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Con el objeto de encontrar alternativas para la remocion enzimatica de sedimentos en extractos concentrados de
café, se evaluo la produccion de una mananasa clonada a partir del genoma de la broca del café (Hypothenemus
hampei) y su uso en la hidrolisis de los galactomananos que componen estos sedimentos. La produccion de la
mananasa se hizo mediante fermentaciones en biorreactor conuna cepa de Pichia pastoris, previamente recombinada
con el gen de la mananasa de la broca. Se evaluaron tres medios de cultivo y de cada fermentacion se purifico
la mananasa mediante cromatografia de afinidad. La actividad enzimatica se verifico mediante una prueba de
hidrolisis con galactomanano purificado de semillas de café. Se evaluo la actividad enzimatica de la mananasa
recombinante junto con otras enzimas comerciales, utilizando como substrato el galactomanano puro. La actividad
enzimatica se calculé midiendo la cantidad de manosa producida en funcion del tiempo y la cantidad de enzima
utilizada. La mananasa de la broca mostr6 la mayor actividad enzimatica. Se evalu6 el porcentaje de remocion
de sedimentos en extractos concentrados de café mediante hidrolisis enzimatica con la mananasa de la broca en
comparacion con otras enzimas comerciales. La incubacion de los extractos con la mananasa de la broca logré
el 95% de remocion de sedimentos en comparacion con el 66% y 33% de remocion con otras enzimas. El uso de
esta mananasa es una alternativa para la remocion de sedimentos en el proceso de industrializacion del café, sin
afectar la calidad sensorial del extracto.
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SEDIMENTS REMOVAL IN COFFEE EXTRACTS BY ENZYMATIC HYDROLYSIS WITH A
MANNANASE OF Hypothenemus hampei

In order to find alternatives for the enzymatic removal of sediments in concentrated coffee extracts, the production
of'amannanase cloned from the genome of coffee berry borer (Hypothenemus hampei) and its use in the hydrolysis
of the galactomannans that make up these sediments were evaluated. The production of mannanase was made by
fermenting, in a bioreactor, a strain of Pichia pastoris, previously recombined with the gene of the coffee berry
borer mannanase. Three culture media were evaluated and the mannanase in each fermentation was purified by
affinity chromatography. The enzymatic activity was verified by a hydrolysis test with purified galactomannan of
coffee seeds. The enzymatic activity of the recombinant mannanase, along with other commercial enzymes, was
assessed using pure galactomannan as substrate. The enzymatic activity was calculated by measuring the amount
of mannanase produced depending on the time and the amount of enzyme used. The mannanase of the coffee berry
borer showed greater enzymatic activity. The percentage of sediments removal in concentrated coffee extracts
was evaluated by enzymatic hydrolysis with the mannanase of coffee berry borer compared to other commercial
enzymes. The extracts incubation with the coffee berry borer mannanase reached 95% of sediments removal
compared with 66% and 33% of removal with other enzymes. The use of this mannanase is an alternative to the
removal of sediment in the process of coffee industrialization, without affecting the sensory quality of the extract.

Keywords: Coffee berry borer, galactomannan, sediments removal.

* Ingeniera Quimica, Bacteridloga e Quimica Farmacéutica (hasta el afio 2009), Disciplina de Mejoramiento Genético,
Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.

** Ingeniero Gestion Ambiental, Fabrica de Café Liofilizado Buencafé. Chinchind, Caldas, Colombia.

*** Investigador Cientifico III, Disciplina de Mejoramiento Genético, Cenicafé. Manizales, Caldas, Colombia.

90 Cenicafé, 68(2):90-98. 2017




Los extractos del café son procesados
industrialmente en café instantdneo o en
extractos concentrados para exportacion.
Durante el almacenaje y transporte comercial de
los extractos concentrados se forman sedimentos
insolubles, los cuales se consideran como un
defecto de calidad y una limitante comercial
del producto (6). El porcentaje de sedimentos
cambia con el grado de tostacion, aunque la
materia prima y el grado de extraccion de
los so6lidos solubles también puede influir,
Buencafé Liofilizado de Colombia reporta
contenidos de hasta un 14% de sedimentos
(V/V;10°Brix) en extractos de café de alta
tostacion (comunicacion personal).

