UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULTAD DE INGENIERIA

GUATEMALA, CENTRO AMERICA

PR
Biblioteca Central

Guatemala, Noviembre de 1974




[
: o8 :
A \I 5 -

S 7— : b
2 (7) JUNTA DIRECTIVA
| - DE LA
FACULTAD DE INGENIERIA
-l DE LA

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

Decano: Ing. Hugo Quan Méa
Vocal Primero: ing. Marco Tulio Samayoa B.

Vocal Segundo:

Ing. Rodolfo Gonzalez M.

Vocal Tercero: Ing. Leonel Aguilar

Vocal Cuarto: Br. Jaime E. Klussmann F.

Vocal Quinto: ' Br. Edgar de Ledn

Secretario: Ing. José Luis Terron C.

TRIBUNAL QUE PRACTICO EL EXAMEN
GENERAL PRIVADO

Decano: ' - Ing. Hugo Quan Ma
% Examinader : * ~ Ing. Roberto Barrjos
‘, = Examinador : Ing. .Enr‘ique Boppel .
Examinador: Ing. Julio kivero )

Secretario: ing. José Luis Terrén C.



HONGRABLE TRIBUNAL EXAMINADOR:

Cumpliendo con lo establecido por la ley de la Univer
sidad de San Carlos de Guatemala, tengo el honor de some
ter a vuestra consideracién mi frabajo de tesis titulado:

'RECUPERACION DE LAS ENZIMAS PECTINOLITICAS
PRESENTES EN LAS AGUAS DE DESHEC HO
DE LOS BENEFICIOS DE CAFE

Tema que me fuera asignado por la Honorable Junta Di
rectiva de la Facultad de Ingenieria.




I\

|':’)'

'DEDICATORIA:

A Dios
A Mis Padres

A Mi Familia y Amigos

TESIS DE REFERENCIA
' NO

SE PLEDE SACAR DE LA llBIJOTECA
BIBUOTECA CENTRAL . Usac,

A



RECONOCIMIENTO

Agradezco al Instituto Centroamericano de Investiga-
cién y Tecnologia Indusirial (ICAITI) por la ayuda prestada
a la realizacién del presente trabajo, es especial a los Ings.
Quimicos Enrique Boppel y Juan Francisco Menchd, y a to
das las personas que hicieron posible la conclusién del mi'_s_

mo.




Lk

E INDICE
Pag.
1.  Sumario 1
2. Introduccién 3
2.1 Consideraciones Generales 3
2.2 Fermentacién del despulpado 4
2.3 El por qué de utilizar las aguas de deshecho 5
2.4 Clasificacién de las sustancias pécticas 5
2.5 Enzimas pectinol fricas 7
2.6 Produccién comercial 8
2.7 Clarificacién de jugos de frutas 4
X 3. Meétodos de Trabajo 13
4. Resultados y su Discusién 17
4.1 Determinacién de las corrientes de deshecho
en las que estdn presentes las enzimas 17
4.2 Purificacién de las enzimas . 21
4.2.1 Procedimiento general de precipitacion 21
4.2.1.1 Centrifugacién de las aguas de
café a varias velocidades 22
S 4.2.1.2 Filtracién con filtros bacterio-

: = ~ 18gicos Millipore L25
i 4.2.1.3 Precipitacién de las proteinas 26
= 4.2.1.4 Comparacién de las aguas de

1 café de costa y de altura 28

3; 4.2.2 Filtracién en gel . 33

5. Conclusiones 35 -

Bibliografia 37



SUMARIO

Se determiné la existencia de las enzimas pectinoliti -
cas: Pectin-esterasa (PE), Poligalacturonasa (PG), Pectin
Trans-eliminasa (PTE) en las aguas de deshecho de los bene
ficios de café. -

Se recuperaron y purificaron las enzimas presentesusan
do métodos a nivel de laboratorio, estableciende cdemé’s
técnicas de anélisis confiables para determinar la actividad
de las enzimas encontradas.




INTRODUCCION

2-1 CONSIDERACIONES GENERALES

Las sustancias pécticas estan distribuidas universalmen
te en los tejidos de las plantas(17) dénde acttan cano ma=
teriales de unién enire las células, particularmente en los
tejidos de las frutas.

Constituyen, debido o su viscosidad y a que forman un
grupo de polisacéridos heterogéneos en los espacios interce
lulares de las plantas, un impedimento considerable en 13
extraccién y filtrado de ‘jugos y mostos.

Las enzimas pécticas son sistemas de enzimas no sinte-
tizados por células animales cuya accién principal es la hi
drélisis de las sustancias pécticas. Mediante esta accion hi
drolitica se fransforma a las sustancias pécticas en molécu=
las mas simples y solubles, dando una mejor exiracciéon de
materias colorantes y arométicas y aumentando el volumen
total del jugo extraido.

