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RESUMEN

La pectina es un polisacirido de origen vegetal ampliamente usado en las industrias alimenticia y
farmacéutica, entre otras, debido a sus particulares propiedades fisico-quimicas. En este articulo se
estudia la actividad solubilizadora de pectina de protopectinasa-SE, enzima producida por el hongo
levaduriforme Geotrichum klebahnii, utilizando como sustrato el albedo del limén (parte interna, blanca
y esponjosa de la ciscara) y la protopectina (sustancia péctica insoluble en agua, obtenida del mismo
tejido). Se evaluda el efecto del tamafo de particula y de la composicién, el pH y la temperatura del
medio de reaccién, usando el disefio experimental Dochlert. El pH, la temperatura y la concentracién
de solucién amortiguadora de pH (4cido citrico-citrato de sodio, CitB) ejercen un importante
efecto sobre el proceso de solubilizacién de pectina a partir de protopectina, con un nivel éptimo de
solubilizacién a pH 5,0, 37°C y concentraciéon de CitB = 25 mM. Bajo las condiciones éptimas de
reaccién se obtuvieron rendimientos de 37 y 28 g de pectina/100 g de tejido (base seca) a partir de
protopectina y albedo, respectivamente. La pectina extraida en ambos casos presenta un contenido de
grupos urénicos de 60% y un grado de esterificacién de 78%.
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ABSTRACT

Pectin is a polysaccharide of vegetal origin widely used in food and pharmaceutical industries, among
others, due to its particular physicochemical properties. Pectin solubilizing activity of Protopectinase-
SE, an enzyme produced by the yeast-like fungus Geotrichum klebahnii, was studied using lemon albedo
(the inner white and spongy part of the peel) and protopectin (the water insoluble pectic substance
obtained from the same tissue) as substrates. Eftects of substrate particle size and composition, pH and
temperature of reaction medium were evaluated using a Dochlert experimental design with response
surface. Temperature, pH and buffer (citric acid-sodium citrate, CitB) concentration display an important
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eftect on pectin solubilization process, with optimal solubilization conditions at pH 5.0, 37°C and CitB
= 25 mM. Yield of 37 and 28 g of pectin/100 g tissue (dry basis) are achieved under optimal reaction
conditions from protopectin and albedo, respectively. In both cases, extracted pectin shows a 60% uronic

acid content and 78% esterification grade.

Key words: pectin, protopectin, polysaccharide, Citrus limon.

INTRODUCCION

Las pectinas constituyen un grupo heterogéneo
de polisacaridos dcidos de origen vegetal con propie-
dades de gelificacion, estabilizacion de emulsiones 'y
aporte de fibra nutricional, razén por la cual tienen
gran aplicabilidad en las industrias alimenticia y
farmacéutica, entre otras. Para su produccién se
utilizan algunos subproductos propios de industrias
de jugos de fruta, principalmente ciscaras de citricos
y orujo de manzana. Su precursor es la protopectina,
definida como la sustancia péctica insoluble en agua
que origina pectina soluble por despolimerizacién
parcial (1, 2).

Estructuralmente la pectina estd constituida por
un esqueleto de residuos de icido galacturénico
(AGA) unidos entre si por enlaces a-1,4, los cua-
les pueden estar esterificados con metanol. A esta
region se la denomina Homogalacturonano (HG),
la cual normalmente equivale a un 70% - 80% de
la masa total de la pectina. Las propiedades funcio-
nales de la pectina dependen, entre otros factores,
de su grado de esterificacion. A su vez el esqueleto
estructural de HG puede estar interrumpido por
moléculas de ramnosa unidas por enlaces a-1,2, a
partir de los cuales se forman cadenas laterales de
azucares, principalmente L-arabinosa y D-galacto-
sa, generando de esta manera la regién denominada
Ramnogalacturonano (RG). Existen algunos fac-
tores estructurales que le otorgan a la pectina gran
rigidez, convirtiéndola en una estructura insoluble
denominada protopectinas. Entre estos factores se
pueden mencionar los puentes de Ca** entre gru-
pos carboxilicos libres, y la unién de las cadenas de
azucares laterales a la celulosa (1, 3, 4).

