
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1.1.5.1. Pectinasas

En el procesamiento de jugos de frutas el uso de enzimas
comerciales ayuda a tener mayores rendimientos y mejor calidad del
producto final, estas trabajan destruyendo las estructuras de los
componentes de la fruta y disminuyendo su capacidad de retencion

de agua.

Las pectinasas son un complejo sistema de enzimas que incluyen

hidrolasas, liasas y oxidasas que degradan o modifican la pectina.

La pectina es un grupo de heteropolisacaridos con diferentes pesos
moleculares y grados de esterificacion; componente estructural que
se encuentra en la lamina media de las células primarias de diversas
frutas y verduras (9), que puede solubilizarse parcialmente durante el
proceso de elaboracién de jugos, lo cual da una mala apariencia y
no permite la floculacion vy filtracion de los jugos, perjudicando el

rendimiento y la calidad organoléptica del mismo.
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Esta conformada por cadenas de unidades de acido galacturdnico,
parcialmente esterificada como esteres metilicos unidos por enlaces

a 1,4 glucosidicos (10).

FIGURA 1.2 Estructura polimérica de la pectina conformada por

unidades de acido D-galacturénico y unidas entre si por enlaces a 1-

4

Fuente: (11)

Aproximadamente entre el 60-90% de la cadena es llamada region
suave de la pectina por estos enlaces glucosidicos. El 10-40% de la
cadena es conocida como la region fuerte por estar constituida por
una combinacion entre arabanos, ramnogalacturano,

arabigalacturano y proteinas (9).
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Arabane [ .
| Hairy region
10-40 %

Rhamno-
galacturonane

Smooth region 6090 % ]

Protein

Arabinogalactane

FIGURA 1.3 Estructura de pectina

Fuente: (9)

En las frutas inmaduras la pectina que se encuentra de forma
insoluble (protopectinas) ayuda a mantener la dureza de las mismas;
pero cuando estas maduran, la pectina es degradada por las

enzimas endogenas propias de la fruta y se vuelven blandas.

El uso de pectinasas en la elaboracién de jugos ayuda a reducir la
viscosidad de los mismos y a obtener un producto mas estable y

agradable al consumidor.
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Estas enzimas estan presentes en la mayoria de plantas superiores,
hongos filamentosos y bacteria; las producidas a partir de hongos,
son las mas utilizadas en el proceso de extraccion y clarificacion de

jugos (6).

Dentro de la clasificacion de las pectinasas tenemos (13):

i. Enzimas despolimerizantes, actuan sobre la pectina , acido
pécticos y la protopectinas (Hidrolasas y liasas): Que se

clasifican de acuerdo a:

¢ Tipo de ruptura de los enlaces glucosidicos (hidrofilo o trans
eliminativa)
Las pectin liasas o pectin transeliminasas que son las liasas
de mayor importancia, su acciéon rompen doble ligaduras entre
los carbonos 4 y 5 de la molécula de acido galacturoénico,
rompiendo el enlace glucosidico en las pectinas de alto

metoxilo, Solo la producen los hongos (1).
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Pectato liasas, actuan sobre las pectinas de bajo metoxilo;

solo la producen las bacterias (1).

OG0 COUCH, COOCH, cond COCCH)

& IR Q -

Ko Wik e N Mok
fs ] .'I!I- CH (i 0o+

PLETINUASA PECTINA

CO0CH, SO0DH, COOLH, COSH COOCH,
) G a O proe - :

e N K ) Ke -

¢ oM ] -

[a11] (&) (5] oH OH

FIGURA 1.4 Accion de la pectin liasa sobre la cadena de

pectina

Fuente: (12)

¢ Mecanismo de reaccion (endo o exo)
Las poligalacturonasas rompen el enlace glucosidico a (1,4)
de las pectinas por una reaccion que se puede llevar a cabo
tanto en el interior del polimero (endo), reduciendo Ila

viscosidad rapidamente; asi como a partir de los extremos
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(exo), produciendo moléculas de acido galacturénico y la

viscosidad no se afecta tanto.

¢ Preferencia de actividad respecto al grado de esterificacion

metilica del sustrato (alto o bajo)

FIGURA 1.5 Accién de la poligalacturonasa sobre la cadena

de pectina.

Fuente: (12)

i. ENZIMAS DESTERIFICANTE (Pectin esterasas): Se clasifican

de acuerdo al grupo ester que hidrolizan, ya sea metil — acetil —
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fenil ester. Al hidrolizar los enlaces ester metilico, liberan metanol
y producen pectinas de bajo metoxilo e incluso acido
poligalacturénico. Son las mas abundantes e importantes en las

frutas (1).

COOCH: COOCH COOH
(o] O o
© OH © OH © OH <1
OH OH OH
HM pectin

pectin methylesterase
catalyzes demethylatlon

COOCHS COOH COOH

OH
LM pectln

FIGURA 1.6 Accion de la pectin esterasa sobre la cadena de

pectina

Fuente: (2)

PROTOPECTINASAS: Enzimas que actuan sobre sustratos
insolubles (protopectina, una pectina insoluble del tejido vegetal
que se encuentra en las frutas inmaduras) y las transforma en

pectinas de bajo metoxilo; su resistencia térmica es mayor que
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de las otras. Tienen una actividad muy parecida a la

poligalacturonasa (1).

1.2. Elaboracién de jugos

En la actualidad el consumo de jugos de frutas naturales se ha ido
incrementando debido a una mayor conciencia sobre el cuidado de la
salud, pasando a ser bebidas que se toman durante todo el dia. Este
aumento en el consumo de jugos, obliga a mejorar la calidad de los

mismos desde el punto de vista organoléptico hasta nutricional.

El jugo de manzana es uno de los jugos que mas se consumen en la

actualidad.

1.2.1. Proceso de elaboracion

Industrialmente el proceso lo puede ser dividido en 3 etapas (14):
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Preparacion para la extraccién
Incluye las etapas preliminares como son las de lavado,
seleccion y su posterior molienda. El tipo de equipos utilizados

dependera de la calidad del jugo que se quiere obtener.

Extraccién del jugo
Este proceso de extraccion depende la capacidad de la planta,
calidad y clase de jugo. El mas utilizado es el proceso de

prensado (prensas hidraulicas, neumaticas, a tornillo, etc.).

Operaciones post extraccion
Se incluyen operaciones como la clarificacién, centrifugacion,

filtracion, homogenizacién, almacenamiento y envasado.

1.2.1.1. Jugo de Manzana. Caracteristicas

El jugo de manzana lo definen como un liquido sin fermentar

preparado con el primer prensado del jugo de manzanas frescas

(15). Se elabora sin dilucién o adicion de agentes edulcorantes, y

puede o no anadirsele antioxidantes, y queda conservado por

pasteurizacion para garantizar su uso en recipientes de plastico,

vidrio o metal.
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La calidad de un jugo depende de la calidad de la fruta, y esta a su

vez depende de factores como la variedad, el grado de maduracion,

de los métodos de recoleccion.

El proceso de elaboracion del jugo de manzana clarificado se realizo

como se indica en el diagrama de flujo de la Figura 1.7.