Debido a ello las enzimas pectinoliticas tienen una -
gran variedad de usos comerciales incluyendo: procesamien
to de frutas, clarificacién de jugos y vinos; actualmente se
investigan nuevas aplicaciones tales como la suavizacisn y
preservacién de la madera.

Un incremento en la informacién sobre estas sustan -
cias, podria resolver posteriormente muchos problemas enla
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tecnologia de alimentos, por lo que uno de los propésitos
de este estudio es proveer de una orientacién mas especifi-
ca de métodos usados a nivel de laboratorio parala extrac
cién, purificacién y analisis de las enzimas pectinolfticas
que se enconiraron en las aguas de deshecho de |q fermen-
tacién del café.

Por ofro lado con el aprovechamiento comercial de las
aguas de-deshecho de los beneficios de café, se lograrfa -
evitar la contaminacién -que & tas ocasionan en los rios e n
los cuales desaguan.

2-2 FERMENTACION DEL DESPULPADO

La fermentacién del. cafs empieza poco
tiempo después de cortade el fruio(7) y estd afectado por va
rios factores, como por ejemplo: La 4ncidencia de la luz so
lar, el volumen de la maso de café y la temperatura. Ade=
mas mieniras mayor cantidad de pulpa por unidad de café
despulpado llegue a los tanques de fermentacisn, llega ma
yor cantidad de mi’croorqqnismos, y probablemente mg yor
proporcién de enzimas(21), :

El proceso de fermentacién empieza por la degradacién
de la pectina y profopecting, debido a la accién combina-
da de las enzimas pécticas prodycidas por microorganismo s
que se desarrollan en los frutos(9r8) gsf |as levaduras ataq-
can a los azGcares produciendo alcohol etil ico, después las
bacterias forman acido acético, lactico, butirico Y propié-
nico, en la parte final de g fermentacisn,

Algunos autores(24) atribuyen a las enzimas prese ntes
la descomposicién de lq profopectina y a los microorganis -




mos la degradacién de los azicares del mucilago.

El mucilago es una capa delgada adherida al grano -
que constituye un hidrogel (sisiema coloidal sélido-liquido)
que quimicamente se compone de protopecting, pectina, -
azicares y acidos organicos. '

2-3 EL PORQUE DE UTILIZAR LAS AGUAS DE DESHE -
CHO

El problema de la utilizacién de los deshechos a%i'co-
las ha despertado el interés de muchos investigadores'<¥), -
en las Gltimas décadas se ha tratado de incrementar la in -
dustrializacién de los deshechos agricolas e industrialesbus
candoles nuevos usos y aplicaciones, para lograr menores =
costos en los procesos y evitar la contaminacién que éstos
pudiesen ocasionar.

Siendo las aguas del lavado del café un deshecho que
lleva diluido el mucilago degradado, microorganismos, y
probablemente las enzimas causantes de la descomposic i 6n
de la protopectina, podria ser una fuente de éstas @1 +i mas
para'su’ postérior wtilizacisn industrial.

2-4 CLASIFICACION DE LAS SUSTANCIAS PECTICAS

Para una mejor interpretacién, en cuénto a la* nomen-
clatura de las:sustancias pécticas, ya que existe’una gran
confusién de términos, nos regiremos por las definicionesda
das por la American Chemical Society(14) las cuales se dan
a continuacién:
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SUSTANCIAS PECTICAS

Se designa asf a los carbohidratos, o mds exactamente,
derivados de los carbohidratos de naturaleza coloidal for-
mados por cadenas de moléculas de acido galacturénico,. -
unidas por enlaces glucosidicos.

PROTOPECTINA

Es el nombre dado a las sustancias insolubles en agua
que-se encuentran en |as plantas, las cuéles bajo hidrél isis
producen écidos pectinicos. Algunas teorias exponen que -
la protopectina consiste en un nimero de cadenas metilpol i
galacturénicas unidas unas a ofras y aun més largas que |a
pécting.

ACIDOS PECTINICOS

Se designan asi a los écidos poligalacturénicos coloj-
dales que tienen yna pequeia proparcién de grupos met il
éster. Los cidos pectinicos bajo condiciones aprovec hg -
bles son capaces de formar geles con azicareso con ¢ jer-
fos iones. '

PECTINA

Designa a los acidos pectinicos solubles en agua, de
variado contenido de grupos metil éster y variado grado de
neutralizacién, que son Capaces de formar geles con azdca
res y acidos. - -

ACIDO PECTICO

Se aplica a las sustancias pécticas compuestas esen -

P

O



cialmente de grupos metil éster.

2-5 ENZIMAS PECTINOLITICAS

La clasificacién siguiente reportada por la C omisisn
Internacional de Nomenclatura de Enzimas (%) de acuerdo a
cdmo afectan a las sustancias sobre las cuales actdan, esto
es, si las saponifican o depolimerizan.