El principal componente de los sedimentos
es el galactomanano, un polisacarido lineal
que por asociaciones quimicas forma regiones
cristalinas muy rigidas que se precipitan en
el proceso de manufacturacion del extracto
concentrado. El galactomanano junto con
otros polisacaridos constituyen el 56% en
base seca de la semilla de café y forman
parte de las paredes celulares vegetales,
siendo el 26% de galactomanano (3).

El galactomanano esta constituido por una
cadena enlazada de -(1—4)-mananos bifurcada
lateralmente por unidades de galactosa. En
el grano de café el galactomanano tiene
una relacion de galactosa/manosa muy baja
(1:10-30), que lo hace muy insoluble en agua.
Esta insolubilidad es la responsable de la
proporcion de sedimentos no extraibles durante
la produccion de café soluble, lo que impide
un incremento en el rendimiento industrial,
ademas de generar una alta viscosidad y
dificultades en el almacenamiento del licor
concentrado (6).

La enzima esencial para la degradacion
de los mananos es una endo-B-mananasa, la
cual hidroliza el enlace interno B-(1—4)-D-
manopiranosil en el esqueleto del manano

originando una mezcla de oligo-mananos,
principalmente manotriosa, manobiosa y
manotetrosa, que son solubles en agua. Esta
enzima es producida por varios organismos,
incluyendo bacterias, levaduras, hongos, plantas,
algas marinas y, muy recientemente, se ha
demostrado que esta enzima fue transferida
horizontalmente de una bacteria simbionte
a la broca del café (Hypothenemus hamper)
para conferirle ventajas adaptativas para
alimentarse de granos de café (1). Se han
utilizado productos comerciales que incluyen
mezclas de celulasas, proteasas, pectinasas y
mananasas para digerir sedimentos presentes
en extractos de café. La mayor reduccion se
obtuvo usando Rohapect BIL® (pectinasa) y
Galactomananasa ACH®, en concentraciones
de 0,3 y 0,1 mg de proteina por cada gramo
de sedimento, respectivamente (0).

Recientemente, en la broca del café se
identifico un gen (HhMan) que codifica
una endo-mananasa, la cual fue aislada del
tracto digestivo del insecto y ha demostrado
su capacidad catalitica para hidrolizar el
galactomanano de la semilla del café (1). El
gen de la mananasa de la broca fue clonado
en la levadura Pichia pastoris y se logrd la
produccién de proteina en fermentaciones
hechas en condiciones controladas de bioreactor.
La mananasa (rHhMan) fue purificada y se
determinaron las condiciones Optimas de
maxima actividad enzimatica (2).

En este trabajo se evalud la reduccion
de sedimentos en extractos de café mediante
hidrélisis enzimatica con una endo-mananasa
recombinante (rHhMan) proveniente de la
broca del café y se comparo con la de otras
enzimas comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue desarrollado en los laboratorios
de Mejoramiento Genético del Centro Nacional
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de Investigaciones de Café- Cenicafé y las
pruebas de calidad en taza se realizaron en
las instalaciones de Investigacion y Desarrollo
de la Fabrica de Café Liofilizado-Buencafé.

1. Enzimas comerciales:

Las enzimas Rohapect B1L®, Rohalasa GMP
(AB Enzymes, Darmstadt, Alemania) y
CoffeeMax (Proenzimas S.A., Cali, Colombia)
se obtuvieron comercialmente. La enzima
Rohapect BIL es una preparacion con base en
pectinasas y hemicelulasas, recomendada por el
fabricante para el tratamiento de extractos de
café. La enzima Rohalasa GMP es un producto
que contiene mananasa como su principal
actividad enzimatica, y glucanasa, xilanasa
y celulasa como actividades colaterales, es
recomendada por el fabricante para cualquier
aplicacion donde los galactomananos y otros
polisacaridos requieran ser hidrolizados.

