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RESUMEN

Mediante el método de agar en placa y de la medida
del cambio de viscosidad de un sustrato liquido con
pectina N F y con pectina obtenida de Mangifera indica
respectivamente, usadas como unica fuente de carbono,
demostraron tener actividad pectinolitica los siguientes
microorganismos : Enterobacter agglomerans, Bacillus
lincheniformis, Cdndida krussei, Cdndida sorboxilosa,
Cdndida insectorum, Aureobasidium pullulans variedad
pullulans, Aspergillus niger, Aspergillus sp., Penici-
lium sp., Mucor sp., Microsporum sp.

Palabras Claves: Mangifera indica, Actividad pec-
tinolitica, Mango, microorganismos pectinoliticos.

SUMMARY

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
MICROOGANISMS WHIT PECTINOLITIC
ACTIVITY FOUND IN Mangifera Indica (MANGO
FRUIT).

Using the agar plate method and the changes in the
viscosity of a liquid sutratebased on pectin N.F. compa-
red to the activity on the same liquid prepared whit pectin
from Mangifera indica used as the unique carbon source,
the pectinolitic activity of following microorganism was

formis, Céandida krussei, Candida sorboxilosa, Candida
insectorum, Aureobasidium pullulans variedad pullu-
lans, Aspergillus niger, Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Mucor sp., Microsporum sp.

Key word: Mangifera indica, pectinolitic activity,
Mango fruit, pectinolitic microorganisms.

INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica) es considerado como
uno de los mejores y més apreciados frutos del mercado
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nacional e internacional, debido a su excelente sabor,
atractiva fragancia, bello color, delicioso gusto y alto
valor nutricional (1).

A partir de procesos industriales se generan dese-
chos tales como semillas y cortezas, las semillas pueden
ser aprovechadas para la obtencién de concentrados y
de forraje para ganado y en el caso de las cortezas, para
la extraccién de pectinas de muy buena calidad (2, 3, 4).

Las pectinas se hallan ampliamente distribuidas en
la naturaleza tanto en cortezas como en pulpas de frutas.
Comercialmente la pectina se extrae a partir de limones
y se obtiene como subproducto de la industria de frutas
citricas y del bagazo de manzana (5).

Quimicamente las pectinas son polisacaridos cons-
tituidos por cadenas largas de unidades de 4cido D- ga-
lacturénico unidos entre si por enlaces o -1 -4, cadenas
que forman el 4cido poligalacturdnico o 4cido péctico
en los cuales de un 80 a un 95 % de los grupos carboxilo
(-COOH) estan esterificados con alcohol metilico y los
hidréxilos secundarios pueden estar acetilados (6, 7, 8).

Los acidos poligalacturénicos practicamente libres
de grupos metilo, con un grado de esterificacion hasta
del 5% se conocen como acidos pectinicos, dentro de
estos se encuentran una gran variedad dependiendo del
grado de neutralizacién y contenido de metoxilo:
¢ A los 4cidos pectinicos de bajo contenido de metoxilo

hastaun 7 %, se les llama pectinas de bajo metoxilo.

A los 4cidos pectinicos de contenido de metoxilo
superior aun 7 %, se les llama pectinas de alto metoxilo.

Las enzimas que atacan a las sustancias pécticas son:

Poligalacturonasa (PG), polimetilgalacturonasa (PMG),
pectinestearasa (PE), pectintranseliminasa (PTE), Acido po-
ligalacturénico transeliminasa (APTE).

Las pectinasas se utilizan principalmente para clari-
ficar los jugos de frutas y el mosto de uvas, para la mace-
racién de vegetales, de frutas y para la extraccion del aceite
de oliva. Por el watamiento con pectinasas (1-2 horas a
54°C 6 6-8 horas a 18°C), aumenta considerablemente el
rendimiento del jugo de las fruta durante el prensado;
por lo tanto, el tratamiento con pectinasas reduce la
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viscosidad del zumo y permite la obtencion de un pro-
ducto més concentrado y estable.