1) ENZIMAS SAPONIFICANTES

Son Pectin-metil esterasas, las cudles dividen el grupo
metil éster del acido poligalactursénico y se le llaman co -
minmenfe Pectin-Esterasa y se abrevia (PE) de acuerdo ala
Comisién Internacional de Nomenclatura de enzimas la PE
es Pectin-Pectilhidrolasa cuyo nomero es 3.1.1.11

2) ENZIMAS DEPOLIMERIZANTES

Son glicosidasbis con actividades especificas que com-
pete al grado de esterificacion del sustrato. Se dividen en:

A) Enzimas que actGan en su mayor parte sobre la pectina

Pol imetilgalacturonasa (PMG)
1. Endo PMG 3.2.1.1.4.1
2. Exo PTE

- Pectin-trans-eliminasa (PTE)
3. Endo PTE 4.2.2.3
4. Exo PTE

B) Enzimas pécticas que actfan en su mayor parte sobr e
tos acidos pécticos

P



Poligalacturonasas (PG)
S. Endo PG 3.2.1.15
6. Exo PG 3.2.1.40

Pectin acido trans-eliminasa (PATE)
7. Endo PATE 4.2.2.1
8. Exo PATE 4,222

2-6 PRODUCCION COMERCIAL

Informacién relativa q |q produccién comercial de las
enzimas pectinolfticas es bastante escasa, sin embargo, se
reportan més frecuentemente enzimas producidas por hon -
90s, que son las que se usan generalmente, como por ejem-
plo las producidas los hongos del género Aspergillus, re
porfudcsprpor Reid (2%(;: por Koller(15), Ishin”z),pf\lyrf(]9), o
también las producidas por el Bussochamys Niveq repor t q -
das por Yates y por el P. ltalium reportadas por Busch(3),
Cada cepa da diferentes Preparaciones enzimaticas. Las en

Es conveniente, segin Fogarfy“ 1 incrementar |q pro-
duccién y extraccign de diferentes Preparaciones enzimat
©€as e.g. mezclas de pectinesterasqs y poligalacturonasas,

Las cantidades relativas de las respectivas enzimas pro
ducidas pueden variar considerablemente debido q varios
factores tales como: la cepa usada, g composicion de |os
nutrientes, pH, etc. Ademas es importante que la prepara-




2-7 CLARIFICACION DE JUGOS DE FRUTAS

Las enzimas pécticas o pectinoliticas se usan, como se
mencioné anteriormente, para desintegrar las pulpas de las
frutas y clarificar juges. Esta practica fue introducida en
Alemania y U.S.(11) en 1930,

Se menciond ademds que todas las frutas contienen -
pectina, enconiréndese como carbohidratos de alto peso mo
lecular. En los jugos de frutas la pectina ejerce unaaccién
coloidal protectiva en las particulas extremadamente pe-
quefias de pulpa, también presentes en el jugo, causando
con ello que éstas particulas permanezcan suspendidas e n
una mezcla turbia. Tan efectiva es ésta accién coloidal
que con una filiracién normal se obstruye el filtro sin que
clarifique el jugo. -

La base de la teorfa enzimética para la clarificacisén
de los jugos de frutas, estriba en que las enzimas pectinoli-
ticas hidrolizan las sustancias pécticas hasta que sus propie
dades coloidales son pérdidas, fransformandolas en molécu=
las més simples y asi las particulas de pulpa precipitan. E|
juge puede entonces filtrarse para dar un producto claro y
fransparente.

Para una clorificacisn efectiva de jugos es necesario(10)
agregar una mezcla de PE y PG pues de lo contrario, no tie
ne efecto la clarificacién. La PTE si actta sola en el proce
so de clarificacién, el comportamiento de estas enzimas sg
debe a que la degradacién enzimética de la pectina ocurre
de la siguiente manera: : A
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La necesidad de una correlacién entre la actividad en
zimatica y la velocidad de clarificacién ha sido report ada
por Joslyn ) et. al. y Neubeck ( ya que constituye un
indice de la actividad de las preparaciones enziméticas.

En muches casos la degradacién de fos polimeros de la
pectina es necesaria antes del procesamiento de las frutas
para lograr producir una buena cantidad de jugo, y en ofros
casos se usan las prepuraciones enzimaticas después de ha-
ber extraido el jugo, produciendo Gnicamente una buena -
clarificacién.

Industrialmente se emplean las preparaciones enzimati
cas en la produccién de jugos de frutas tales como manza=
na, papaya, pifia, uvas y vinos.

