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RESUMEN

Pulpa y bagazo de mango (Mangifera indica var. Keitt) con un contenido promedio de
77.85% de humedad, una proporcién de soélidos solubles totales de 19.66 °Brix, pH de 3.82
y una acidez titulable de 0.304% expresada como acido citrico, fueron molidos y
homogenizados en soluciones de extracciéon en relacion 1:3 (v/v), pulpa:solucién reguladora
borato-acetato pH 8.3. Se usaron concentraciones variables de NaCl (0.2, 0.4, 1.0y 1.5 M),
para estudiar el efecto de la fuerza idnica sobre el rendimiento de extraccion de pectin metil
esterasa (PME) de mango. Se obtuvieron 0.41 UPME/mI en el extracto crudo de bagazo
extraido con 0.2 M de NaCl y 0.35 UPME/mI en el extracto crudo de pulpa de mango. En
condiciones de pH de 7 y 7.5 la PME mostr6 su mayor actividad con 4.0 y 0.28 UPME/mI
en los extractos crudos, respectivamente. El descenso en actividad fue muy pronunciado
en valores de 6.5y 6.

ABSTRACT

Bagasse and pulp of mango (Mangifera indica var. Keitt) showing an average moisture
content of 77.85%, total soluble solids of 19.66 °Brix, pH 3.82 and 0.304% titratable acidity
expressed as citric acid, were ground and homogenized in extraction solutions at 1:3 (v/v)
ratio pulp:extraction buffer (borate-acetate), pH 8.3. To evaluate the effect of ionic strength
on pectin methyl esterase (PME) yield extraction from mango, different NaCl concentrations
(0.2, 0.4, 1.0 and 1.5 M) were used. The crude extract from bagasse produced 0.41
UPME/mI using 0.2 M NaCl, and 0.35 UPME/mI crude extract using mango pulp. The pH
values in which PME showed the largest activity was near 7.5 and 7, at which 4.0 UPME/mI
and 0.28 UPME ml of crude extracts were obtained, respectively.The decline in activity was
most pronounced in values 6.5 and 6.

Palabras clave: Mango, pectin metilesterasa
Area: Frutas y Hortalizas.
INTRODUCCION

Entre los principales problemas de los frutos en su estado natural o procesados se
encuentran las reacciones de pardeamiento asi como pérdidas de consistencia
durante el procesamiento o almacenamiento. Estos problemas son ocasionados
principalmente por la accion cooperativa de distintas enzimas con capacidad
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hidrolitica u oxidativa (Castaldo y col., 1997). La pérdida de turbidez se ha
relacionado con la actividad de la enzima pectin metilesterasa (PME, EC. 3.1.1.11)
que hidroliza los grupos esterificados de las substancias pécticas. Las pectinas
desterificadas interactian formando puentes con calcio favoreciendo la pérdida de
turbidez y una separacion de fases (Pilnik y Voragen, 1991; Vercet y col., 1999).

La PME cataliza la hidrolisis de metil ésteres del C-6 de residuos de acido
galacturonico, lo cual genera la desmetilacion de las pectinas incrementando la
susceptibilidad de los polimeros pécticos a la degradacion por enzimas como
poligalacturonasa (PG). Estas enzimas son comunmente empleadas para
determinar la eficiencia del escaldado de frutas y vegetales (Yemenicioglu y
Cemeroglu, 1998).

Con el propésito de encontrar condiciones que permitan conocer el comportamiento
y manejo de enzimas como pectin metilesterasa, se han llevado a cabo numerosas
investigaciones en frutos y vegetales de importancia comercial. Los resultados
reportados en la literatura han permitido conocer el efecto de tecnologias
emergentes, nuevos procesos productivos y condiciones de almacenamiento que
extienden la vida util de estos productos. Con base en el entendimiento de los
componentes involucrados en la maduracion o deterioro, es importante identificar
las condiciones en las que las enzimas participantes de estos procesos pueden
obtenerse de forma efectiva. Esta informacién permite establecer las bases para
estudios enfocados en los factores que pueden afectarlas, inactivarlas o
modificarlas a manera de cumplir determinados propositos. En el presente trabajo,
el objetivo fue establecer las condiciones éptimas de extraccién y determinar la
actividad enzimatica de la pectin metilesterasa de pulpa y bagazo de mango
variedad keitt.

MATERIALES Y METODOS
Extracciéon de PME

Frutos de mango de la variedad Keitt fueron obtenidos en el mercado local de la
ciudad de Querétaro, México durante la segunda semana de octubre 2013. Los
mangos fueron seleccionados en un estado maduro conteniendo en promedio 77.85
% de humedad, una proporcién de sélidos solubles totales de 19.66 °Brix, pH de
3.82 y acidez titulable de 0.304 % expresado en acido citrico.

La pulpa de mango colectada manualmente fue molida y homogenizada en un
extractor de jugos comercial y tanto el puré como el bagazo fueron sometido a un
proceso de extraccion de PME siguiendo el método mostrado en la Figura 1.
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| Mango en Fruto |

v

| Seleccion e inspeccion |

v

| Sanitacién y desinfeccion: Inmersién en solucién con 200 ug/ml hipoclorito de sodio. |

v

| Pelado, despulpado manual y obtencion de puré mediante extractor de jugo |

v

| Extracciéon de PME de puré y bagazo |

v

Mezcla retenida de mango + 3 vol. de buffer a pH 8.2 conteniendo 0.2 M NaCl. Manteniendo agitacion a
temperatura durante 12 h

v

Coleccion del extracto usando manto de cielo

v

Fraccionado selectivo con sulfato de amonio al 30-80 %
v

Precipitado final resuspendido en solucién amortiguadora conteniendo 0.2 M NaCl y dializado contra
la misma solucién amortiguadora a 4 °C nara obtener un extracto enzimatico crudo.

