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RESUMEN

Las cascaras de las mazorcas, son el subproducto mas importante que se acumula en grandes cantidades durante el
beneficio del cacao en los lugares donde son depuestas. Este desecho contiene pectina, un azlcar facilmente aprovechable
por los microorganismos. Por lo que se estudio la posibilidad de desarrollar un proceso fermentativo de bajo costo, para la
produccion de enzimas pécticas a expensas de la degradacion del desecho. Aspergillus niger CH, fue seleccionado entre
varios microorganismo como productor de enzimas pécticas, bajo condiciones de fermentacién en medio solido. Los
pardmetros experimentales para el crecimiento del hongo y la produccion de pectinasa, en fermentadores de 500 ml con 30
gramos de cascaras (peso humedo), fueron: tamafio de particula 16 mesh, 30°C, pH 4.8 y 70 % de humedad. Los extractos
brutos recuperados a las 48 horas por prensado (6 toneladas/ cm?) del cultivo sdlido (medio + micelio), contiene una
actividad pectinasa de 0,19 U/mg de proteinas. Se concluye que las céascaras de cacao constituyen, sin necesidad de afiadirles
nutrientes, un sustrato adecuado para formular medios de cultivo para el crecimiento de A. niger y la produccién de
pectinasas en un sistema de fermentacion sdlido.

PaLaBras CLAVES: Enzimas pécticas, pectinasa, pecting, cacao.
ABSTRACT

During cocoa processing, cocoa ear shells are the most important by-product that is accumulated in large quantities in
the places where they are processed. This by-product contains pectin, a polysaccharide easily assimilated by microorgan-
isms, which is why we studied the possibility of developing a low cost fermentation process to produce pectic enzymes
through the degradation of this by-product. Aspergillus niger CH, was selected among several other microorganisms as
pectic enzyme producer under solid medium fermentation conditions. The experimental parameters for fungal growth and
pectinase production, in 500 ml fermentators with 30 grams cocoa shells (wet weight) were: 16 mesh particle size, 30 °C,
pH 4.8 and 70 % humidity. The crude extracts, recovered after 48 hours by pressing (6 tons/ cm?) solid cultures (bagase +
mycelium), contain a 0.19 unit per miligram protein pectinase activity. We conclude that cocoa shells constitute, without
need for more nutrients, an adequate substrate for formulating culture media for A. niger growth and pectinase production
in a solid fermentation system.

Key Worbs: Pectic enzymes, pectinase, pectin, cocoa.

INTRODUCCION

Las sustancias pécticas se definen como un grupo
heterogéneo de polisacéridos complejos de natural eza &ci-
da, constituidos principalmente por una mezcla de tres
polisacaridos: el &cido poligal acturdnico, lapoligalactosa
y la poliarabinosa. La presencia de estas sustancias
pécticas (fundamental mente pectinas) en el zumo de fru-
tas, origina importantes problemas en su procesamiento
industrial. Ello se debe a que, por su escasa solubilidad,
retienen €l jugo espesandol oy disminuyendo e rendimien-
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to de la extraccion. Para evitar este problema, las indus-
trias dedicadas a procesamiento de jugos de frutas utili-
zan enzimas pectinoliticas. Bajo estadenominacidn sein-
cluyen todas las enzimas cuyos sustratos naturales son
sustancias pécticas (Serraet al., 1992). Hoy en dia estas
enzimas son empleadasen laclarificacion del vinoy, més
recientemente, en lafermentacion del café (Antier et al.,
1993).

Las enzimas pectinoliticas se encuentran de manera
natural en frutasy vegetales, pero también son produci-
das por microorganismos. Entre ellos se encuentran dife-
rentes géneros de bacterias, levaduras y hongos filamen-
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tosos delos cuales estos Ultimos son |os que han recibido
mayor atencion. El sistema convencional parala produc-
cion de pectinasas es el cultivo sumergido (Voragen &

Viserr, 1998). Aungue se han desarrollado estudios parala
produccién de enzimas pécti cas mediante fermentaciones
enmedio sdlido (Tregjoetal.,1991; liianes, 1998).