DESCRIPCION DEL PROCESO

a)

d)

Seleccion: Se separaron las manzanas que presentaron

magulladuras o dafios visibles.

Lavado y desinfecciéon: Se lavaron y se sumergieron las

manzanas en solucion de hipoclorito de sodio a 5 ppm.

Descorazonado: Se retird6 manualmente el corazén de las
manzanas con un cuchillo, asi no se van las pepas que le dan

un sabor amargo al jugo.

Escaldado: Se sumergid los pedazos de manzana en agua a
70°C x 3 minutos, de esta manera se inactivaron las enzimas

responsables de la oxidacion.
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Molienda: Se realizé en licuadora casera para poder desintegrar

la estructura de la manzana y facilitar la extraccion del jugo.

Maceracion: A la pulpa del jugo obtenida, se le coloco la enzima
patrén (EC), y la enzima en investigacion CIBE-223, y se dejo
incubar a 45° y 7°C por 24 horas, con una concentracion de 40

ml/hl.

Filtracién- prensado: El jugo ya macerado se paso por filtro de

tela y se prenso para obtener la mayor cantidad de jugo.

Clarificacién: Se colocaron las enzimas EC y CIBE-223 al jugo de
manzana ya filtrado, y se incub6é a 45 °C ya 7°C durante 72

horas, con una concentracion de 0.5 mI/500 ml de jugo.

Centrifugacion: Pasada el tiempo de incubacién se procedid a
centrifugar el jugo a 5000 rpm por 15 minutos, para asi retirar

todos los restos de tejido que se encuentren suspendidos.

Filtracion: El jugo ya centrifugado se paso por papel filtro de 0.22

M de grosor y se colocd en un vaso de precipitacion.

Almacenaje: El jugo clarificado se almacend bajo refrigeracion

para proceder a realizar las mediciones.
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Enzima ECy CIBE 223 Enzima ECy CIBE 223
45°Cy 7°C; 72 Horas 45°Cy 7°C; 24 Horas

FIGURA 1.7 Diagrama de flujo de proceso para el jugo de manzana

clarificado.

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

1.2.1.2. Clarificacion del jugo de manzana

La clarificacion es una etapa importante en la elaboracién de jugos,
ya que esta relacionada con la calidad y la comercializacion del

producto final.
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En la industria del jugo se utiliza gelatina, carbon activado para el
proceso, y en industrias mas modernas se utilizan membranas vy

micro filtracion (15).

El jugo clarificado de manzana tiene las siguientes caracteristicas

(15):

e pH:35-42

e Azucares reductores (glucosa, fructosa, sorbitol) 90 mg/kg

e Azucares totales (reductores + sacarosa): 110 mg/Kg

e Aminoacidos: 6 meq/1

e Acidez (expresada como acido malico): 4 g/Kg

Objetivos

Este trabajo pretende lograr los siguientes objetivos:

1. Encontrar al menos una cepa de hongo extremofilo con capacidad

de producir enzimas pectinoliticas que trabajen a temperaturas de
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congelacion y obtener la enzima a través del crecimiento del

hongo en medios minerales con sustratos especificos.

2. ldentificar los tipos de enzimas pectinoliticas producidas por los

aislados seleccionados.

3. Determinar la Temperatura y pH 6ptimos.

4. Determinar la aplicabilidad en la clarificacion de un jugo de

manzana.



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales y métodos utilizados para la
realizacion de este trabajo, que consiste en la busqueda de cepas de
hongos con actividad pectinolitica, para poder extraer enzimas y su
posterior utilizacion en el proceso de clarificacion de jugos. Las pruebas
se basan en determinar qué tipo de enzima esta presente en los hongos

aislados y sus condiciones 6ptimas.

2.1. Obtencidén y caracterizacion de pectinasas extremoéfilas

Para esta prueba se utilizaron cepas de hongos preservados en el
Laboratorio de Fitopatologia del CIBE, que fueron aislados de las
muestras recogidas en la expedicion a la Estacion Antartica

Ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado.



31

211, Aislamiento y seleccion de microorganismos

productores de pectinasas

Se colocd 1 gramo de la muestra del suelo en tubo con 10 ml de
agua estéril e incubada durante 2 horas a 4°C. En la siembra de las
muestras del suelo se utilizaron diferentes diluciones de hasta 107
Se colocaron 30 pl de cada dilucion de la muestra en cajas petri con
agar y se sembraron por el método superficial con la ayuda de una
Asa de Digralski para extender en la superficie. Los medios de
cultivos utilizados para el crecimiento de los hongos fueron YEC
(Yeast Extrac Cloramphenicol), SAB (Sabouraud Dextrose Agar) y
PDA (Potato Dextrose Agar). Las muestras sembradas en los
diferentes medios fueron incubadas a 10°C entre 15 a 28 dias de

acuerdo a la observacion de crecimiento del hongo.

Para el aislamiento de hongos con mayor actividad pectinolitica, se
sembraron 15 muestras en placas con agar nutritivo mas pectina,
que se incubaron a 16°C por 8 dias. La seleccion se realizd
visualizando el halo transparente que presentaron las colonias en
presencia de un revelador, en este caso la solucion de bromuro de
cetil-trimetil-amonio (CTAB) al 10%, que produce una lisis celular y

precipita los polisacaridos durante la reaccion enzimatica con la
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pectina (16). Las cepas que presentaron halo se sembraron en un
medio de extracto de levadura mas pectina seguido de incubacioén a
16°C por 15 dias. Se escogieron las cepas que presentaron mayor

relacion entre el diametro halo / diametro colonia (Figura 2.1).

Las cepas de hongos utilizados se codificaron como: CIBE-201,
CIBE-202, CIBE-203, CIBE-213, CIBE-214, CIBE-222, CIBE-223,
CIBE-224, CIBE-225, CIBE-233, CIBE-235, CIBE-252, CIBE-253,

CIBE-254 y CIBE-255.

FIGURA 2.1 Hongos CIBE-201, CIBE-214 y CIBE-223
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2.1.2. Produccion de pectinasas

De las cepas de hongos seleccionadas que presentaron la mayor
actividad enzimatica, se las sembraron en un medio mineral Czapec
modificado, conteniendo 30 g/l de pectina, 3 g de NaNOs, 1 g de
KoHPO4, 0.5 g de MgS0O4.7H20, 0.5 g de KCI y 0.01 g de
FeS0,4.7H,0. Ajustado pH a 7.3 + 0.2, autoclavado a 121°C y 15 psi
por 15 min, donde se utilizé la pectina al 3% como fuente de carbono
(17). Se inocularon las cepas de hongos seleccionadas en los
frascos Erlenmeyer de 1000 ml conteniendo el medio mineral y se

dejo en la incubadora rotatorio a 16°C y 119 rpm por 20 dias.

CIBE-201 CIBE-214 & CIBE-223

FIGURA 2.2 Hongos en medio mineral
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Luego se procedio a la centrifugacion a 5000 rpm por 15 min a 4°C,
después el sobrenadante se filtr6 con papel filtro de 0.22 um. Este
sobrenadante filtrado se coloc6 en tubos de 45 ml, se congel6 a -
80°C y luego se liofilizd a -40°C y 133x10° bar por 4 dias. El
sobrenadante liofilizado se almacen6é a -17°C para realizar las

pruebas de caracterizacion, de actividad y su uso en el jugo.