2-8 BASES TEORICAS DE LA PRECIPITACION CON
SULFATO DE AMONIO

Se utilizaron varios métodos para la extraccién y puri
ficacién de los enzimas encontradas en las aguas de deshe-
cho del café, entre estos estd la precipitacién de las enzi-
mas, mediante la adicién de sulfato de amonio.

Este método estd basado en los efectos que tiene la adi
cién de sales neutras sobre la solubilidad de las proteinas.
A bajas cencentraciones de sal se incrementa la solub il -
dad de muchas proteinas, fenémeno que se conoce como -
“Salting=in". Es independiente de la naturaleza de la sql
neutra, pero es funcidn de la concentracisn de la sal y del
nGmero de cargas de cada especie idnica en solucién. Cuan
do la concentracién de las sales se incrementa, la solubili-
dad de las proteinas comienza a decrecer de nuevo, ya -

-
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- - i
muy altas concentraciones de sal, la proteina puede ser

completamente preclplfuda, y el efecto es llamado "Salhng
out". e

‘Alden y -Hughes(z) explican este comportamiento di-
ciendo que los iones en pequefias canfidades actGan produ-
ciendo en las moléculas de proteina interacciones entre las
cargas opuestas e incrementan la solubilidad; sin embargo
con altas concentraciones de sal decrece la solubilidad, de
bido a la deshidratacién de la molécula de proteina.
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3. METODOS DE TRABAJO

Para determinar la actividad de las enzimas presentes
en las aguas de café se_experimenté con varios métodos da
dos por la literatura(ls18), entre los cuales se escogieron
los siguientes:

METODO A

Determinacién de la actividad enzimética, basada en
la reduccién de la viscosidad del susirato, debida a la ac~
¢ién de la enzima, éste método fue reportado por Barrios ).
Se hicieron modificaciones segin conveniencia.

Las condiciones del andlisis son:

a) Mezcla para incubar: 2 ml de muestra enzimética (-
50 ml de polipectato de Na 1%
(El conirol se hace inactivando la enzima con 1 ml de
NaOH IN).
b) Incubacién: 48 horas a 30°C con agitacién {5
c) Fin de la reaccién: agregar 1 ml de NaOH IN
d) La viscosidad se midié con un viscosimetro de Ostwald
a 30°C. La relacién encontrada se presenta asi:

Viscosidad (tiempo) muesira
~ Viscosidad (tiempe) conirol

L
ot
tend

29
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-METODO 8

Este método et una medificacién hecha ol métods A pa
ra usarse cuando e he lsgredo concentrar la erzima por 16
que el tiempo de incubacién es mensr; ya que la enzima -
por estar concentrada es més activa y actiia més répido.

En un fubo de ensays colocar:

a) 5.0 ml de polipectats de Na 1% + 2 mi de una selu=
cién amortiguadeora con el pH deseado; se incuba ésta
mezcla durante 5 = 10 minutes pors que alcanse la =
temperature o la que se hord la determinacisn.

b)Y Luego se agregan 0.2-1.0 ml da la preporocisn enzimé
tica, y deswéc de ag:iaf vigerosamenie se fransvase e
mezcia 6 un viscosimeiro de Ostwald, se mide la visco
sidad durante intervalos separades, hasia llegar 30-60
minufes del iniclo de 6 reaccién enzimatica.

¢} El control se hace usando une fraccién de la muesira,
que se ha hervido durante 5 minutes, en bafio de Ma=
ria, para inactiver la enzime.
d) La actividod enzimético se puede expresar:
1} De la misma meners que el método A
2) Como el tiemps necesario parc reducir la viscesi=
dad infcial de fa mezcia, en recccién, haste un 50
% de la viscosidad del conirel,
METODO C

Para la determinacisn de las proteinas totales se ussel
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método de Kjeldahl descrito en Methods in Enzimo|ogy(18).‘

METODO D

 Se usb también el método de Lowry para la determina-
cién de proteinas. Es un méiodo més répido-que el Kjeldhal,
pero no es aplicable con preparaciones que confengan mas
del 0.15% de (NHg)y SO4, por lo que no se puede usor -
con los precipitados y sobrenfldanss obtenidos al tratar las
aguas de café con dicha sal (16,18

METODO E
Determinacién de sélidos totales. Para ésta deiermina

cién se utilizé un horno a 105°C, presenténdose los resulfa
dos como porcentaje en peso.




4, RESULTADOS Y SU DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LAS CORRIENTES DE DESHE-
CHO EN LAS QUE ESTAN PRESENTES LAS EN Zi-
MAS

Para ello se estudié la actividad de las enzimas pécfi’—
cos en las aguas de despulpado y en las que provienen de
los tanques de fermentacién del despulpade, en cuanto a la
existencia de esas enzimas en las diferentes corrientes - ‘de
desecho, asi como los cambios que ocurren en su actividad,
después del muestreo.

a) Se eligieron las siguientes corrientes:

. agua de los pulperos

. tanque de fermentacién, 1 dia después de despulpar
. tanque de fermentacién, 3 dias de5pues de despu!par
. pila de pulpa de café. « T S

En estas corrientes se analizé: nifrégenc total (micro
Kjeldahl, Método C) y actividad reductora de viscosidad -

(Métoedo A), durante un perfodo de 8 dias o 4@C Los resul
tados oparecen en el Cuadro N2 1, .