Como medios de cultivo se han utilizado diferentes
materialesde origen agricola. Nosotros hemos selecciona
do paraestetrabgjo las cascaras de las mazorcas de cacao,
un desecho agricola abundante en la region central de
Venezuela. Este desecho posee un ato contenido de azu-
caresfermentablesentrelos cual es se encuentralapectina
(Adomako, 1974). Por tratarse de un material muy fibrosoy
contener compuestos antinutricional es, como lacafeinay
lateobrominase harestringido su empleo en laalimenta-
ciénanimal (DeAlba, 1971). El objetivo de estetrabajo es
encontrarle utilidad a este desecho empleando hongos
capaces de sintetizar y excretar exoen-zimas, pectinasas,
en respuesta a condiciones ambientales impuestas para
crecer, aesos microorganismos, a expensas de la pectina
existente en las céscaras de cacao.

MATERIALESY METODOS
Microorganismoselnéculos

Se utilizaron varios microorganismos, alosque seles
determind la capacidad de crecer y producir enzimas
pécticas, en un sistema de fermentacion en medio solido
consistente en cascaras de cacao estériles (121°C, 1.1 Bar
de presion, 1 hora), con una humedad del 70 %. La
incubacion serealiz6 a30°C durante unasemanay laacti-
vidad enzimética fue medida cualitativamente en los
sobrenadantes de | os extractos brutos obtenidos por pren-
sado de los cultivos.

Los indculos, consistentes en micelio, fueron obteni-
dos en medio M-200 con pectina en fermentaciones su-
mergidasrealizadasa30°Cy 250 rpm. Lospelletsdemicelio
fueron separados del medio, respectivamente, por filtra-
cion o centrifugacion.

M ediosdecultivo

Las céscaras de cacao recolectadas en la Hacienda
Experimental de FONAIAP-Mérida, fueron secadasenuna
estufa a 70°C y molidas hasta un tamafio de particula no
mayor de 16 mesh (Molino ThomasWiley Mill, modelo 4
provisto deuntamiz). Posteriormente setamizo (Tamizador
U.S.Standard Sieves Series) paraobtener particulas dedi-
ferentes tamafios. Se estudio la composicién quimica de
las céscaras de cacao.
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Pr ocesos Fer mentativos

Seutilizaron fermentadores LABFER —1 (Guerreroy
Sanchez, 1994), consistentes en frascos de vidrio de 500
ml, con tapaderoscaenlacual seleinstalo un dispositivo
debronce enformade cuello decisneque permitio e inter-
cambio de gases y evitd la contaminacién. Se dispuso de
unaserie de estos fermentadores estériles (121°C, 1.1 Bar
depresion, durante 1 hora) y cadauno deellosfuellenado
con 30 gramos de cascaras previamenteinocul adas con €l
hongo

Se estudiaron bajo condiciones aerdbicas diferentes
parametros experimental esrel acionados con laproduccion
de enzimas pécticas: tamafio de particula (< 24 pero >32
meshy 16 mesh), concentracion demicelio (1,2 y 3 gramos
de micelio seco por cada 100 gramo de sustrato seco),
concentracion de esporas (105, 105 107 y 108 esporas por
cada gramo de sustrato seco), tipo de indculo (esporas,
micelio sin preadaptar y micelio preadaptado), temperatu-
ra(20, 30y 37°C), porcentaje de humedad (65, 70y 70 %) y
la influencia de la adicion de sales (KH,PO,, urea'y
(NH,),SO,).

TratamientodelasMuestras

Para la obtencion de cinéticas de crecimiento y de
produccién de enzimas, se retird diariamente un
fermentador (LABFER-1) de cadaserie durante el trans-
curso de cada fermentacion. 20 gramos del contenido de
cadauno de losfermentadores fueron mezclados, en una
proporcion 1:1, con aguadestiladacon 0,01 % de Tween
80. La suspension del material fermentado se colocd en
unatela de nylon y se prensd (prensa marca Schultz 15
toneladas/ cm?) aplicando una presion de 6 toneladas/
cm?obteniéndose, asi, un extracto bruto y un bagazo re-
sidual.