Los métodos més usados para medir o detectar
la actividad pectinolitica son el Método en Agar Pla-
ca y el Método del Cambio de Viscosidad del Sus-
trato ( 9,10,11).

Teniendo en cuenta que el empleo de las pectinasas
resulta muy costoso, se propone en el presente trabajo:
o Aislary caracterizar microbioldgicamente los microor-

ganismos presentes en el mango (Mangifera indica)
o Evaluar la actividad pectinolitica de las cepas obtenidas.

PARTE EXPERIMENTAL

Para la ejecucién del presente wrabajo se establecen
3 etapas en el desarrollo experimental, asi:

Primera parte: Aislamiento de los microorganismos
presentes en las muestras de mango.

Se escogen frutos de mango provenientes de dese-
chos industriales los cuales habian sido sometidos a un
tratamiento previo de lavado, siendo descartados por no
cumplir con los requerimientos en cuanto a madurez
industrial, aspecto fisico, etc. Las muestras fueron to-
madas asépticamente y colocadas en recipientes previa-
mente esterilizados; las muestras constaban parte de pul-
pa y parte de corteza.

Se mezclan en una licuadora hasta completa homoge-
nizacién 11 g de la muestra con 99 ml de solucion salina
peptonada (NaCl al 1.8% - Peptona al 0.2% ). Dilucién
101 Se realizan diluciones susecivas en solucién sali-
na peptonada perfectamente homogenizadas hasta ob-
tener la sexta dilucién (11, 12, 13). Dicho proceso se
lleva a cabo por duplicado. En sendas cajas de Petri
estériles, con agar Sabouraud y con agar Nutritivo, se
siembran por duplicado, alicuotas de 0.1 ml de las
diluciones: 101,102, 103, 104, 103 y 106 Inmedia-
tamente se esparce el indculo con asas de vidrio esté-
riles (11, 14, 15). Se incuba por periodos de 48 horas
a 22°C y de 24 h a 37 °C respectivamente.

Para la obtencién de cultivos puros se selecciona
la siembra de la dilucién donde macroscopicamente se
diferencian los diversos microorganismos.

Segunda parte: Deteccion de actividad pectinolitica.

Método I (método en agar-placa)

Con las bacterias y levaduras, aisladas se hacen re-
piques por duplicado de cada una de ellas en los siguien-
tes medios de cultivo: Medio minimo; Agar-agar al 1 %-
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pectina NF al 2%, Medio minimo modificado; Medio
minimo-Extracto de levadura; Medio minimo-Extracto
de levadura modificado (11, 14).

Las cepas puras de los hongos se siembran por du-
plicado en los siguientes medios de cultivo:

Medio Czapek; Agar - agar al 1% - Pectina NF al
2%; Medio Czapek modificado (11, 14). Los medios
que no contienen pectina se esterilizan a 121°C, se vier-
ten en cajas de Petri previamente esterilizadas, se dejan
solidificar y se realiza el control de esterilidad.

Los medios de cultivo que llevan en su preparacién
pectina, tanto comercial NF, como de mango, se prepa-
ran y se esterilizan sin la pectina, dejando aparte una
porcién de agua esterilizada previamente, para luego
disolver en ella la pectina, sin exceder 60°C de tempe-
ratura. Una vez disuelta la pectina se esteriliza por fil-
tracion y se mezcla asépticamente con la otra parte del
medio; rapidamente se vierten en las cajas de Petri, se
deja solidificar y se hace el control de esterilidad durante
24 horas (11).

La siembra de las bacterias y las levaduras se realiza
en forma de estria y los hongos por picadura. Los cul-
tivos bacterianos se incuban por periodos de 24 a 48
horas a 37°C y los hongos a 30°C de 5 a 7 dias.