FIGURA 2.3 Sobrenadante liofilizado

2.1.3. Caracterizacion de la enzima

Para determinar la clase de enzima producida por las cepas hongos,

se procedié a las siguientes pruebas.
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2.1.3.1. Determinacién de actividad de pectin esterasa

La actividad de pectin esterasa se evalua mediante la medicion del
metanol liberado o por el aumento en grupo carboxilo libre por
valoracion con medidor de pH (18). En este estudio se sigui6 el
método de valoracion con NaOH. Se colocd 4 ml solucion del
sobrenadante liofilizado al 10 % en 20 ml de una solucién de pectina
al 1% disuelta en NaCl 0.15 M con pH 7, luego se incubd a 25°C por

72 horas.

Después de la incubacion se titularon las muestras con NaOH 0.02N
usando la fenolftaleina como indicador (19,20). Todas las pruebas se
realizaron por triplicado y se reporté el promedio. En cada prueba se
titulé tanto para el tiempo de inicio (tp) asi como para el tiempo de

incubacion ().

La actividad de pectin esterasa se determiné utilizando la siguiente

formula (18):
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(Vs = Vy,)(Normalidad de NaOH)
X

100
Vi

APE =

Dénde:
Vs = Volumen (ml) consumido de NaOH por titular la muestra
Vy, = Volumen (ml) consumido de NaOH por titular el blanco

V¢ = Volumen (ml) de la muestra utilizada

La actividad de pectin esterasa se reportd6 como el consumo de

NaOH en mili equivalente (min™" mI™") de extracto de enzima.

FIGURA 2.4 Determinacion de la actividad pectin esterasa
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2.1.3.2. Determinacién de actividad de pectato liasa

La actividad de pectato liasa se ensayd midiendo el aumento en la
absorbancia a 232 nm debido a la produccién de enlaces insaturados
durante la despolimerizacion del acido galacturénico (20). La muestra
se disolvié en 2.5 ml de pectato de sodio al 0.5%, Buffer Tris HCI 50
mM vy Cloruro de Calcio 1 mM. La solucion se incub6 a 25°C durante
72 horas. La solucidon del sobrenadante liofilizado sin incubar se
mantuvo como control. Una unidad de la actividad de pectato liasa se
define como la cantidad de enzima causado por la absorbancia a 232

nm en aumentar a un ritmo de 0.1 OD min™' mI™ de la enzima (19).

Se determind los valores de la actividad con la siguiente formula:
APL = M; — M,

Dénde:

Mi= Absorbancia de la muestra incubada

Mo= Absorbancia de la muestra de control
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2.1.3.3. Determinaciéon de actividad de endo polimetil

galacturonasa

La actividad de endo polimetil galacturonasa se midi6 por la
reduccion de la viscosidad de una solucion de pectina en un

viscosimetro rotacional (21).

La muestra de la reaccion contenia 10 ml de la solucién de pectina al
2%, 2 ml de Buffer Acetato pH 45 y 5 ml de solucién del
sobrenadante liofilizado al 10%. Se incub6 a 25°C por 72 horas. Se
procedié a leer la viscosidad de las muestras: el blanco; solucion de
pectina sin el sobrenadante liofilizado, el control; solucién de pectina
con el sobrenadante liofilizado sin incubar y la muestra incubada. La

medicién se realizé a 200 rpm y con el rotor # 61.

Para determinar los valores de la actividad utilizd la siguiente

formula:

Vb —Vm
Reduccién de la viscosidad (%) = —p ¥ 100

Doénde:



39

Vb = Viscosidad del blanco

Vm = Viscosidad de la muestra incubada

BROODKFIELD

FIGURA 2.5 Viscosimetro rotacional BROOKFIELD

2.2. Determinacién de condiciones 6ptimas de actividad enzimatica

Para ver las condiciones O6ptimas de la actividad enzimatica,
primeramente se determind la temperatura 6ptima de cada una de
las enzimas, y luego se determind el pH optimo a la temperatura

Optima ya determinada.
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2.2.1. Ensayos de temperatura

En la determinacion de la temperatura Optima a la que actua la
enzima, se procedid a medir la actividad enzimatica mediante el
método colorimétrico de DNS modificado que contiene 1% de Acido
3.5-Dinitrosalicilico, 0.2% de Fenol, 0.05% de Na;SOs; y 1% de
NaOH. DNS reacciona s6lo con los azucares reductores, en este
caso la sacarosa que es un azucar no reductor después de actuar en
el medio acido, libera la glucosa, que es un azucar reductor y se

observa un producto final de color café oscuro (22).

Se colocd 0.5 ml de solucion del sobrenadante liofilizado al 1%, 2 ml
de solucion de pectina al 1% en Buffer Acetato pH 4.6 en tubos. Se
incubaron a temperaturas de 3°C, 7°C, 12°C, 16°C, 20°C, 27°C,
34°C, 45°C y 55°C por 5 dias. Se midi6 al tiempo 0 y cada 12 horas.
En el caso de las pruebas en la enzima comercial se incubd por 8
horas para las temperaturas de 27°C, 34°C, 45°C y 55°C, midiendo
al tiempo O y a cada hora. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
afadié 2.5 ml de DNS en la muestra y se coloc6é en bafio maria a
90°C por 15 min e inmediatamente se anadid 1 ml de solucion de
Tartrato de Na y K al 20% para detener la reaccion (23).

Posteriormente se dejé enfriar la muestra en un recipiente con agua
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a temperatura ambiente y luego se afiadié 9 ml de agua destilada. Se

ley6 la absorbancia en espectrofotometro a 540 nm.

2.2.2. Ensayos de pH

Para determinar el pH 6ptimo de la actividad de las enzimas se

realizaron ensayos a temperatura 6ptima determinada previamente.

Se midi6 mediante el método colorimétrico de DNS modificado
descrito anteriormente, utilizando Buffer Acetato 0.1 M (pH 3-5),
Buffer Fosfato 0.1 M (pH 6-8) y Buffer Tris Cl 0.1 M (pH 9) para la

preparacion de la solucion de pectina al 1% (23).

Se colocd 0.5 ml de solucion del sobrenadante liofilizado al 1%, 2 ml
de solucion de pectina al 1% en Buffer Acetato pH 4.6 en tubos. Se
incubaron a pH de 3, 3.5, 4.5, 6, 7, 8 y 9 a temperatura de 34°C.
Para las enzimas antarticas, se incub6 por 5 dias y se midié al
tiempo 0 y cada 12 horas. En caso de la enzima comercial se
incub6 por 8 horas; midiendo al tiempo 0 y después cada hora.

Terminado el tiempo de incubacién se afadido 2.5 ml de DNS en la
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muestra y se colocé en bafio maria a 90°C por 15 min e
inmediatamente se afadido 1 ml de solucién de Tartrato de Na y K al
20% para detener la reaccion (23). Posteriormente se dejé enfriar la
muestra en un recipiente con agua a temperatura ambiente y luego
se afnadi®6 9 ml de agua destilada. Se leyd la absorbancia en

espectrofotometro a 540 nm.