Al extracto bruto seledetermind el pH y se centrifugd
(CentrifugaSorvall RC—5B) a4—6°Cy 10.000 gdurante6
minutos. El sobrenadante, libre de particulas en suspen-
sion ( que denominamos M-S), fue caracterizado parasu
contenido en enzimas pectinoliticas, proteinas solubles
(Lowry, 1951) y azUcaresreductores (Chapliny Kennedy,
1987).

MedidadelaActividad Pectinasa
a—Cuantitativa:
Se determind mediante la valoracion espectrofo-

tométrica, segun el método de Miller, de los extremos
reductores generados en la hidrdlisis enzimética (Ros et
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al.,1992). Parael dosgjedelaactividad se colocaron 0,5 ml
del M-S con 0,34 ml de una solucion de pectina citrica
(Sigma) al 0,5 % en buffer acetato de sodio/acido acético
50 mM (pH 5,6). Laincubacién serealiz6 a37 °C durante 20
minutos. De estamezclasetomaron 0,1 ml alosquesele
anadieron 0,2 ml de agua destiladay 3 ml del reactivo de
Miller y se colocd en un bafio de agua hirviendo durante
10 minutos. El color desarrollado por |os azlcares libera-
dos se detectd a 570 nm y se cuantifico su concentracion
mediante una curva estandar de acido D-galacturénico
monohidratado (Sigma) en un rango de 0,05—5 pg/ l.

Unaunidad de actividad pectinasafue definidacomola
cantidad de enzima que liberaun micromol de extremo re-
ductor (&cido D-galacturédnico) por mililitro por minuto bgjo
las condiciones descritas. Para todos los efectos de este
trabajo, consideramos que | as actividades enziméticas que
medimos representan la produccion de la o las enzimas
pectinoliticasexcretadasa medio por € hongo. Laproduc-
cién delasenzimas no fue determinadas directamente.

b—Cuadlitativa:

Este método fue utilizado para seleccionar el microor-
ganismo productor de enzimas pécticas. Se realizo por el
método de Antier et al.(1993), con ciertas modificaciones.
El medio en este caso contiene agua, pectinacitrica(Sigma)
auna concentracién de 2 g/l y agar.

En el agar de cada placade Petri se abrieron pequefios
pozos (tamafio estandar) donde se colocaron 30 pl de la
muestra. En cada placa se coloco igual cantidad, paraun
control, deenzima poligalacturonidasaSigmaE.C. 3.2.1.15
proveniente de un extracto enzimético producido por €l
hongo A. niger. Las placas fueron incubadas a 30°C du-
rante 20 horas. Transcurrido este tiempo fueron inunda-
das con una solucién acuosa a 1 % de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) y seobservilapresencia
0 ausencia de halos de hidrolisis.

Serealizaron ensayos con este mismo método con los
extractos inactivados para comprobar |a efectividad del
meétodo de inactivacion de las pectinasas en |os extractos
y/o sobrenadantes (M-S) necesarios para determinacion
delaactividad cuantitativa.

RESULTADOSY DISCUS ON
Seleccidn del micr oor ganismo
En la tabla 1 se muestran los resultados del estudio
cualitativo relacionado con la capacidad de varios

microorganismos paracrecer y producir enzimas peécticas
extracelulares. Todos fueron desarrollados sobre las cés-
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caras de cacao en un sistema de fermentacion en medio
solido. Tanto Pleurotus ostreatus ATCC 32783 como
Aspergillus niger CH, UAM-1 crecen abundantemente a
los 15y 2 dias(respectivamente) y producen altaactividad
pectinolitica. Se selecciond A. niger CH, UAM-1, por
obtener con este microorganismo resultados reproduci-
blesy en el menor tiempo.