Se seleccionan las cepas que presentan crecimiento
en medio con pectina, teniendo en cuenta la presencia
de halos de transparencia o aclaramiento en el medio
circundante a la colonia del microorganismo (9, 11).

Método 11 (Medida del cambio de viscosidad del
sustrato en medio liquido). Este ensayo se realiza con
los microorganismos que presentan actividad pectinoli-
tica por el método I.

Se inoculan por duplicado cada una de las bacterias
y de las levaduras, en tubos tapa rosca que contienen 10
ml de soluciénsalina peptonada estéril, se incuban a 37°C
y 22°C respectivamente durante 24 horas. Se realizaran
diluciones adecuadas del cultivo anterior, hasta obtener
10 ml. de una dilucién de absorbancia igual a 1, la cual
se lee en un espectrofotémetro (spectronic 20, Bausch
& Lomb), a una longitud de onda de 600 nm a tempe-
ratura ambiente, 18°C (11).

En recipientes independientes adecuados se colocan
200 ml de los siguientes medios de cultivo: Medio mi-
nimo al 1% (sin agar-agar) con Pectina NF al 2% para
las bacterias y en Medio minimo - Extracto de levadura
al 1% (sin agar-agar) con Pectina NF al 2% para las
levaduras. Se Inoculan 10 ml de la diluciéon de Absor-
bancia igual a 1. Se colocaron los recipientes en incu-
bacién con agitacién constante, durante un periodo de
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una semana a una temperatura 37°C. Los blancos del
medio sin in6culo se mantienen bajo las mismas condi-
ciones de temperatura y agitacion (10,11).

La preparacion de la suspensién de esporas y la
siembra de los hongos se realiza en botellas de Roux,
gracias a que presentan gran superficie, lo que permite
un abundante crecimiento y esporulacién. En el medio
agar Czapek se reemplazé la sacarosa por Pectina NF al
2%. La incubacién se hace a una temperatura de 22°C
por un periodo de 6-7 dias. Las esporas se recogen con
perlas de vidrio estériles en 5 ml de una solucién estéril
de Asparagina al 0.1% - Glicerol al 3%, se llevan a tubos
tapa rosca estériles y se incuban a 22°C durante una
semana.

Luego se adicionan 20 ml. de una solucidn estéril
de Laurilsulfato de sodio y 100 ml de agua destilada
esterilizada. La suspensi6n obtenida se pasa a través de
un filtro estéril de lana de vidrio - algodén. La concen-
tracion final se determiné por conteo en Camara de Neu-
bauer, hasta recuento de 107 esporas/ml. Se incuba a
22°C durante 5 dias (11).

En cada recipiente se colocan 200 ml. de medio
Czapek al 1%. El medio se prepar sin agar - agar y se
reemplazé la sacarosa por Pectina NF al 2%. Luego se
procedi6 a inocular, por triplicado 10 ml. de la suspen-
sion de esporas de concentracién 107 esporas /ml de cada
hongo. Se Incuba a 22°C durante una semana con agi-
tacién constante.

Empleando un viscosimetro Brookfield (Synchro-
electric,model RTV; Stoughton MA, USA), se determi-
na la viscosidad de la suspensién de pectina antes de
inocular los microorganismos, utilizando los blancos co-
rrespondientes. Luego se mide el cambio en la viscosi-
dad a los cinco dias de incubacién; dicha medicion se
realiza con el véastago No. 3 a una velocidad de 50 rpm.

Tercera parte: Caracterizacion de los
microorganismos que presentan actividad
pectinolitica.