FIGURA 2.6 Muestras antes de la reaccidon enzimatica con DNS
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FIGURA 2.7 Muestras después de la reaccion enzimatica con DNS

540 .0 nm
0.810 A

ESPECTROFOTOMETRC J§
I cur-om 1012

FIGURA 2.8 Espectrofotometro para medir la absorbancia
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2.2.3. Analisis estadisticos y determinacién de condiciones

6ptimas

Todos los datos de absorbancias obtenidos en los ensayos de
temperatura y de pH fueron sometidos a analisis estadisticos para

determinar las condiciones Optimas de las enzimas.

Con la curva de calibracion de la glucosa (APENDICE A), se
graficaron los valores de absorbancia Luego se obtuvieron los
valores de las pendientes de cada curva a las diferentes
temperaturas de ensayo para obtener la curva de la actividad de

cada enzima.

Finalmente se utiliz6 XLSTAT 2014, que es una herramienta
estadistica para Microsoft Excel, de donde se obtienen Ila
temperatura éptima y el pH 6ptimo usando la ecuacién de Rosso

(24,25).

Para determinar los valores de temperatura, se utilizd la siguiente

ecuacion (24):
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_ /-lopt(T - Tmin)z(T - Tmax)
(Topt - Tmin)[(Topt - Tmin)(T - Topt) - (Topt - Tmax)(Topt + Tmin - ZT)]

uT

Donde:

MT= Es la actividad enzimatica a la temperatura especifica

Tmin= Es la temperatura minima

Tmax= Es la temperatura maxima

Moo= Es la actividad enzimatica 6ptima

Top= Es la temperatura 6ptima

Para determinar los valores de pH, se utilizd la siguiente ecuacion

(24):

pupH =

:uopt(pH - pHmin)Z(pH - pHmax)
(pHopt - pHmin)[(pHopt - pHmin)(pH - pHopt) - (pHopt - pHmax)(pHopt + pHmin - ZPH)]

Doénde:

MpH= Es la actividad enzimatica a pH especifico

pHmin= Es el pH minimo

PHmax= Es el pH maximo
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pHop= Es la actividad enzimatica 6ptima

pHop= Es el pH 6ptimo

Uso de pectinasa en el proceso de clarificacion del jugo de

manzana

Una vez determinado la temperatura 6ptima y el pH éptimo de las
enzimas a través de analisis estadistico, se procedid a los ensayos
de la clarificacién del jugo de manzana utilizando el sobrenadante

liofilizado y la enzima comercial.

FIGURA 2.9 Jugo sin clarificar
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2.3.1. Clarificacién por pectinasas antarticas

Se realizd en 2 etapas. La primera etapa fue la maceracion
anadiendo la solucion del sobrenadante liofilizado CIBE-223 al 10%
en una proporcidon de 40ml/hl a la pulpa de manzana que fue
obtenido con una licuadora industrial. Se incubd la muestra por 24
horas para la maceracion a las temperaturas de 7°C y 45°C. Luego
se filtré con un lienzo para extraer el jugo. En la segunda etapa, al
jugo obtenido se le afiadié nuevamente la solucion del sobrenadante
liofilizado CIBE-223 al 10% en una proporcion de 0.5 ml/500 ml de
jugo para el proceso de clarificacion y se incubo la muestra a 7°C y
45°C por 72 horas. Se centrifugé a 5000 rpm por 15 min y se filtro
con papel filtro de 0.22 um para obtener el jugo clarificado. Se midié
la absorbancia en espectrofotdmetro a 630 nm para ver la turbiedad.
Finalmente los datos obtenidos se sometieron a anadlisis de varianza

(ANOVA).
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FIGURA 2.10 Jugo clarificado con el sobrenadante liofilizado

2.3.2. Clarificacion usando enzimas comerciales

Se realizé en 2 etapas. La primera etapa es la maceracién con la
solucion de enzima comercial al 1% a la pulpa de manzana que fue
obtenido con una licuadora industrial. Se incub6 la muestra por 24
horas para la maceracién a las temperaturas de refrigeracion 7°C y
45°C. Luego se filtr6 con un lienzo para extraer el jugo. En la
segunda etapa se afiadié la solucidon de enzima comercial al 1% al
jugo de manzana para el proceso de clarificacion y se incubé la
muestra a 7°C y 45°C por 72 horas. Se centrifugdé a 5000 rpm por 15

min y se lo paso por papel filtro de 0.22 ym para obtener el jugo
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clarificado. Se midi6é la absorbancia en espectrofotémetro a 630 nm
para ver la turbiedad. Finalmente los datos obtenidos se sometieron

a analisis de varianza (ANOVA).

FIGURA 2.11 Jugo clarificado con enzima comercial

2.3.3. Evaluacion turbidimétrica

Para determinar si fue clarificado el jugo, se midié la reduccion de la
absorbancia del jugo una vez clarificado a 630 nm y los resultados se

evaluaron usando ANOVA con significancia reportada a p<0.05.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS

En este capitulo se describen todos los resultados de los ensayos

realizados para la caracterizacion de los sobrenadantes liofilizados.

3.1. Microorganismos productores de pectinasas

De las 15 cepas de hongos sembradas en placas en medio con
pectina, 6 mostraron degradaciéon de la pectina por el
microorganismo, denotado por un halo de 0.2 a 0.9 cm al revelarlas
con el reactivo CTAB, demostrando que habia actividad pectinolitica

(Tabla 1).

Las 6 cepas de hongos seleccionadas se volvieron a sembrar en
placas con medio Yeast Extract Agar y pectina como sustrato; se

escogieron las 3 cepas de hongos descritas como CIBE-201, CIBE-
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214 y CIBE-223 por presentar mayor diferencia entre el diametro de
la colonia y el diametro del halo. La actividad para el hongo CIBE-201
fue de 0.7 cm, para el hongo CIBE-213 fue de 0.5 cm, para el hongo
CIBE-214 fue de 0.7 cm, para el hongo CIBE-223 fue de 0.9 cm, para
el hongo CIBE-235 fue de 0.5 cm y para el hongo CIBE-255 fue de

0.2 cm (Tabla 2).

TABLA 2

DETERMINACION CUALITATIVA DE ACTIVIDAD PECTINOLITICA

EN HONGOS A LOS 15 DIAS

HONGO ACTIVIDAD ENZIMATICA
8 dias | 15 dias |6 Halo (cm) |6 Colonia (cm) |Diferencia (cm)

CIBE-201 | ++ ++ 2.6 1.9 0.7
CIBE-202 +- -- -- -- -
CIBE-203 +- -- -- - -
CIBE-213 | ++ ++ 1.5 1 0.5
CIBE-214 | ++ ++ 22 1.5 0.7
CIBE-222 +- - - -

CIBE-223 | ++ ++ 2.2 1.4 0.9
CIBE-224 +- -- -- -- -
CIBE-225 +- -- -- -- -
CIBE-233 +- -- -- -- -
CIBE-235 | ++ ++ 1.7 1.2 0.5
CIBE-252 +- -- -- -- -
CIBE-253 +- -- -- -- -
CIBE-254 +- -- -- -- --
CIBE-255 | ++ ++ 1.6 1.4 0.2

ELABORADO POR: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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3.2.Determinacion de los tipos de pectinasa

Se determind la presencia de 3 tipos especificos de actividad
enzimatica; pectin esterasa, pectato liasa y endopolimetil
galacturonasa, las mismas que actuan en la degradacion de la

pectina durante el proceso de clarificacién.