2o ke E e




CUADRO Ng 1
Muesira  Proteina(l) Actividad (2)
" mg/ml 22dia  42dia  62dia 82 dia
0.19 0.246 0.054 0.257  0.000
2.50 0.755 0.823 0.169  0.455
1.50 0.634  0.227 0.056 0.305

0.80 0.325 0.173 0.140 0.418

Se eligié la corriente 2 para el siguiente ensays, se to
maron 2 fracciones, asi:

2.1 Almacencda a 4°C
2.2 Almacenada a 25°C

Le cantidad de prafe?nd, carbohidratos y la actividad
se midieron el ler. dia después del muesireo y luego 20dfas
més tarde. (Ver cuadro 2)

(1) Proteina en mg/ml obtenida de multiplicar el Niirége
no total x 6.25 B

(2) Los valores de actividad presentados corresponde a | a
relacion:

Viscosidad (tiempo) muesira

B Viscosidad (tiempo) control
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CUADRO N2 2

Muesira Dios Proteina(') Carbohidrates@) Actividad(®)

21 1 220 176%  0.267
2.1 20 2,20 0.98 0.360
22 1 2.20 1.36 0.312
2 20 220 0t 0.822
c) Al terminar el ensayo anterior, fa temperatura de alma
cenamiento de la muesira 2.1 se cambié a 25°C y se

manfuvo en observacién durante 9 dias, los resultados
aparecen en el Cuadro N2 3.

(1) Proteina en mg/mi
(2) Como % de socarosa, base muesira liquida

(3) Condiciones similares a las del Cuadro N2 1
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CUADRO N© 3

Dia 'S()I idos Tot. Prot_ei‘m(_l) Carbohidrates Actividad (2)

0 3.5% 4.9 0.96  0.360
2 7 3.5 2 0.71 0.748
2.9 5.8 0.29 0.802
2 6.0 0.27 0.824

3.0 6.0 0.21 0.834

DISCUSION

a) Enel cuadre N2 1 se observa que todas las corrientes
muesireadas presentan actividad enzimétice, siendo mayor
en los tanques de fermentacién. Sin embargo no se encuen-
fra una tendencia definida en el cambio de actividad de -
las muestras en el perfodo estudiade. Notamos ademés que
la mayor actividad se encontré en la corriente del tanque
de fermentacién de 1 dia asi como el contenido de protei-
nas en este tanque es considerablemente mayor.

b) Enel cuadro 2 se observa:

1. Un aumento en la actividad de ambas fracciones,

(1) Proteina en mg/ml

(2) El tiempo de incubacién fue de 48 horas, las cor’idici'g
nes restantes fueron las mismas que las anteriores.
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siendo mucho mayor en la muestra que se mantuvo
a25°C

2.  Una reduccién en la proporcién de carbohidratos,
que es mayor en la fraccién 2.2

Evidentemente las enzimas actuaron con mayor activi-
dad o la temperatura més alta, como era de esperarse. A
temperatura baja se mantiene activa pero sin aumentar con
siderablemente su actividad. -

c) Los resultados del cuadro 3 indican que ademés de lo
observado en la seccién anterior, hay una produccién de
proteinos. Esto nos sugiere que hay un desarrolio de algin
microorganismo que para su crecimiento consume los sustra
tos disponibles en las aguas de desecho, con la ayuda de
las enzimas pécticas producidas por él mismo. Hecho que
también se confirma con la disminucién de carbohidrates -
que se observan en el cuadro 2.

4.2 PURIFICACION DE LAS ENZIMAS

Hobiendo determinado la existencia de las enzimas en
las aguas de deshecho de los beneficios de café se procedid
a su extraccian y purificacién, para ello se utilizaron los -

siguientes métodos:

1. Precipitacién con sulfato de amonio
2. Filtracién en gel.

4.2.1 Procedimiento general de precipitacion:

Antes de infentar la precipitacién de las proteinas, las®
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aguos se filtraron en vacio en popel Whatman N2 5; algu-

nas fracciones se centrifugaron a diferentes velocidades, y-

otras se filtraron al vacio con filtros Milliporo (tamafio del
poro 0.22 ). Se hicieron recuentos bacteriol6gicos de los
fracciones recolectadas y determinaciones de proteing, séli
dos totales y actividad pectinolitica (Ver métodos se ccién

5).