¢ Caracterizacién de Bacterias y Levaduras: Se eva-
luaron las caracteristicas macroscépicas y microscé-
picas del crecimiento microbiano , se realizaron prue-
bas fisiolégicas a las cepas aisladas y con la
participacién del Centro de Investigaciones Micro-
biolégicas de la Universidad de los Andes, CIMIC,
se establecid la identidad de los microorganismos.
(11, 16, 17).
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e Caracterizacion de los hongos: Se evaliian las ca-
racteristicas macroscopicas y microscépicas, se con-
frontan los microcultivos con claves morfolégicas y
Atlas de Micologia. La caracterizacién molecular
previa se realiz6 en el Centro Internacional de Agri-
cultura Tropical, CIAT, mediante la extraccién de pro-
teinas totales y posterior separacion de ellas por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida ( 11, 18, 19, 20) tanto
a cepas de identidad conocida como a las cepas aisladas
del mango para su posterior comparacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Primera parte

Una vez aisladas y purificadas las colonias, al reali-
zar la evaluacidn macroscépica y microscopica, se ob-
tuvo como resultado los microorganismos indicados en
la Tabla No.1. Confirmando asi que el mango es un buen
hospedero para una gran cantidad de microorganismos
debido probablemente a su alto contenido de nutrientes.

Tabla 1. Microorganismos Aislados del mango

TIPI;,IO(;) E CANT. |MICROORGANISMOS P AqliC. TO?i‘b AL
Bacterias | 4 Bacilos Gram (+) 7.65

6 Bacilos Gram (-) 11.32

3 Bacilos esporulados Gram| 5.66

(+)

3 Cocos Gram (+) 5.66

3 Cocos Gram (-) 5.66

4 Cocos Bacilos Gram (+) 7.55

5 Cocos Bacilos Gram (-) 9.44 |52.84
Levadura | 7 Levaduras 13.20 |13.20
Hongos {18 Hongos 33.96 |33.96
TOTAL |53 100.00
Segunda parte

Método I. Al realizar el cultivo con los diferentes
microorganismos aislados en los medios minimos espe-
cifico para bacterias, hongos, o levaduras se present? el
crecimiento de la totalidad de estos, mientras que en los
medios modificados en donde se reemplazé la glucosa
por la pectina NF se presenta selectividad dado que cre-
cen solo 2 bacterias, 4 levaduras, 8 hongos, presentando
algunos halos de transparencia y otros una minima cla-
rificacion del medio circundante, lo que constituye un
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primer indicio de la secrecidn de enzimas pécticas en el
medio de cultivo.

Método II. Los valores que se presentan en la Tabla
No.2 ilustran los cambios en la viscosidad de los me-
dios de cultivo como resultado del crecimiento de los
microorganismos.

Con éste método se confirman los resultados encon-
trados con el método de agar placa, es decir, que los
microorganismos que fueron capaces de crecer en la
superficie de los medios de cultivo modificados (10) y
provocar la aparicién de zonas transhicidas son los mis-
mos microorganismos que degradan la pectina disminu-
yendo la viscosidad del medio liquido en el cual se ino-
culan, encontrandose porcentajes altos de disminucion
de la viscosidad, como se observa en la Tabla No.2. En
el caso de la levadura 7, present6 un 97.22 % de dismi-
nucién en el valor de la viscosidad, seguido por la leva-
dura 5 con 88.89 % y la bacteria 1 con 63.53 %.

Cabe anotar que la bacteria 3 y la levadura 4 actiian
como blancos negativos, puesto que no presentaron en
el método I ni en el Método II accién pectinolitica, lo
cual confirma la validez de los ensayos realizados (8).

Igualmente para todos los hongos el resultado de la
hidrdlisis enzimética obtenida en el Método I fue con-
firmada a través del método viscosimétrico (Método II),
donde se encuentran porcentajes altos en la disminucién
de la viscosidad siendo indicativo de actividad pectino-
litica. Es de resaltar que los hongos identificados como
9 y 10 respectivamente no presentaron actividad pecti-

nolitica en los Método I y II, confirmandose asi la vali-.

dez de los ensayos realizados ya que estos no presentan
crecimiento en placa, ni cambios significativos en la
viscosidad del medio liquido que contenia pectina como
sustrato.