Determinacion de pectin esterasa

La medicién de la actividad de pectin esterasa esta basado en el
incremento de los grupos carboxilos que se da durante la reaccion de
degradacion de la pectina a azucares reductores. Esto se mide por

titulacion utilizando hidréxido de sodio al 0.1 N.

Los resultados mostraron un incremento significativo del consumo de
la solucion titulante en las muestras incubadas en comparacion con
la del consumo del blanco, indicando asi la presencia de esta
actividad enzimatica en las 4 muestras que se utilizaron. En la Tabla
3 se muestran los resultados de la titulacion, dados en mili-
equivalentes por minuto, donde se evidencia que la enzima CIBE-

223 es la que tiene mayor actividad (p<0.05) (APENDICE ).
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TABLA 3

ACTIVIDAD DE PECTIN ESTERASA'

Enzima Consumo NaOH | Consumo NaOH | Actividada72H
inicial (ml) final (ml) (meq/min) 2
EC 15.4+0.09 16.8+0.15 0.17
CIBE-201 19.6+ 0.09 24+0.03 0.89
CIBE-214 18.3+0.15 22.4+0.12 0.73
CIBE-223 20.3+0.18 26.8+0.23 1.17

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014

Determinacion de la pectato liasa

La actividad de la pectato liasa se midid6 por el incremento de la
absorbancia a 232 nm. Los resultados obtenidos de las mediciones
de la absorbancia para los medios incubados con los sobrenadantes
liofilizados y la enzima comercial, demuestran que no hay incremento
significativo de la absorbancia durante el tiempo de incubacion (Tabla
4). El valor de significancia observado fue de p>0.05, indicando asi

que no hay actividad significativa (APENDICE 1).

1 . s JORT
Valores representan el promedio + del error estandar de 3 réplicas.

? Actividad significativa a un valor p<0.05.
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TABLA 4

ACTIVIDAD DE PECTATO LIASA®

. Absorbancia Absorbanciaa 72
Enzima
Control horas
Blanco 2.64+0.01 2.7+0.01
EC 3.26+0.01 3.24+0.11
CIBE-201 3.84+0.01 3.84+0.01
CIBE-214 3.8+ 0.01 3.96+0.01
CIBE-223 3.86+0.01 3.9+0.01

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

Determinacion de la endopolimetil galacturonasa

Se midié la reduccion de la viscosidad de las muestras incubadas
con las muestras de los sobrenadantes liofilizados y la enzima

comercial.

Los resultados positivos, determinados como la medida de la
reduccion de la viscosidad, fueron para el sobrenadante liofilizado

CIBE-223 y EC, ya que fueron las unicas muestras que demostraron

3 . s JORT
Valores representan el promedio + del error estandar de 3 réplicas.
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reduccion significativa (p<0.05) de la viscosidad a las condiciones

establecidas para el ensayo (Tabla 5) (APENDICE ).

TABLA 5

ACTIVIDAD DE ENDOPOLIMETIL GALACTURONASA*

. Viscocidad Viscocidad final .
Enzima .. % Reduccion
inicial (Cp) (Cp)

EC 86.3+2.33 36+1.73 58,4
CIBE-201 139.3+1.33 88.7+0.88 36,3
CIBE-214 135.7+1.45 103.7 +3.28 23,6
CIBE-223 184.3+3.48 90+ 1.15 51,2

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

3.3.Determinacion de las condiciones 6ptimas de operacion

Las determinacion de las condiciones 6ptimas de pH y temperaturas
fueron obtenidas de las curvas de absorbancias a las diferentes
temperaturas a las que se incubd las muestras y evaluadas
matematicamente por una regresion no lineal, usando el modelo

paramétrico de Rosso (24).

4 . . R
Valores representan el promedio + del error estandar de 3 réplicas.



56

3.3.1. Temperatura 6ptima

Los datos obtenidos demostraron que habia mayor actividad en los
sobrenadantes liofilizados en temperaturas mayores a 16 °C, aunque
demuestran actividad en rangos muchos mas amplios de

temperaturas desde 2°C hasta 40°C.

A la temperatura de 3°C se trabajé con el sobrenadante liofilizado

CIBE-223 y la EC (Figura 3.1) (APENDICES B, C, D y E).
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FIGURA 3.1 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a

3°C

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014
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Para las temperaturas de 7°C, 12°C, 16°C y 20°C se hicieron las

pruebas a los mismos tiempos para todos los sobrenadantes

liofilizados (Figuras 3.2, 3.3, 3.4, 3.5).
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FIGURA 3.2 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a

7°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.3 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a
12°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.4 Efecto de la temperatura en la reaccion enzimatica a
16°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.5 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a
20°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

A las temperaturas de 27°C, 34°C, 45°C y 50°C se evalud la
actividad de la EC cada hora durante un periodo de 8 horas, ya que

esta enzima actua rapidamente.
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FIGURA 3.6 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a
27°C

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014

A 34°C el sobrenadante liofilizado CIBE-214 no presenta actividad,

por eso no se consider6 para el estudio con las temperaturas
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restantes, tomando en cuenta asi solo los sobrenadantes liofilizados

CIBE-201, CIBE-223 y la EC pero a diferentes tiempos (Figura 3.7).
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FIGURA 3.7 Efecto de la temperatura en la reaccion enzimatica a 34

°C

Elaborado por: Gabriela Garcia- Abel Chafla, 2014
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A 45°C y a 50°C los sobrenadantes liofilizados CIBE-201 y CIBE-223
empiezan a tener una pendiente mas baja, indicando asi que su

actividad a estas temperaturas va decreciendo (Figuras 3.8, 3.9).
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FIGURA 3.8 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a
45°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.9 Efecto de la temperatura en la reaccién enzimatica a

50°C

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

Con las derivadas de las ecuaciones obtenidas de las curvas se

obtienen las pendientes que en nuestro caso representan las
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velocidades de reaccion de cada enzima a las diferentes

temperaturas (Tabla 6).

Estos valores son analizados mediante el modelo matematico de
Rosso, el mismo que nos dara para cada enzima el valor de la
temperatura optima, los rangos de temperatura a los que tienen

actividad y su actividad enzimatica.

TABLA 6

EFECTO DE LA TEMPERATURA (°C) EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA (U/ml)

ENZIMA | 3 7 11216 | 20| 27 | 34 | 45 | 50
CIBE-201 | - |0,074{0,093|0,115| 0,123 0,134 0,145 | 0,100 0,027
CIBE-214 | - - - 10,076
CIBE-223 | 0,073]0,113] 0,118 0,123| 0,138| 0,148 | 0,171 | 0,119 0,044
Comerecial | 0,196 0,203 | 0,214 | 0,218 0,219| 0,960| 1,075 | 1,31 {0,559

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014
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La Tabla 6 indica que los sobrenadantes liofilizados CIBE-201 y
CIBE-223 son las que muestran actividad a las diferentes
temperaturas, mientras que el sobrenadante liofilizado CIBE-214 no
trabaja de la misma manera, actuando solo a la temperatura a la que

se incubd el microorganismo del que se obtuvo el liofilizado.