Existen diferentes técnicas para la extraccién
de pectina a partir de tejidos vegetales, las cuales
utilizan procedimientos fisico-quimicos, mi-
crobioldgicos o enzimdticos. Sin embargo, los
procedimientos fisico-quimicos, si bien son los
mis utilizados a nivel industrial (5-8), tienen las
desventajas que conlleva el manejo, tanto de dcidos
fuertes como de altas temperaturas, sin mencionar
sus altos requerimientos energéticos y los problemas

de contaminacién ambiental que generan. Desde
hace algunos afnos se ha informado sobre diversos
trabajos relacionados con el uso de las técnicas
microbioldgicas y enzimadticas (5, 6, 9); sin embar-
go, son escasos los estudios que relacionan dichos
procesos con la optimizacién de las condiciones de
operacion.

Los procedimientos enzimiticos para la extrac-
ci6n de pectina utilizan aquellas enzimas, de origen
microbiano, que tienen la capacidad de solubilizar
pectina a partir de protopectina, las cuales son
denominadas Protopectinasas (PPasas) (10). La
Protopectinasa-SE (PPasa-SE), fue aislada a partir
del hongo levaduriforme Trichosporon penicillatum
SNO-3, el cual posteriormente fue reclasificado
como Geotrichum klebahnii ATCC 42397 (11).
Desde el punto de vista quimico, PPasa-SE es una
glicoproteina con un peso molecular de 40 kDa
(determinado por SDS-PAGE), que el microorga-
nismo secreta directamente al medio de cultivo. La
misma fue caracterizada e identificada como una
endo-PGasa (3.2.1.15). Diversas PPasas, producidas
tanto por bacterias como por levaduras y hongos
filamentosos, han sido también purificadas y ca-
racterizadas (9, 12, 13).

La produccién industrial de pectina se concen-
tra en algunos paises de Europa, principalmente
Alemania e Inglaterra, donde existen plantas que
producen mais de 8.000 toneladas anuales. Los valo-
res de importacién de sustancias pécticas (pectinas,
pectatos y acidos pécticos) en Colombia, segtin
informes obtenidos entre los afios 2005 y 2007,
ascienden en promedio a 265 toneladas anuales,
mercado equivalente a US$ 2.180.000 (14). Con
base en estos datos, y aprovechando la caracteris-
tica de ser Colombia un pais con gran cantidad y
variedad de citricos, se hace pertinente el estudio de
sistemas que permitan la extraccién enzimitica de
pectina, ofreciendo de esta manera alternativas para
el aprovechamiento de residuos agricolas, mediante
tratamientos biotecnoldgicos innovadores y de bajo
impacto ambiental.

En el presente trabajo se evalud el efecto del
tamano de particula y la composicién, pH y tem-
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peratura del medio de reaccién, sobre la capacidad
de solubilizacién de pectina a partir de protopectina
de limén, usando PPasa-SE. Para ello se utilizé el
disefio experimental Dochlert, que permitié definir
los niveles de las variables que optimizan el pro-
ceso de solubilizacién de pectina. Posteriormente
se pudo determinar el rendimiento del proceso,
usando las condiciones dptimas de operacién en-
contradas previamente, a partir tanto de albedo
como de protopectina de limén. Por dltimo, la
pectina extraida fue caracterizada parcialmente
por medio de la determinacién del contenido de
cidos urdnicos (expresados como AGA) y el grado
de esterificacién.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y fuente de enzima

Los reactivos m-hidroxidifenilo, icido poliga-
lacturénico, dcido galacturénico monohidrato y
el reactivo de Folin-Ciocalteu fueron adquiridos
comercialmente a Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Mo); Aldrich (MI); o Merck (Dramstad). Todos los
demis reactivos empleados estaban comercialmente
disponibles y en grado analitico. La PPasa-SE fue
obtenida a partir de cultivos de Geotrichum klebahnii
ATCC 42397 realizados en un biorreactor LH 210
(Inceltech, France) de 5,0 L, en la modalidad de lote
alimentado, utilizando un medio constituido por
glucosa, urea, sales y micronutrientes, definido en
trabajos previos (15, 16). La biomasa se separd por
centrifugacién (10 min, 4°C) a 16,000 X g,y el so-
brenadante se concentrd por evaporacién a presion
reducida, se liofilizé y almacend posteriormente a
-20°C. Para su utilizacién, la enzima fue resuspen-
dida en agua desionizada y almacenada nuevamente
a -20°C. Esta solucién se denominard de ahora
en adelante Solucién Concentrada (SC), la cual
presentd una actividad PGasa de 1.500 U/mL (300
U/mg de proteina). La SC es diluida al momento
de su utilizacién con una solucién amortiguadora
de pH definida en cada experimento.