2. Produccion de mananasa de la broca
mediante fermentacion en bioreactor:

Se utilizé6 una cepa de Pichia pastoris
previamente transformada con el plasmido
pPICZaA, de acuerdo a la metodologia

descrita por Padilla et al. (8) y Aguilera
et al. (2), y que contenia el gen de la
mananasa de la broca (Secuencia GenBanK
ADF22325.1). Como control se utilizd una
cepa de P. pastoris sin transformar. Cada cepa
fue inoculada en 100 mL de medio BMGY
(1% extracto de levadura, 2% peptona, 1%
glicerol, 400 png.L' Biotina, y 0,1 M fosfato
de potasio, pH 6,0), a 30°C, en agitacion
constante (250 rpm) y a la oscuridad. Al
siguiente dia se realizé la inoculacion de
5 mL de biomasa en 45 mL de solucion
nutritiva. Se evaluaron tres formulaciones
de soluciéon nutritiva BMGY, BMMY vy
BSM, enriquecidas con peptona (Tabla 1).
Los cultivos se incubaron durante 4 dias y
se inocularon diariamente con 0,5% (v/v)
de metanol y 1,0% (v/v) de sorbitol. Para
cada una de las fermentaciones mediante
centrifugacion durante 10 min a 6.000 rpm y
4°C se recolecto el sobrenadante. Se purifico
la mananasa de cada uno de los sobrenadantes
mediante cromatografia de afinidad, usando
una resina de Niquel (Qiagen, Valencia,
CA, USA), y posteriormente se eluyd de la
columna con 400 pL de imidazol (500 mM).
Las fracciones eluyentes se concentraron por
ultrafiltracion a través de un filtro Amicon

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo usados en las fermentaciones con cepas de P. pastoris
recombinadas con el gen de mananasa de la broca del café.

Medio BMGY

Medio BMMY

Medio BSM (1 L)

Peptona, 2,0%
Extracto de levadura, 1,0%

Medio base de levadura, 1,34%

Buffer fosfato de potasio
(pH=6,0) 100 mM

Biotina (0,0004%)
Glicerol 1% (v/v)

Peptona, 2,0%
Extracto de levadura, 1,0%

Medio base de levadura, 1,34%

Buffer fosfato de potasio
(pH=6,0), 100 mM

Biotina (0,0004%)

Acido fosférico (85%), 26,7 mL
Sulfato de calcio (0,93 g)
Sulfato de potasio (18,2 g)
Sulfato de magnesio (14,9 g)
Hidroxido potasio (4,13 g)
Hidréxido de amonio (pH=5,0)
Glicerol (40 g)

Solucion PTM1 (Vitaminas)
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ultra-0,5 kDa® (Millipore, Bedford, MA, USA).
De cada fraccion concentrada se evalud la
pureza de la mananasa (rHhMan) mediante
electroforesis SDS-PAGE (12%), de acuerdo
a la metodologia descrita por Laemli (7). Las
bandas de proteina se visualizaron mediante
tincion con Coomasie R-250 y se utilizd
un estandar de bajo peso molecular como
referencia (Biorad, Hercules, California, EUA).

3. Cuantificacién de proteina:

La enzima se cuantificé de acuerdo al método
de Bradford (4) siguiendo las instrucciones
del fabricante del kit Bio-Rad Protein Assay
(Biorad Laboratories Inc, CA, USA). Se
hizo una curva de calibracion con Albumina
Sérica Bovina (BSA), partiendo de una
solucion stock de 1.000 pg.mL! y realizando
diluciones de 750, 500, 250 y 125 ug.mL".
Para cuantificar la proteina de una muestra
se utilizaron 1.250 pL de reactivo, 40 pL
de NaCl al 0,85% y 10 uL de la enzima
mananasa recombinante y se realizo la lectura
en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 595 nm.