Para el sobrenadante liofilizado CIBE-201 los resultados de los
valores de actividad enzimatica, temperatura optima, temperatura
maxima, temperatura minima estan demostrados en la Figura 3.10.
Los rangos de las temperaturas de esta enzima estan desde -31.4 °C

a 51.3°C, y su actividad optima es 0.145 U/ml a 33.1°C.
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FIGURA 3.10 Actividad enzimatica de CIBE-201 con temperatura

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014
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Los rangos de temperatura obtenidos para el sobrenadante CIBE-

223 son de -44.8 a 51.7 °C, siendo la temperatura optima 33.7°C

(Figura 3.11).
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FIGURA 3.11 Actividad enzimatica de CIBE-223 con temperatura

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014

La enzima comercial, demostré que no trabajaba a temperaturas
bajas como lo realizaban las enzimas de origen antartico. La

actividad fue presente a temperaturas mayores a 20°C, tal como se

demuestra en la figura 3.12.
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FIGURA 3.12 Actividad enzimatica de EC con temperatura

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014

Los valores obtenidos de las temperaturas oOptimas para cada
enzima, indican que la enzima obtenida del sobrenadante liofilizado
CIBE-223 trabaja a rangos mas amplios de temperatura como -

44.8°C hasta 51.7°C (Tabla 7).
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TABLA7

COMPARACION DE LOS PARAMETROS DE LA

TEMPERATURA
Temperatura (°C) |CIBE-201|CIBE-223 | Comercial
Minima -31.4 -44.8 8.5
Optima 33.1 33.7 40.7
Maxima 51.3 51.7 52.1

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

3.3.2. pH 6ptimo

Para obtener los valores Optimos de pH de las enzimas en el
estudio, se utilizdé los valores de absorbancias obtenidos mediante el

método de Miller (22).

Se utilizaron los sobrenadantes liofilizados CIBE-201, CIBE-223 y la
EC a Ila temperatura optima de 34°C determinada
experimentalmente. Se excluyd para las pruebas el sobrenadante
CIBE-214 por no presentar actividad a esta temperatura

(APENDICES F, G y H).
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Los sobrenadantes CIBE-201 y CIBE-223 mostraron actividad a pH

bajos como 3, mientras que la EC no. Se evalué la actividad de esta

enzima a pH 3.5 (Figuras 3.13, 3.14).
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FIGURA 3.13 Efecto de pH 3 en la reaccion enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.14 Efecto de pH 3.5 en la reaccion enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

A partir de pH 3.5, todas las enzimas fueron evaluadas a las mismas
condiciones de pH. Se evidencia en los resultados que las enzimas

trabajan en rangos amplios de pH como 3.5 hasta 9.8 (Figuras 3.15,

3.16, 3.17).
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FIGURA 3.16 Efecto de pH 6 en la reaccion enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.17 Efecto de pH 7 en la reaccion enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

Para los pH 8 y 9 se observa en las curvas que la actividad de la EC
es baja, mientras que para los sobrenadantes liofilizados CIBE-201 y

CIBE-223 si hay actividad (Figura 3.18, 3.19).
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FIGURA 3.18 Efecto de pH 8 en la reaccion enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.19 Efecto de pH 9 en la reaccidon enzimatica

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

Los sobrenadantes liofilizados CIBE-201 y CIBE-223 presentan
valores de pH un poco mas amplios que la enzima comercial,

observando asi que la enzima comercial trabaja solo hasta pH de 7,
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mientras que los sobrenadantes liofilizados tienen un rango hasta de
9. El valor 6ptimo de estas enzimas se encuentra en un pH de 6.5,
mientras que la enzima comercial lo tiene en 5. Los datos

comparativos de pH se muestran en la Tabla 8.

CIBE-201
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0,18 -+
0,16 |
0,14
0,12

0,1
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0,06
0,04
0,02

Actividad Enzimatica (U/ml)

| = Activas —Modelol

FIGURA 3.20 Actividad enzimatica de CIBE-201 con pH

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abe Chafla, 2014
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FIGURA 3.21 Actividad enzimatica de CIBE-223 con pH

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.22 Actividad enzimatica de EC con pH

Elaborado por: Gabriela Garcia - Abel Chafla, 2014
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TABLA 8

COMPARACION DE LOS VALORES DE pH

pH CIBE-201 | CIBE-223 | Comercial
Minimo 2,9 1,9 2,1
Optimo 6,5 6,4 5,0
Maximo 9,9 9,3 7,9

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

3.4.Clarificacion del jugo de manzana

El proceso de clarificacidon de jugos por medio de enzimas se da
en 2 etapas, que son la maceracién y la clarificacion propiamente

dicha.

Para la maceracion se midieron los rendimientos de la pulpa
extraida usando el tratamiento enzimatico. Los resultados fueron
expresados en ml de jugo extraido, y comparados con una
extraccion utilizando enzima comercial. En la maceracién los

valores obtenidos muestran que no hay una diferencia significativa
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(p>0.05) al utilizar a 7°C y si hay una diferencia significativa

(p<0.05) a 45°C al utilizar cualquier tipo de enzima (APENDICE ).

~J
o
]

% RENDIMIENTO
l=2]
(52}

CIBE-23 EC
ENZIMA

FIGURA 3.23 Actividad enzimatica de CIBE-223 y EC a7°Cen la
maceracion®

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

> Barras con las mismas letras no presentaron diferencias significativas (p >0.05) en el ANOVA.
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FIGURA 3.24 Actividad enzimatica de CIBE-223 y EC a45°C en la

maceracion®

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

3.4.1. Evaluacion turbidimétrica

El proceso de clarificaciéon es evaluado por la medicion de la
reduccion de la viscosidad en los jugos tratados enzimaticamente. Se
clarificé usando los sobrenadantes liofilizados y la enzima comercial

a7°Cyad5°C.

® Barras con diferentes letras presentaron diferencias significativas (p<0.05) en el ANOVA.
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Los andlisis estadisticos de ANOVA mostraron que la clarificacion del
jugo fue significativo (p<0.05) con todos los liofilizados y enzimas

comercial utilizadas (APENDICE 1).

TABLA9

ANALISIS DE LA CLARIFICACION CON LIOFILIZADOS Y

ENZIMA COMERCIAL

Enzima s a?fes ol =i de:c,;.yués ce % Clarificacion
clarificar clarificar
CIBE-223 (7°C) 0.950+ 0.02 0.368+0.01 61.09+ 1.69
EC(7°C) 0.950+ 0.02 0.291+0.01 70.01+1.02
CIBE-223 (45°C) | 0.950+ 0.02 0.306+0.01 67.72+1.23
EC (45°C) 0.950+ 0.02 0.161+0.01 82.78+1.39

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.25 Actividad enzimatica de CIBE-223 y EC a 7°C en la

clarificacion’

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014
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FIGURA 3.26 Actividad enzimatica de CIBE-223 y EC a45°Cenla

clarificacion®

Elaborado por: Gabriela Garcia — Abel Chafla, 2014

’ Barras con diferentes letras presentaron diferencias significativas (p<0.05) en el ANOVA.
® Barras con diferentes letras presentaron diferencias significativas (p<0.05) en el ANOVA.
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Discusion

El presente trabajo tuvo el propdsito de caracterizar pectinasas
antarticas y evaluar su posible utilidad en la industria de alimentos,
especificamente en la clarificacion del jugo de manzana. En este
estudio se utilizé el sobrenadante producido por el microorganismo,
ya liofilizado, por lo que los resultados no se pueden comparar frente
a una enzima comercial pura. A continuacion se presentan las

discusiones de los principales hallazgos de esta investigacion.