Obtencién de protopectina

Se seleccionaron frutos frescos y maduros de
limén (Citrus limon Burm, cv. Lisbon), los cuales
se refrigeraron 12 h antes de su utilizacién. La
técnica utilizada para la extraccién de protopectina
consistid en el tratamiento con etanol frio (16, 17),
para lo cual inicialmente se extrajo la parte super-
ficial coloreada de la ciscara (flavedo), la cual fue

descartada. Después de extraer mecdnicamente el
mesocarpio del hesperidio del limén también deno-
minado albedo (parte interna, blanca y esponjosa de
la ciscara), éste se trituré usando una procesadora
de alimentos doméstica. Posteriormente se adicio-
né 1 mL de etanol 96% (p/v) por gramo de albedo
himedo, dejando en reposo en heladera por 24 h a
con el fin de provocar la inhibicién de las enzimas
enddégenas del tejido vegetal, particularmente la
pectin-esterasa. El albedo en suspension fue tami-
zado, seleccionando los tamanos de particula segtin
la retencién en las mallas 10, 16 y 20 (serie Tyler),
cuyos didmetros de abertura son 1.700, 1.000 y
850 wm, respectivamente. Las particulas que atra-
vesaron la malla 20 (& < 850 um) se descartaron,
ya que experiencias preliminares demostraron que
al secarlas se convierten en un material de dificil
manejo. Las particulas retenidas por las mallas 10
(@ > 1.700 um) y 16 (1.700 um > @ > 1.000 um)
se volvieron a procesar para disminuir su tamafio,
y nuevamente se tamizaron. Este procedimiento
se repitid varias veces con el objeto de aumentar el
rendimiento de particulas que pasan a través de la
malla 16 y quedan retenidas en la 20 (1.000 um > &
> 800 wm). Las particulas asi obtenidas se lavaron
cuidadosamente con abundante agua a temperatura
ambiente hasta obtener reaccién negativa al m-
hidroxidifenilo en las aguas de lavado, indicando
una cantidad no detectable de sustancias pécticas
espontineamente solubles determinadas por su
contenido en grupos urdnicos. Luego, el tejido se
escurrid por suave compresion en una tela de trama
fina, y al producto obtenido, todavia htiimedo, se le
adicioné acetona y posteriormente se sec en estufa
a 30°C. Una vez seco el tejido, fue tamizado para
obtener la serie de tamafos correspondientes a la
retencion en los tamices 35y 50 (@ = 425y 300 um,
respectivamente). De esta manera, los didmetros
de las particulas obtenidas, asumiendo geometria
esférica, fueron: retenidas en tamiz 35 (850 um >
@ > 425 um) y en tamiz 50 (425 um > & > 300
wm). El rendimiento del proceso de extraccién de
protopectina fue de 35% (350 mg de protopectina/g
de albedo en base seca). El sustrato se conservo a
temperatura ambiente en recipientes cerrados.

Variables fisicoquimicas evaluadas durante
el proceso de solubilizacion de pectina

Se evalué el efecto del tamano de particula,
composicién del medio, pH y la temperatura sobre
la capacidad de solubilizacién de pectina (expresada
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como 4cidos urdnicos) a partir de protopectina de
limén a una concentracién de 20 mg/mL (30 mg
de protopectina + 1,5 mL de solucién amortigua-
dora). Se usé una concentracién de enzima de ~
1,7 U/mg de protopectina (equivalente a 35 U/mL),
valor correspondiente a la mixima adsorcién de
la enzima a la protopectina a 30°C. El proceso se
llevé a cabo por 6 h a 150 rpm. La composicién
del medio se evalué preliminarmente de acuerdo
al tipo de solucién amortiguadora de pH utilizada:
a) dcido acético-acetato de sodio (AcB) 20 mM, b)
icido citrico-citrato de sodio (CitB) 10 mM, y ¢)
citrato de sodio 12.5 mM-fosfato di-basico de sodio
6.25 mM (BCP 1/4). El pH de todas las soluciones
amortiguadoras fue 5,0 y su conductividad eléctrica,
medida con un conductimetro (HI 3291, Hanna),
tue de 1.2, 1.4 y 1.9 mS, respectivamente. Dichos
experimentos preliminares permitieron definir que
CitB y particula de tamiz 35 son adecuados en el
proceso de solubilizacién. Posteriormente se utilizé
el diseno estadistico Dochlert (18) con superficie de
respuesta para la optimizacién de los niveles de los
factores pH, concentracién de CitB y temperatura,
trabajados en los siguientes rangos: pH (3,0 — 6,0),
concentracién de CitB (5,0 — 45,0 mM) y tempe-
ratura (30 — 44°C). Este disefio se fundamenta en
la organizacién uniforme de las variables alrededor
de un punto central, dando origen a una estructura
tetraédrica de arista unitaria cuyos vértices pueden
ser cuantificados por un procedimiento matematico
simple, generando unas coordenadas codificadas
que posteriormente se transforman en valores rea-
les de los niveles de cada factor arrojando un total
de 15 experimentos, incluyendo un punto central
por triplicado. Las medidas se hacen con base en la
concentraciéon de AGA.