Figural: Extraccion de PME de mango

Determinacién de actividad de PME

La actividad de PME fue medida por titulacién para determinar la concentracion de
grupos carboxil libres formados por la accion de la enzima sobre una solucion del
1% de pectina de manzana (70-75% de esterificacién) conteniendo 0.2 M NaCl. La
mezcla de reaccién consistio en 25 ml de solucién de pectina y 1 ml del extracto
enzimatico mantenida a 30 °C y pH de 7.5 La mezcla de reaccion fue colocada en
un titulador automético (Metrohm, 905 titrando) usando una solucion 100 mM de
NaOH. Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida
para liberar un g mol de grupos caboxil/min y fue calculada mediante la siguiente
férmula:

UPME — (ml NaOH)(MolaridadNaOH)(1000)
(Tiempo(min))(ml demuestra)

Efecto del NaCl sobre la extraccion de PME

El efecto de la concentracion de cloruro de sodio sobre la extraccion de la enzima
PME se estudié en una solucion amortiguadora de borato acetato pH 8.3 (0.45 M
acido bérico, 0.1 M tetraborato de sodio, 0.3 M acetato de sodio)(Vercety col., 1999;
Do Hamaral y col., 2005; Ly-Nguyen y col., 2003), conteniendo diferentes
concentraciones de NaCl (0.2, 0.4, 1.0 y 1.5 M).
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Efecto del NaCl sobre el rendimiento y la actividad de PME

A condiciones de reacciéon estandar el efecto del cloruro de sodio sobre la actividad
del extracto crudo de PME se estudi6 en la reaccidén enzimatica, usando diferentes
concentraciones de NaCl (0.2, 0.4, 0.6, 1.0 y 1.5 M) en sustrato péctico.

Efecto del pH sobre la actividad de PME

El efecto del pH sobre la actividad de la enzima PME se estudio en la reaccién del
extracto enzimético-sustrato, usando diferentes valores de pH (6.0, 6.5, 7.0, y 7.5).

RESULTADOS

La metodologia utilizada permitié extraer la enzima PME parcialmente purificada,
mostrando rendimientos variables y actividades enzimaticas diversas en funcién de
las condiciones empleadas. El extracto crudo obtenido del bagazo de la pulpa de
mango mostré una actividad enzimatica de 0.41 UPME/mI de extracto crudo seguido
por 0.35 UPME/ml de extracto enzimatico obtenido del puré de mango. Estas
diferencias se deben principalmente a que las pectinesterasas se encuentran
comunmente situadas en los espacios entre las paredes de las células de los tejidos
de los frutos y pueden ser liberadas de forma efectiva a pH de 7.0 e incrementando
la fuerza i6nica en el medio (Arbahisah y col., 1996; Do Amaral y col., 2005; Jansen
y col., 1960). La actividad enzimatica registrada es baja comparada con la actividad
reportada en otros frutos como la naranja o limoén; sin embargo los valores
encontrados son consistentes con los valores de actividad enzimatica reportados en
mango de otras variedades. (Labiby and El-Ashwah,1995) reportaron un valor de
4.5 UPME/100 g de pulpa de mango, sin embargo en el mismo trabajo los autores
mencionan gue la mayor proporcion de PME no se encuentra en pulpa, sino que se
encuentra en el pericarpio reportando valores de hasta 39 UPME/100 g de fruto
fresco.

Efecto del NaCl sobre el rendimiento de extraccion de PME y mediciéon de
actividad

Considerado que la mayor concentracion de la enzima se encuentra en el tejido del
bagazo de mango, los estudios se continuaron con el bagazo y el retenido del
filtrado de puré de mango (midiendo la actividad enzimatica a condiciones estandar
con 0.2 M NaCl en solucién de pectina de manzana con 70-75 % de esterificacion).
Cuando de utilizd6 0.2 M NaCl para la extraccibn se obtuvieron los mayores
rendimientos de extracto crudo y actividad enzimatica, con un valor de 0.35
UPME/mI de extracto crudo enzimatico y descendiendo hasta una actividad no
detectable en extractos obtenidos con 1.5 M NacCl.

Efecto del pH en la actividad de PME
El valor de pH donde la PME mostro su mayor actividad fue en valores cercanos a
7.5y 7 encontrandose una actividad de 4.0 UPME/ml y 0.28 UPME/mI de extracto
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crudo, respectivamente; sin embargo, el descenso en actividad fue muy
pronunciado en valores de pH de 6.5y 6.

CONCLUSIONES

La condiciones de extracciéon de PME de mango variedad Keitt mas efectivas fueron
a pH 8.3y 0.2 M NaCl. Es importante mencionar que la solucion amortiguadora en
este estudio involucra a borato-acetato pH 8.3 (0.45 M acido borico, 0.1 M
tetraborato de sodio, 0.3 M acetato de sodio) que a 0.2 M NaCl participa en un
ambiente mas saturado que con el empleo de soluciones amortiguadoras como Tris-
HCI. La actividad enzimatica fue mas elevada a pH 7.5y 0.2 M NaCl en comparacion
con los valores observados en las otras condiciones estudiadas.
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