A los fracciones filtradas con Milliporo se les agregé
(NHg)SO4 en solucién saturada (Ver base de la teorfa de
precipifacién de proteinas en inciso 2.8) a una temperatura
de 20°C. Las scturaciones de sulfato de amonio se variaron
entre 30 y 100%. La preparacién proteico saturada con la
sal se centrifugd o diferentes velocidodes y o diferentes -
tiempos. El sobrenadante se recuperé para uno nueva satu-
racién; el precipitodo se disolvié con una cantidad minima
de agua destilada y algunas veces se dializé durante 24 ho
ras a femperciura ambienie con una solucién amortiguadera
de ciirato-fosfato pH 5.0 o con agua destilada. Con la pre
paracién resultante de 1a dialisis se deferminé la actividad
enziméatica por el método B, asi como el contenido de pro-
teina cuando la cantidad de fa muestra permitié hacerlo. -
En algunos casos se determiné la actividad sin dializar |a
muesira.. Se repitieron los ensayos usando café de altura y
café coste para comparacién. A continuacién se dan los re
sultados de las variaciones que se hizo para cada ensayo.

4.2.1.1 Centrifugacién de las aguos de café a varias velo-
cidades,

Las muestras se centrifugaren a 25°C durante 10 minu-
tos usando muestras recolectadas durante el mes de marzo -
en.el beneficio de café San Lézaro de Antigua Guate ma -
la.
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CUADRO N2 4

RPM. (25°)(]) xg Recuento microbiolégico por ml

muestra original | 280 x 109
4000 1 800 3.0 x 105
5500 3 400 2.5 x 10°
7000 5 500 3.0 x 109
9000 9 000 2,0 x 10°

Con nuevas muesiras que se recogieron en los desagues
de los tanques de fermentacién del mismo beneficio de cq-
fé recolectadas enire las 12 y 24 horas después de que el -
café habia sido despulpado, durante el mes de octubre de
1973, se ensayaron mayores velocidades de centrify gacién
y una femperatura més baja. Los resultados se presentan en
el cuadro N2 5,

(1) Café de altura.
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CUADRO N2 5
RPM 4°C (1)._ x g Recuento microbiolégico por mi
6700 5000 1.3 x 10°
9500 10000 8.7 x 10°
11500 15000 6.2 x 10°
13500 21000 3.8 x 10°
17000 32000 1.6 x 10
- Muestra original 230.0 x 10°

De los datos del cuadro 4 notamos que a velocidades
de centrifugacién comprendidas en el rango de 4000 a 9000
RPM, la reduccién en el recuento microbiolégico es del 10
% * sobre la contaminacién original, sin importar la veloci
dad de cenirifugacién. B

~ Sin embargo en el cuadro N2 5 notamos que a veloci-
dades mayores de 9000, la relacién enire la contaminacién
y la velocidad es més directa, pues a medida que aumenta
la velocidad disminuye el recuento microbiolégico.

Ofiro hecho notable es que la presencia de microor ga-
nismos afecta las mediciones de la actividad enzimatica, es
to se demuesira con los resultades expuestos en el siguiente

(1) El café beneficiado era de costa.
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cuadro:
CUADRO N=6 .
Recuento por ml Acﬁvcﬂ’ddd(])(Z).._ ;
13 x 10° 0.555
8.7 x 10° | 0.530
6.2 x 10° | 0.414
3.8 x 10° 0.252

4.2.1.2 Fiitracién de las aguas de fermentacion de café - -
con filires Millipore.

Como se menciond en el procedimiento general de pre .
cipitacion los aguas de café recolectadas se filtraren - por .
Millipore antes de proceder a la precipitacion. Las. mues=
tras recién recolectadas se filtraron primeramente gl vacio .
usando papel Whatman N2 5, luego se filtraron por Mi“ﬂp@
re usando filiros con poros 0,22 u. Los resulfados se encuen
tran en el cuadro 7. o

(1) Se usd métedo B pora determinacién de d@%wadad a pH
5.0 e

(2) A coda porcién cenirifugada se le determiné tanfo ac- -
tividad como recuento microbiolégico (datosen-cuva—-
dros 5 y 6).
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CUADRO N2 7

Recuento microbioclégico roteing
Muesira(T) 9 P

por mi mg/mi
Original 30.0 x 105 1.12
Cenirifugado () 30.0 x 10° 1.15
Filtrado con Millipore 1.0 x 102 1.09

Se observa una reduccién bien definida de la contami
nacién microbiolégica en lo muestra il tradg con Millipore,
asi como una cierta reduccién en el contenido de proteing,
al compararias con ias aguas sin tratamients o centrify ga-
das. Por el contrerio, la cenfrifugacién prolongada sélo -
dio por resultade una contaminacign similar a la de la mues
tra original, causada probablemente por la multiplicacisn
de los microorganismes, como también lo sugiere el conten;
do de proteina. =