Los porcentajes de disminucion de la viscosidad se
calculan mediante la siguiente ecuacion:

Vb - Vm

Vm

donde: Vb es la viscosidead del blanco; Vm es la
viscosidad de la muestra final del ensayo

En general, si estos microorganismos se encuentran
en un sustrato especifico son capaces de producir la
ruptura de la pectina o degradacién de la misma, debido
a que pueden secretar enzimas pécticas de algun tipo ya
sea enddgenas o exdgenas, las cuales producen cambios
en la viscosidad del medio. La capacidad de las cepas
aisladas en el presente trabajo puede ser aprovechada en
la industria alimenticia para obtener zumos de frutos

x 100 = % de disminucién de la viscosidad
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Tabla 2. Variacion de la viscosidad del medio

TIPODE |M.O| VISC. | PH | % DISMIN.
M.O0 | No. |PROM. VISCOSIDAD
BACTERIAS 1 131.3 4.0 63.53
2 206.0 4.0 42.78
3 356.6 4.3 0.94
LEVADURA | 4 333.3 4.0 7.42
5 40.0 3.5 88.89
6 210 4.2 | 41.67
7 10.0 4.0 97.22
8 256.7 3.9 28.69
HONGOS 1 146.6 3.0 59.82
2 163.3 4.0 54.64
3 5.0 2.5 98.61
4 25.0 3.5 93.05
5 170.0 5.5 52.78
6 95.0 5.5 73.62
7 5.0 3.0 98.33
8 53.0 3.5 85.28
9 340.0 4.0 5.55

clarificados, en la industria vinicola para la clarificacién
del mosto y en otros usos afines.

Al hacer comparacion entre los dos métodos, agar
en placa y viscosimétrico en la deteccion de actividad
pectinolitica, se puede establecer que con ambos se ob-
tienen resultados positivos; sin embargo, el Método I
presenta alguna dificultad en la visualizacion de las zo-
nas translicidas en la superficie del medio, esto quizas
por la opalescencia caracteristica de la pectina en el
mismo. El Método viscosimétrico es un indicativo mas
sensible y selectivo de la accion pectinolitica de algunos
microorganismos, siendo un factor primordial para que
las reacciones se puedan lograr, la agitacion durante el
procedimiento. En el presente estudio con base en la
experiencia obtenida en el desarrollo de la deteccién de
actividad pectinolitica, la determinacién que se pudo
hacer es a un nivel cualitativo siendo un punto de partida
para avanzar en la investigacion, y extraccion de enzi-
mas pectinoliticas pasando a un plano cuantitativo (11).

Tercera parte:

Los microorganismos que presentaron actividad
pectinolitica con base en el andlisis microscopico, ma-
croscdpico, caracteristicas tintoriales, comportamiento
bioquimico, fueron:

Bacterias: Cepa 1 (Cocos): Enterobacter agglome-
rans; Cepa 2 (Bacilo esporulado): Bacillus linchenifor-
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mis Levaduras: Cepa 4: Candida krussei, Cepa 6: Cdn-
dida sorboxilosa; Cepa 7: Aureobasidium pullulans va-
riedad pullulans*; Cepa 8: Candida insectorum

* La especie identificada, finalmente result6 ser un
hongo miceliar.

Mediante la comparacién de las estructuras obteni-
das en los microcultivos con los Atlas Micolégicos y por
los resultados obtenidos en la separacion elecroforética
de proteinas de los hongos aislados y de cepas patron
realizado en el Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical, CIAT, se caracterizaron los siguientes géneros de
hongos:

Cepa 1: Aspergillus sp; Cepa 2: Penicillium sp;
Cepa 3: Microsporum sp ; Cepa 4 : Mucor sp ; Cepa 5:
Penicillium sp; Cepa 6: Microsporum sp; Cepa 7: As-
pergillus niger; Cepa 8: Penicillium s.p.
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