TABLA 1. Seleccion de microorganismos de crecer sobre
céscaras de cacao y producir enzimas pécticas en un
sistemade FMS

MICROOR- CRECIMIENTO HALODE
GANISMO HIDROLISIS
Hongo color crema, Bueno +
sinidentificar*
Levaduracolor crema, Sincrecimiento -
sinidentificar*
Hongo verde, sin Bueno +
identificar*
Hongo marron, sin Bueno +
identificar*
Levadurablanca, sin Pobre -
identificar*
Hongo blanco, sin Sin crecimiento -
identificar*
Kluyveromyces Pobre +
fragilisATCC 85548
Pleurotus ostreatus Bueno ++
ATCC 32783m
Penicillum Sin crecimiento -
roquefortii ATCC
6987m
Aspergillus niger Bueno ++
CH, UAM-Im

* Microorganismos aislados de frutos de cacao fermentado natural-
mente. Todo los mmicroorganismos pertenecen al cepario del La-
boratorio de Fernfentaciones, Las cruces representan el diametro de
los halos de hidrdlisis.

Composicidn BioquimicadelasCascaras

En latabla 2 se muestran |os componentes mas repre-
sentativos y su abundancia porcentual en el desecho.
Concluimos que setratade un material de elevadacalidad
nutricional parael desarrollo de microorganismos. Nues-
tros resultados son comparables con los reportados por
Adomako (1974).
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Tabla2. Composicion de las céascaras de cacao.

COMPOSICION CONTENIDO (%)
Humedad 887
Materia seca 9113
ProteinaCruda(N x 6.25) 6.90
GrasaCruda 102
FibraCruda 2783
Cenizas 855
Extracto libre de Nitrégeno. 4701
Cafeina 0.013
Teobromina 032

Las céscaras fueron previamente secadas. Las determinaciones se
realizaron bgjo las normas COVENIN vy los resultados son € prome-

dio de dos replicas.

Tabla3. Pardmetros experimental es paralaproduccion de
éctinasas por Aspergillusniger CH, ensusistemade FMS
sobre céscaras de cacao.

PARAMETROS UNIDADAES ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Tamafio de Particula

16 mesh U/mg de proteinas. 0.05*

24 — 32 mesh 6 dias 0.02

Humedad

65 % U/mg de proteinas.

70 % 2 dias 0.14

75 % 0.18*

0.14

Concentracion de

micelio

1% U/mg de proteinas. 0.03

2% 2 dias 0.075

3% 0.17*

Concentracion

de esporas

10° esporas/g sustrato seco 0.05

10° esporas/g sustrato seco U/mg de proteinas. 0.17
. 0.27*

107 esporas/g sustrato seco 7 dias 0.17

108 esporas/g sustrato seco

Temperatura 0.01

20 °C U/mg de proteinas. 0.16*

30°C 2 dias 0.01

37°C

Sales 0.01

KH,PO, U/mg de proteinas. %32*

Urea+ (NH,),SO, + KH,PO, 2 dias
Control sin sales

*Condiciones experimentales 6ptimas

EfectosdelosDifer entesPar ametr os

En la tabla 3 se pueden observar los resultados del
efecto delos diferentes pardmetros sobre la Capacidad de
Aspergillusniger paracrecer y sintetizar pectinasas sobre
céscaras de cacao por fermentacidn en medio solido.

a) Tamario de Particula: se seleccionaron 2 tamafios
departicula: <24 pero>32meshy 16 mesh. Con ambasse
puede lograr € 70 % de humedad sin formar masas com-
pactas que impidan laaireacion y € crecimiento del hon-
go. Utilizando micelio, sin preadaptar, comoindculo d sex-
to dia se obtiene la maxima actividad pectinasa. Paralas
particulasde 16 mesh fuede0.051 U/mg de proteinas, mien-
trasque paralas <24 pero > 32 mesh fuede 0.026 U/mg de
proteinas. Por €llo utilizamosel tamafio de 16 mesh paralas
experiencias que siguen.

b) Por centaj ede humedad: conun 70 % dehumedadla
maximaactividad (0.18 U/mg de proteinas) selograal se-
gundo diade incubacion y se mantiene durante 72 horas.
Mientrasquecon el 65 y el 75 % de humedad laactividad
es20 vecesmenor en el mismotiempoy losvaloresvarian
con el tiempo, por |o que decidimos seleccionar el 70 %.