4.2.1.3 Precipitacion de las profe inas (enzimas) con
(N Hg)2SO4

Las oguas de lavads de café recolectadas durante el -
mes de marzo del beneficio San Lazaro, se filiraron con pa
pel Whotman N2 5 ] vacio, y luego en filiros bacteriolégi

(1) Muestra captada durante el mes de marzo

(2) Cenirifugado a 2000 g, 1 hora y 25°C.
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cos Millipore (ver seccién anterior). Luego se efectué la
precipitacién agregando sulfafo de amonio en diferentes sa
turaciones, que variaron de 30 a 100% de saturacién. Para
poder comparar la actividad de las enzimas precipitadas de
las agues de lavado de café, se hizo la precipitacion con
fas mismas saturaciones usando las enzimos comerciales Pec

tinol 41-P y Spark-L los resultados se presentan en las gré=
ficas del 1 ol 4.

Discusién de los resultados

En los graficas 1 y 2 se observa la forma cémo disminu
ye la viscosidad con el tiempo de incubocién (método B)de
1 ml de muestra con el sustrato polipectato de Na. 1% + so
lucién amortiguadora de aceiato pH 4.5, al precipitor los =
proteinas de las preparaciones Spark-L y Pectinol 41-P (I
mg/ml).

En la grafica 1 se nota una diferencia marcadc en la
actividad de fas precipitociones de las saturaciones a 30%
y 50%, notamos que o la saturacién de 70% la tendencia -
de la curva y la actividad del precipitado es muy seméjan-
te a la saturacion de 50%, esto nos sugiere que hay una so
turacién éptima (o determinadas condiciones de femperatu=
ra, clase de proteine presentes; etc.) dénde precipita la ma
yor cantidad de proteina pasada la cuel, la precipitacién =
confinGia casi constante., '

En la precipitacion dei Pectinol 41-P (graf. 2) esta di
ferencia es menor lo que nos sugiere que existe otra Safu'r’c

cién arriba de 50% dénde la precipitacién es 6ptima.

En las graficas 3 y 4 se observa cémo aumenta la acti-

FROBEDATS DS, L& ONIVERSIDAD DE SAN CARLOS JE G&iuu-

RBiib:lliiots ¢ Central
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vidad del precipitade de las aguas de café ol aumentar la-
saturacién con (N Hy) SO Es importante notar que a par-
tir de una saturacisn del %5%, la actividad de los precipi-
tados obtenidos se mantiene dentro de un cierto intervalo -
comdn sin importar la cantidad de Sulfato que se haya agre
gado.

4.2.1.4 Comparacién de las aguas de café de costa y altu-
ra

Se trabajé con aguas de café de costa y altura para po
der establecer comparacién enire ambas, cenfrifugéndose y
filtrando luego en filiros bacteriolégices Millipore (ver cua
dros 5y 6). Se repitié también con estas muestras el efecto
de la fermentacién natural con el tiempo sobre laactividad
enzimética.
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CUADRO N2 8

Dia Sélidos totales Proteinall) Aéﬁﬁdaéi .(24)
~ig % ug/mi BB RO S

0 0.581 546 1 0.276

1 0.579 495 - 0.345

2 0.565 400 0.365

3 0.515 436 . 0.449

5 0.410 396 =

6 0.380 404 il

7 0.350 ) S

8 : 470 0.380

9 - 525 0.311

10 - : 0.7063) |

12 - 445 PFo=-

(1) Analizada por el método de Lowry

(2) Incubacién de 24 horas a 30°C.
1 ml de muestra + 5 ml de polipectato de sodio pH 5.0
Viscosidad muestra activa

la activid : sa : 2 i
ividad se expresa como Viscosidad control

(3) La incubacién fue de 48 horas a 30°C.

s

gttesom
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Se observa que én 10 dias se alcanzé el nivel de acti-
vidad de las pruebas hechas anteriormente con café de altu
~ra, Otro hecho importante es la reduccisn del contenide =
de sélidos totales en la muestra; la variacisn en el confeni
do de profeina no resulta significativa dado el elevado error
del método de anéiisis.

Por lo tanto el efecto de la fermentacién natural con
el tiempo sobre la actividad enzimética es semejante en el
café de costa asi como en el de aliura.