Estudios realizados en cepas de hongos psicréfilos, demuestran que
si existe actividad de enzimas pectinasas a temperaturas inferiores a
las trabajadas comercialmente, como el hongo Truncatella angustata
que tiene actividad a 4°C en placas con agar (21). Los liofilizados
enzimaticos en estudio presentados en este trabajo presentan

actividad a estas temperaturas.

La actividad enzimatica de los hongos se evalué por la diferencia
existente entre los diametros de la colonia y el diametro del halo. De
las 15 cepas de hongos sembradas la diferencia del diametro fue de

0.2 cm a 0.9 cm. El hongo CIBE-223 fue la que tuvo mayor actividad,
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es decir, es mayor a las reportadas de la enzima pectinasa de

Aspergillus niger cuyo diametro del halo maximo es de 0.3 cm (27).

El tipo de enzimas presente en nuestros sobrenadantes liofilizados
son la pectin esterasa y endopolimetil galacturonasa. Estudios
realizados en hongos psicrofilos, demuestran la presencia de
actividad de las 3 enzimas pectinoliticas usadas en la industria, PE,
PL y EPG (21). La ausencia de la pectato liasa en los liofilizados de
este estudio, nos indica que es necesario buscar otra fuente adicional

de pectato liasa para obtener el complejo enzimatico completo.

Los resultados en el estudio de las temperaturas optimas de los
sobrenadantes liofilizados demostraron que estos pueden trabajar a
temperaturas entre -44.8°C y 51.7°C, mientras que las enzimas
comerciales su temperatura esta entre 8°C y 50°C. Segun
referencias de laboratorio comerciales (26) las enzimas pectinasas
tienen su mayor actividad entre 24°C a 37°C a un pH de 4. Estudios
de enzimas pectinoliticas en hongos como el Aspergillus niger
indican que la temperatura optima de la enzima es a 40°C a un pH 4

(27). Estos nos da un indicativo del uso que se le podria dar a estas
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enzimas obtenidas, si se las trabajara en las temperaturas mas bajas

que las que se utilizan normalmente.

La aplicacion de estas enzimas a temperaturas de refrigeracion
causaria un ahorro energético en los procesos, debido a que la
clarificacion se la podria realizar a las temperaturas normales de
mantenimiento refrigerado sin necesidad de calentar a 40°C

mejorando asi el proceso.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES

1. De las 15 cepas de hongos seleccionadas para el estudio, solo 6
formaron halos, de los cuales 3 presentaron una diferencia en el halo
mayor a 0.5 mm (CIBE-201, CIBE-214, CIBE-223) identificando asi

como una buena actividad pectinolitica.

2. Se encontré presencia de actividad enzimatica de pectin esterasa y
endo polimetil galacturonasa en los 3 sobrenadantes liofilizados
CIBE-201, CIBE-214, CIBE-223, mientras que actividad pectato liasa
no se encontré en ningun liofilizado. Esta enzima actua sobre la

pectina de bajo metoxilo, y es producida generalmente por bacterias.

3. Los sobrenadante liofilizados CIBE-201 y CIBE-223 tienen un amplio

rango de actividad pectinolitica tanto en temperatura y pH.
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El sobrenadante CIBE-201 presenta actividad en rangos de
temperatura entre -31.4°C a 51.3°C, mientras que la actividad CIBE-
223 esta en rangos de -44.8°C a 51.7°C. Comparando estos rangos
con los obtenidos para una enzima comercial utilizada comunmente
en la industria, cuyo rango de temperatura esta entre 8.5°C a 52.1°C.
Queda demostrado que los sobrenadantes pueden ser trabajados en

la clarificacion en bajas temperatura.

Las enzimas antarticas tendrian un rol muy importante en el area de
la biotecnologia, ya que se pueden trabajar en condiciones extremas
de temperaturas, dandole a los procesos en los que se aplique una

gran versatilidad y una mejora en los mismos.

Con respecto a la actividad de los sobrenadantes liofilizados frente a
las diferentes condiciones de pH, podemos denotar que pueden
trabajar en pH muy bajos como 2.7 hasta muy alcalinos como 9.8.
Comparando estos valores con los de la enzima comercial, esto da
una ventaja con respecto a los tipos de procesos en los que se
puedan usar los sobrenadantes liofilizados que se encuentran en

estudio.
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4. El uso de los sobrenadantes liofilizados en la clarificacion del jugo de
manzana dio como resultado una actividad significativa en la
degradacion de la pectina, al medir la disminucion de la absorbancia
tanto en las condiciones de proceso frio a 7°C y en condiciones de
trabajo normal 45°C en la industria. EI demostrar que este tipo de
microorganismos extremofilos, pueden tener uso tecnoldgico en
diferentes industrias, nos asegura que en algun momento futuro

podamos obtener otras fuentes de recursos biotecnolégicos.

Recomendaciones

e Para poder utilizar los liofilizados y comparar resultados frente a las
enzimas existentes ya en la industria, es necesario realizar la
purificacion de las mismas, ya que al no estar puras presentan sales y

contaminantes que interfieren en la medicion de la actividad.

e Para trabajar con estas enzimas, se deberia hacer un estudio mas
especifico sobre su actividad a temperaturas de congelacion y
evaluarlas en un proceso industrial. De esta manera se le puede dar

mayor uso tecnologico.
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¢ La ausencia de actividad de la pectato liasa, la cual es importante para
el proceso de la clarificacion, nos indica que es necesario obtenerla de
otra fuente, para poder asi trabajar con estas enzimas encontradas en

el proceso completo de clarificacion.
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EFECTO DE pH EN LA REACCION ENZIMATICA DEL
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EFECTO DE pH EN LA REACCION ENZIMATICA DE

LA ENZIMA COMERCIAL
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APENDICE |

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

ACTIVIDAD PECTIN ESTERASA DEL CIBE-201

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Inicial CIBE-201 3 1.36 0.453333333 0.00023333

Final CIBE-201 3 2.68 0.893333333 3.3333E-05
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.2904 1 0.2904 2178 1.26098E-06 7.708647422
Dentro de los grupos 0.000533333 4 0.000133333
Total 0.290933333 5

ACTIVIDAD PECTIN ESTERASA DEL CIBE-214

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inical CIBE-214 3 0.95 0.316666667 0.000633333
Final CIBE-214 3 2.19 0.73 0.0004

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.256266667 1 0.256266667 496 2.40643E-05 7.708647422
Dentro de los grupos 0.002066667 4 0.000516667
Total 0.258333333 5