Determinacion del rendimiento en la
extraccion de pectina a partir de albedo y
protopectina de limén

Inicialmente se calcul6 la concentracién de albe-
do necesaria para lograr equivalencia, en términos
de material péctico, con la cantidad de protopectina
usada en los ensayos previos, para lo cual se tuvo en
cuenta el rendimiento en la extraccién de protopec-
tina (350 mg de protopectina/g de albedo en base
seca) y la humedad del albedo (80%). Los resultados
de estos cilculos indicaron que una concentracién
de protopectina de 0,02 g/mL es equivalente a 0,3
galbedo/mL. La dilucién de la SC se hizo con CitB
(25 mM, pH 5,0), alcanzando una actividad PGasa
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de 30 U/mL. El proceso se llevé a cabo por 6 h, a
150 rpm y 37°C. La pectina obtenida fue separa-
da de la solucién filtrando a través de una tela de
trama angosta, para luego adicionar al permeado
etanol 96% (v/v) en una relacién de 3 volimenes
de etanol a un volumen de permeado. Esta solu-
cién se mantuvo a 4°C por 2 h, periodo en el cual
se formé un gel de pectina con posibles pequenas
cantidades de materiales insolubles, por ejemplo
celulosa. Este gel se denominard materia insoluble
en etanol (MIE). El MIE se centrifugé (10.000 X g,
15 min, a 4°C) descartindose el sobrenadante. Esta
operacién fue repetida dos veces mas adicionando
etanol 70% (v/v), con el propésito de eliminar los
oligbmeros y mondmeros que corresponden a la
fraccién soluble en etanol, y luego se determiné
el peso seco. El rendimiento en la extraccién de
pectina se reporta como g de MIE por cada 100 g
de tejido procesado (5).

Técnicas de analisis

La actividad enzimdtica de PPasa-SE se evalué
con base en su actividad como PGasa, determinada
de acuerdo a la capacidad para hidrolizar cadenas
de PGA. Una unidad de actividad PGasa se define
como la cantidad de residuos reductores por mL
de 4cido poligalacturénico por minuto liberada en
las condiciones de reaccién (19). La cuantificacién
de pectina se hizo de forma indirecta midiendo
la concentracién de grupos urénicos de acuerdo
al método del m-hidroxidifenilo (mhdf) (20), el
cual utiliza una curva patrén de AGA monohidra-
to (0-150 mg/L), tratada de igual manera que las
muestras. Las medidas se hicieron en un espectro-
fotémetro (DU 640, Beckman). La determinacién
del grado de esterificacién se realizé por métodos
titulométricos (21).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tamano de particulay la
composicion del medio

A continuacién se muestran los resultados
relacionados con el efecto del tipo de solucién
amortiguadora de pH (CitB, 10 mM; AcB, 20
mM y BCP 1/4), todas a pH 5,0, y el tamafio de
particula (tamiz 50 y 35), sobre el proceso de solu-
bilizacién de pectina (Véase figura 1). Se observa
que no existe diferencia significativa entre los dos
tamaiios de particula, independientemente del tipo
de solucién amortiguadora empleada. Tampoco se
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observa diferencia significativa entre CitB y BCP
1/4, pero si entre ellos y AcB. Dichas evidencias
fueron comprobadas estadisticamente mediante
un test de Student (a0 = 0.05). Los mayores niveles
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de solubilizacién se obtuvieron con CitB (10 mM)
y BCP Y4; por tal motivo se seleccioné el CitB y el
tamafio de particula definido por el tamiz 35 para
los ensayos posteriores.
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Figura 1. Efecto del tipo de solucién amortiguadora de pH y tamano de particula de protopectina sobre la
capacidad de solubilizacién de pectina a partir de protopectina de limén. AcB: dcido acético-acetato de sodio (20
mM), CitB: dcido citrico-citrato de sodio (10 mM) y BCP 1/4: citrato de sodio 12.5 mM-fostato di-basico de sodio
6.25 mM.