Se hizo ofro ensayo similar al anterior con nuevas -

muestras, usando aguas de café de costa y alturg, captadas
el mismo dia. Los resultados se muestran a confinuacisn,

CUADRO N2 9

Dia Prote i‘nq“) Actividad @)
' A & A L
mg,/ml mg/ml

0 1.423 1.276 0.438 0.371

2 1.399 1.262 0.505 - 0.300
6 1.019 1.019 0.376 -
8 0.894 0.851 - -

14 0.819 0.769 0.620 0.610

(1) Analizado por el método de Kieldahi

(2) La actividad fue analizada de igual manera que las
muestras del cuadro 8.
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Se notfa una disminucién en las profeinas del 0 ol 14 -
dia, mientras que lc activided se muestra una tendencia de
finida los primeros dics pero s aumentc en los Gitimos 12
dias, no hay diferencia noi‘abie enire el cafe de costa yo]-
fura.

Las muesiras anteriores se separaron en fres ﬁ"acc iones
coda una asi:

. a temperctura ambiente en recipiente abierto

2. o temperatura ambiente, en recipiente hermehcamente
cerrado

3. enrefrigeracisn (4-6°C)

A los 14 dias del muestreo, se obtuvo los siguientes re
sultados.

CUADRO N2 10

 Muestra Profeina Actividad -
mg/ml -
A-1 0.819 0.620. ;%
A-=-2 1.131 : Nula
o 1.431 0.420
Cc-1 0.769 0610 -
Cc-2 1.231 Nula -
Cc-3

1.272 0.392
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Se nota tanto en el café de costa como en el café de
altura un aumento en la actividad cuando la muestra se -
mantuvo en recipiente abierto y a la’temperatura ambiente,
no asi, las muestras que se mantuvieron en refrigeracién cu
ya actividad se mantuvo constante (ver cuadro 9). Es impor
tante observar que la muestra que se mantuvo en recipiente
herméticamente cerrado a pesor de estar o temperatura am-
biente no presenté ninguna actividad, lo que hace suponer
que los microorganismos productores de las enzimas son aero
bics. 9

Con las aguas de café anteriores (muestra dejada atem
peratura ambiente), se ensays odemés la precipitacién de

proteina con sulfato de amonio. Los resultados pueden cb-
servorse en el cuadro siguiente.

CUADRO N2 11

Saturacisn, %(1) Actividad precipitado() Actividad(3)

Sobrenadante
40 0.6404) - 0.3224)
50(3) 0.2344) 0.170
60 0.378 0.105
70 0.308 0.036

(1) Se usé una solucién safurada de (NHg) SO4.

(2) La actividad se determiné como en las muestras o nte-
riores (métodos B,seccién 5). A_

(3) Desde esta precipitacién (50%) se wsé el sobrenadante
de las precipitaciones anteriores.

(4) Promedio de determinaciones de actividad por duplica
do en cada una de las muestras saturadas por separado.

(5) Promedio de dos determinaciones de actividad de una
muesira
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DISCUSION:

La precipitacién a una saturacién de 40% presenté la
mayor actividad; sin embargo, las siguientes precipitac io -
nes aGn estaban activas, lo que nes sugiere que no toda la
proteina precipité en la primera safuracién. Ademés, el so
brenadante de cada precipitocién ain presentaba actividad
hasta llegar al sobrenadante de la saturacién al 70% en el
que disminuyd considerablemente dicha actividad.

4.2.2 FILTRACION EN GEL

Se empacé una columna cromatogréfica de 1" de dig-
mefro con Sephadex G-25 (Pharmacia fine Chemicals). Se
aplicaron muesiras de aguas de fermentacién del café y so-
luciones acuosas de una preparacién enzimatica comere i al
(Pectine 41 P), usando como medio de elucién un amoriti-
guador de citrato-fosfato (pH 5.0 de fuerza iénica 0.027).

El liquido se fraccioné segin su absorbancia a 280 mn,
con un recolector de fracciones modelo 563 (Instrumenta -
tion Specialities Co.) acoplado con un analizader uitravio
leta modelo UA-2 (ID). Las fracciones se recolectaron pa-
ra determinar su activided enzimética con el Método B. Los
resul tados se observan en la grafica No. 5.

Debide a la dilucién que ocurre en el proceso, no -
muestran actividad enzimética apreciable las distintas -
muestras ensayadas; sin embargo, las variaciones de absor—
vancia de las muesiras eluidas sugieren ia existencia de pro
tefnas de varios pesos moleculares en las aguas de Fermem’a
cién del café.
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CONCLUSIONES:

La mayor actividad enzimética se enconiré en las co-
rrientes que fluyen de los tanques de fermentacién del
café, dos dias después de la operacién de despulpada.

La marcada y continuada actividad enzimética en las
muestras almacenadas a la temperatura del ambiente su
giere la morcada importancia de los microorganismos =
en la formacién de estas enzimas.

Los enzimos pueden recuperarse por un procese de pre
cipifacién con sales como el (N H4;2304 El procesa-
mienfo incluiria una preparacién de | as aguas de café
con filtros bactericlégicos, la precipitacién propiamen
te dicha, luego la centrifugacion del precipitado y fi=
nalmente secado del mismeo.
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