¢) Concentracion de Micelio: la méxima actividad
pectinasaparael cultivo con micelio sin adaptar (0.051 U/
mg de proteinas) se obtuvo a sexto dia, mientras que para
¢ cultivo adaptado laméximaactividad (0.12 U/mg de pro-
teinas) selograad tercer dia. Con 3% demicelio seacanza
laproduccion maximade actividad enzimatica (0.18 U/mg
de proteinas) a las 48 horas. Esta actividad se mantiene
casi constante durante los primeros tres dias y luego dis-
minuye. Paraconcentracionesdely 2 % demicelio, enel
indculo seobtienelaactividad enzimética maximaalas 120
y 72 horas, respectivamente. Estos ensayos se iniciaron
con ciertaactividad pectinoliticaen las muestrasretiradas
inmediatamente después de lainoculacion (tiempo cero).
Esto se debe aque el indculo consistio en micelio obteni-
do propagando el hongo en un medio sdlido con péctina
paradisminuir €l tiempo de adaptacion sobre |as cascaras
decacao. Se sel ecciond parafuturas experiencias 3% como
la concentracion mas adecuada para los inéculos.

d) Concentracion de Esporas: enlasfermentaciones
en medio sdlido (FMS) lainocul acién con esporas se pre-
fierealautilizacion demicelio, entre otras cosas por ser las
esporas rigidas y resistentes en contraposicion alafragi-
lidad del micelio. Decidimosasi, estudiar laproduccion de
pectinasas, en nuestro sistema de FMS con las céscaras
de cacao, inoculando con diferentes concentraciones de
esporas entre 10° y 108 esporas/ml. La méxima actividad
pectinasa (0,27 U/mg de proteinas) se obtuvo a las 168
horas de incubacién con indculos de 107 esporas/ml. Es-
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tos resultados coinciden con los reportados por agunos
autores (Antier et al, 1993; Trgjo et al, 1991; Voragen &
Visser, 1998).paralaproduccién de pectinasas con A. niger
CH, en FMS utilizando como sustrato pulpa de café y
bagacillo de cafia. Como hemos visto, cuando se utiliza
micelio preadaptado (3 % p/p), se alcanza el maximo de
produccidn delaactividad pectinasaalas 48 horasperola
produccion es 44 % menor que con esporas. No obstante,
ladiferenciaen lacantidad de enzima producidacon espo-
rasno compensael tiempo requerido paraobtenerla. Deci-
dimos, asi utilizar 3% (p/p) de micelio parar futurasexpe-
riencias.

€) Temperatura: a30°Cy 48 horasselogralatempera
tura Optima de produccion de enzimas bajo nuestras con-
diciones. Para temperaturas de 32 y 37°C se retarda esa
produccion después de 96 horas. Sel eccionamos, asi, 30°C
parafuturas experiencias. Estatemperaturahasido repor-
tada como éptima para €l crecimiento de este hongo en
FM S sobre pulpade café (Antier et al, 1993) y bagacillo de
cana(Trgoetal, 1991).

f) Adicion deSalesal Sustrato: algunosautores(Antier
et al, 1993; Pericin et al, 1992; Trejo et al, 1991; liianes,
1998) coinciden en afirmar que laproduccion de enzimas
pecticas es favorecida por la adicion de KH,PO,, urea,
sulfato de amonio y una mezcla de las 3 sales. Nuestros
resultados no muestran incrementos significativos en com-
paracion con el control. Parecieraincluso que retardan la
produccién delas enzimas.

CONCLUSONES

1 De varios microorganismos ensayados, Aspergillus
niger CH, fue el microorganismo que mejor se desa-
rroll6 sobre bagazo de cascaras de cacao y mostrd
mayor capacidad para degradar pectina, por lo cual
fue seleccionado para las experiencias realizadas en
este trabajo.

El bagazo de las céscaras de cacao constituyen, sin
necesidad de afiadirles nutrientes, un sustrato ade-
cuado paraformular medios de cultivo donde crecer
hongos en un sistema de fermentacion en medio soli-
do.
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3. Enun sistemade fermentacion en medio sdlido aes-
cala de laboratorio, las condiciones éptimas para €
crecimiento de Aspergillus niger y la produccién de
la actividad pectinolitica, fueron las siguientes: pH
inicia 4.8, temperatura30°C, 3gramosdemicelio (peso
seco) preadaptado/ 100 gramos de sustrato seco y 70
% de humedad.
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