La diferencia presentada entre CitB (10 mM)
y BCP 1/4 por un lado, y el AcB (20 mM) por el
otro, puede ser atribuida a la presencia de acido
citrico, un agente quelante de cationes divalentes,
especialmente Ca®*, los cuales estin presentes
dentro de la estructura de la protopectina y que son
los responsables de mantener unidas las cadenas
lineales del HG, otorgindoles rigidez estructural
y causando la insolubilidad de la protopectina. De
esta forma, la presencia de dicho dcido promueve la
separacién de las cadenas de homogalacturonano,
con la subsecuente solubilizacién de la pectina (21,
22). Diferentes autores han utilizado EDTA con
el mismo fin (1, 23, 24). Ademas, se ha reportado
el efecto sinérgico entre enzimas y algunos dcidos
orginicos sobre la extraccién de pectina (25).

Efecto del pH, concentracion de CitB y
temperatura

El modelo matemaitico que se describe a con-
tinuacién representa los resultados obtenidos
mediante el disefio experimental Dochlert (Véase
tabla 1), el cual explica dichos resultados con un

R? = 0.95. Este modelo incluye sélo los efectos sig-
nificativos definidos segtin un andlisis de varianza

(P< 0.05).

AGA (mg /L)=7030,7+176,7 x T

+735,9 % pH + 471,1x CB - 2631,9 x T2

+1272,5% pH x CB - 2200,3 x CB2

Con base en el modelo se calcul6 la concen-
tracién de pectina obtenida en cada nivel de tem-
peratura (30, 37 y 44°C), y con estos valores se
realizaron las superficies de respuesta (Véase figura
2). Ademis, el programa MATLAB® permiti6 opti-
mizar el modelo, dando como condiciones 6ptimas
para la solubilizacién de pectina: 37°C, CitB 34
mM y pH 6,0. No obstante, ya que la PPasa-SE es
inestable a pH = 6.0 (16), se defini6 un valor de
pH = 5.0, recalculando asi los valores ptimos de
los otros factores (25 mM y 37°C). Sin embargo se
recomienda, sin mayor detrimento para el nivel de
solubilizacién de pectina, trabajar a pH < 4.0, evi-
tando asi posibles contaminaciones, especialmente
cuando se trabaja en mayor escala.
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Tabla 1. Resultados de solubilizacién de pectina
a partir de protopectina de limén, segin el disefio
experimental Dochlert. CB: Concentracién de

CitB.
pH CB (mM) Temperatura AGA (mg/l)
3,75 18,33 30 4509
4,50 38,33 30 5109
5,25 18,33 30 4442
3,00 25,00 37 5423
3,75 5,00 37 5317
3,75 45,00 37 4828
5,25 45,00 37 6305
5,25 5,00 37 4590
6,00 25,00 37 7674
3,75 31,67 44 4888
4,50 11,67 44 4448
5,25 31,67 44 5590
4,50 25,00 37 6769
4,50 25,00 37 6995
4,50 25,00 37 7328

Para validar el modelo se compararon los re-
sultados obtenidos en condiciones de 37°C, CitB
(10 mM) y pH 5.0, con los obtenidos previamente
(véase figura 1). Ademds se realizaron ensayos inde-
pendientes de solubilizacién de pectina a 37°C, CitB
(25 mM) y pH 5,0. En ambos casos se obtuvieron
diferencias con el modelo menores de 8%.

Determinacién del rendimiento

Los resultados del proceso de solubilizacién de
pectina a partir de albedo y protopectina de limén
(Véase tabla 2), permiten observar un mayor rendi-
miento de pectina extraida al utilizar protopectina,
lo que indicarfa una mayor afinidad de la enzima
con este tipo de sustrato. Sin embargo, esta diferen-
cia podria también ser atribuida a la presencia de
diferentes enzimas endégenas (poligalacturonasas
y pectin-esterasas) en el albedo, las cuales podrian
degradar la pectina obtenida durante el proceso,
derivando en un menor rendimiento. El contenido
de grupos urénicos (principalmente AGA) en el
MIE fue de 60%. El grado de esterificacién de la
pectina extraida fue de 78%, lo que indica que se
trata de pectina de alto metoxilo.