ACTIVIDAD PECTIN ESTERASA DEL CIBE-223

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial CIBE-223 3 1.57 0.523333333 0.000933333
Final CIBE-223 3 3.5 1.166666667 0.001633333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 0.620816667 1 0.620816667 483.7532468 2.52896E-05 7.708647422
Dentro de los grupos 0.005133333 4 0.001283333

Total 0.62595 5




ACTIVIDAD PECTIN ESTERASA DE LA ENZIMA COMERCIAL

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial EC 3 0.1 0.033333333 0.000233333
Final EC 3 0.5 0.166666667 0.000633333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.026666667 1 0.026666667 61.53846154 0.001426315 7.708647422
Dentro de los grupos 0.001733333 4 0.000433333
Total 0.0284 5

ACTIVIDAD PECTATO LIASA DEL CIBE-201

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Inicial CIBE-201 3 11.506 3.835333333 0.000592333

Final CIBE-201 3 11.52 3.84 0.0001
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 3.26667E-05 1 3.26667E-05 0.094366875 0.774026116 7.708647422
Dentro de los grupos 0.001384667 4 0.000346167
Total 0.001417333 5

ACTIVIDAD PECTATO LIASA DEL CIBE-214

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Inicial CIBE-214 3 115 3.833333333 0.001733333

Final CIBE-214 3 11.78 3.926666667 0.004433333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F

Entre grupos 0.013066667 1 0.013066667 4.237837838 0.108624782 7.708647422
Dentro de los grupos 0.012333333 4 0.003083333
Total 0.0254 5




ACTIVIDAD PECTATO LIASA DEL CIBE-223

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial CIBE-223 3 11.567 3.855666667 0.000204333
Final CIBE-223 3 11.67 3.89 0.0016
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.001768167 1 0.001768167 1.959911325 0.234109392 7.708647422
Dentro de los grupos 0.003608667 4 0.000902167
Total 0.005376833 5

ACTIVIDAD PECTATO LIASA DE LA ENZIMA COMERCIAL

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Inicial EC 3 9.78 3.26 0.0001

Final EC 3 9.72 3.24 0.0349
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F

Entre grupos 0.0006 1 0.0006 0.034285714 0.862110089 7.708647422
Dentro de los grupos 0.07 4 0.0175
Total 0.0706 5

ACTIVIDAD ENDOPOLIMETIL GALACTURONASA DEL CIBE-201

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial CIBE-201 3 418 139.3333333 5.333333333
Final CIBE-201 3 266 88.66666667 2.333333333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 3850.666667 1 3850.666667 1004.521739 5.90685E-06 7.708647422
Dentro de los grupos 15.33333333 4 3.833333333

Total 3866 5




ACTIVIDAD ENDOPOLIMETIL GALACTURONASA DEL CIBE-214

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial CIBE-214 3 407 135.6666667 6.333333333
Final CIBE-214 3 311 103.6666667 32.33333333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1536 1 1536 79.44827586 0.000875772 7.708647422
Dentro de los grupos 77.33333333 4 19.33333333
Total 1613.333333 5

ACTIVIDAD ENDOPOLIMETIL GALACTURONASA DEL CIBE-223

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial CIBE-223 3 553 184.3333333 36.33333333
Final CIBE-223 3 270 90 4

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 13348.16667 1 13348.16667 661.892562 1.35586E-05 7.708647422
Dentro de los grupos 80.66666667 4 20.16666667
Total 13428.83333 5

ACTIVIDAD ENDOPOLIMETIL GALACTURONASA DE LA ENZIMA COMERCIAL

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Inicial EC 3 259 86.33333333 16.33333333
Final EC 3 108 36 9

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 3800.166667 1 3800.166667 300.0131579  6.5205E-05 7.708647422

Dentro de los grupos 50.66666667 4 12.66666667

Total 3850.833333 5




Analisis de varianza de un factor

RENDIMIENTO DE MACERACION A 7°C

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
CIBE-223 5 318.5714286 63.71428571 10.81633
EC 5 321.4285714 64.28571429 39.79592

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 0.816326531 1 0.816326531 0.032258 0.86192822 5.317655072
Dentro de los grupos 202.4489796 8 25.30612245
Total 203.2653061 9

Andlisis de varianza de un factor

RENDIMIENTO DE MACERACION A 45°C

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
CIBE-223 5 322.8571429 64.57142857 6.53061
EC 5 361.4285714 72.28571429 23.0612
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados _ Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 148.7755102 1 148.7755102 10.0552 0.013175008 5.317655072
Dentro de los grupos 118.3673469 8 14.79591837
Total 267.1428571 9
RENDIMIENTO DE CLARIFICACION A 7°C
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
CIBE-223 5 305.4458353 61.08916706 14.33476046
EC 5 350.040797 70.00815941 5.249275967
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados _Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad _ Valor critico para F
Entre grupos 198.8710609 1 198.8710609 20.30950684 0.001984687 5.317655072
Dentro de los grupos 78.33614572 8 9.792018215
Total 277.2072067 9
RENDIMIENTO DE CLARIFICACION A 45°C
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
CIBE-223 5 338.6093721 67.72187442 7.58276
EC 5 413.9057606 82.78115213 9.70316
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 566.9546125 1 566.9546125 65.5972 3.99565E-05 5.317655072
Dentro de los grupos 69.14371302 8 8.642964128

Total

636.0983255 9




ABSORBANCIA DE LA CLARIFICACION DEL CIBE-223 A 7°C

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Sin clarificar 5 4.751 0.9502 0.0022777
CIBE-223 5 1.842 0.3684 0.0004663

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados _Grados de libertad _Promedio de los cuadrados F Probabilidad _Valor critico para F
Entre grupos 0.8462281 1 0.8462281 616.7843294 7.38812E-09 5.317655072
Dentro de los grupos 0.010976 8 0.001372
Total 0.8572041 9

ABSORBANCIA DE LA CLARIFICACION DEL CIBE-223 A 45°C

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Sin clarificar 5 4.751 0.9502 0.0022777
CIBE-223 5 1.53 0.306 0.000404

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados _Grados de libertad _Promedio de los cuadrados F Probabilidad _Valor critico para F
Entre grupos 1.0374841 1 1.0374841 773.7510534 3.01113E-09 5.317655072
Dentro de los grupos 0.0107268 8 0.00134085
Total 1.0482109 9

ABSORBANCIA DE LA CLARIFICACION DE EC A 7°C
Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Sin clarificar 5 4.751 0.9502 0.0022777
EC 5 1.421 0.2842 0.0001417

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados _Grados de libertad _Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1.10889 1 1.10889 916.6652889 1.53741E-09 5.317655072
Dentro de los grupos 0.0096776 8 0.0012097
Total 1.1185676 9

ABSORBANCIA DE LA CLARIFICACION DE EC A 45°C

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Sin clarificar 5 4.751 0.9502 0.0022777
EC 5 0.813 0.1626 0.0005383

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados _Grados de libertad _Promedio de los cuadrados F Probabilidad _Valor critico para F
Entre grupos 1.5507844 1 1.5507844 1101.409375 7.41493E-10 5.317655072
Dentro de los grupos 0.011264 8 0.001408

Total 1.5620484 9
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