VITAE

8000

7000

3000

Acido galacturénico (mg/L)

37°C

~
o
o
o

Acido galacturénico (mg/L)

Acido galacturénico (mg/L)

Figura 2. Superficies de respuesta del proceso de
solubilizacién de pectina. CB: Concentracién de CitB.
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Tabla 2. Rendimientos en la extraccién de pectina
(material insoluble en etanol). Rendimiento: g de

pectina/100 g de tejido.
Rendimiento
Material procesado Humedad (%) (g MIE/100
g material)
Albedo de limén 80 28,0*-55**
Protopectina de limoén - 370*

*  Base seca de material procesado
**  Base himeda de material procesado.

El contenido total de AGA en la cdscara ha sido
reportado en funcién tanto del albedo del limén (35
g AGA/100 g albedo) (26), como de la protopectina
de limén (34 ¢ AGA/100 g de protopectina) (5),
ambos en base seca. Teniendo en cuenta este alti-
mo dato, asi como el resultado obtenido en cuanto
al contenido de AGA en el MIE (60%), se puede
inferir que la eficiencia real del proceso a partir de
protopectina, fue de 65%. Lo anterior, descartando
una inactivacién total de la enzima durante el pro-
ceso, puede ser explicado en primera instancia con

base en una pérdida de afinidad entre la enzimay el
sustrato. Esta hipétesis se estudia en la actualidad.

Existen diferentes informes que presentan los
rendimientos en extraccién de pectina obtenidos
por medio de diferentes métodos de extraccién
(Véase tabla 3). En estos trabajos la pectina esta re-
ferida al MIE (5, 7) o fue determinada por técnicas
colorimétricas (8, 9). Se observa que los rendimien-
tos obtenidos en el presente estudio son conside-
rablemente mayores a los registrados previamente,
lo cual confirma la bondad del proceso enzimitico
utilizado. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
también la posible variacién que se puede generar
en el contenido de pectina debido a cambios en la
variedad del limén. De particular importancia es la
confirmacién del efecto que tiene el uso de buffer
citrato sobre la extraccién de pectina (8).

Otros informes bibliogrificos indican que la
extraccion de pectina a partir de citricos y otras es-
pecies vegetales, usando procesos quimicos, origina
rendimientos menores o equivalentes a los obteni-
dos en este trabajo (incluso para tejidos con conte-
nido de pectina mayor que el limén) (27, 28).

Tabla 3. Antecedentes de rendimientos en la extraccién de pectina.
Rendimiento: g de pectina/100 g de tejido (base seca).

Sustrato empleado Método Especificaciones Rendimiento (g (_ie pectina/100 Referencia
g de material seco)
.y o ©)
Albedo de limén Quimico - 20,2
Albedo de limén Enzimatico Poligalacturonasa de A. kawachii 27 (5)
Albedo de limon Enzimatico Poligalacturonasa de A. Niger 17,6 (5)
Albedo de limén Microbiolégico G. klebahnii 2.9 (base h“’fi‘n?ldéﬁ)de albedo de @)
Protopectina de limon Quimico - 22 (8)
. _ ™ PPasa—SE de G. klebahnii en
Protopectina de limén Enzimatico buffer acetato (100 mM) 26,5 (8)
Albedo de limon Enzimatico PPasa tipo B 10,9 (9)
CONCLUSIONES El pH, la concentracién de CitB y la temperatura

El CitB, como medio de reaccién enzimatica,
promueve una mayor solubilizacién de pectina a
partir de protopectina de limén, usando PPasa-SE.
Este resultado puede ser explicado con base en la
capacidad quelante del dcido citrico a cationes diva-
lentes, especialmente Ca*", facilitando la separacién

de las cadenas de HG.

ejercieron un efecto significativo sobre el proceso
de solubilizacién de pectina. El disefio experimental
Dochlert permitié definir como niveles éptimos
para el proceso: concentracién de CitB = 25 mM,
pH 5.0y 37°C, alcanzando niveles de solubilizacién
de ~ 7.400 mg de AGA/L.

Los rendimientos en la extraccién enzimitica
de pectina fueron mayores a los informados por
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otros autores, usando el mismo sustrato. Ademis,
se obtuvieron pectinas de alto metoxilo, con un
contenido de 4cidos urénicos de 65%.
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