4. Preparacion del galactomanano:

El galactomanano que se utiliz6 como
sustrato en las reacciones de hidrolisis
enzimatica se obtuvo a partir de 30 g de café
verde, siguiendo la metodologia descrita por
Cerqueira et al. (5). Para los experimentos
el galactomanano se disolvio al 1,0% (p/v)
en 200 mM de acetato de sodio y 100 mM
de NaCl (pH = 6,0).

5. Hidrolisis enzimatica de galactomanano:

En tubos de micro-centrifuga (1,5 mL)
se dispensaron 500 pL de la solucién de
galactomanano (1%) y se adicionaron,
respectivamente, 6 ug de proteina de Rohapect
BI1L", Rohalasa® GMP, CoffeeMax® y Mananasa

de la broca (rHhMan), obtenida como se
describi¢ anteriormente. En ese momento se
tomaron 100 pL de muestra para la medicion
de manosa en el tiempo cero. El resto de
la muestra se incubo a 50°C y se dejo
transcurrir la hidrolisis durante 30 min. En
ese instante se tomaron 100 pL de la mezcla
y se determind la actividad enzimatica. Cada
reaccion se hizo por triplicado para cada una
de las enzimas evaluadas. La actividad de la
enzima se determino calculando la cantidad de
manosa liberada por segundo y por miligramo
de enzima usada. La manosa se determind
con el método del acido dinitrosalicilico
(DNS) para la determinacion de azucares
reductores (8). La curva de calibracion de
manosa se construy6 usando ocho diluciones
(factor de diluciéon dos) de una solucion
pura de manosa (100 mg.mL"'; Sigma, St.
Louis, EUA) en un rango de concentracion
desde 50 mg.mL' hasta 0,318 mg.mL".
La determinacion de manosa se realizo
mezclando 100 pL de muestra y 100 pL de
reactivo DNS, durante 5 min en bafio Maria
en ebullicion. Después se agregé 1 mL de
agua destilada y se midi6 la absorbancia
de las muestras en un espectrofotometro a
longitud de onda de 540 nm. Se realizd un
analisis de varianza para determinar si hubo
diferencias significativas en la produccion de
manosa dependiendo de la enzima utilizada
en la hidrdlisis del galactomanano. En caso
de encontrar diferencias se realizdé una
comparacion de medias mediante la prueba
de Tukey con una confianza del 95%.

Para verificar los subproductos de la
hidrolisis del galactomanano con la mananasa
de la broca se adicionaron fracciones de
0,4 ng de rHhMan a soluciones de goma
de algarroba (Sigma, St Louis, Missouri,
EE.UU.) en bufer citrato de sodio 0,1 M
(pH 5,5). Las reacciones se incubaron a 30
° C durante 24 h. Alicuotas de la reaccion
se recogieron a 0, 15 y 30 min, asi como
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alas 6, 12 y 24 h y se calentaron a 100°C
durante 5 min. Los azucares se analizaron
por la técnica de cromatografia en capa fina,
de acuerdo a la metodologia previamente
descrita (2). Los subproductos se separaron en
placas de silice 60F 254 (Merck, Darmstadt,
Alemania) con cloroformo: acetato de etilo:
n - propanol: agua (0,2: 1: 1,5: 0,5 v/v) y
se revelaron por aspersion de acido sulfurico
en etanol al 5,0%, seguido de calentamiento
a 100°C durante 5 min.

6. Reduccion de sedimentos por hidrolisis
enzimatica del extracto de café:

Por cada enzima se pesaron 5 g de extracto
concentrado de café con sedimentos y se
adicionaron 150 ppm de cada una de las
siguientes enzimas: Rohapec®, CoffeeMax® y
Mananasa de la broca (rHhMan). La hidrolisis
se realizo a baja temperatura (10-15°C), con
agitacion constante de 180 rpm y durante
2 h, para lo cual después de trascurrido el
tiempo se tomod una alicuota de 3,3 gy se
disolvié hasta un volumen total de 15 mL
en agua, se centrifugé a 5.000 rpm durante
15 min y se determind el porcentaje de
sedimentos y de reduccién de sedimentos
de acuerdo a la siguiente ecuacion:

%8B -%SM % 00
%SB

% Reduccion de sedimentos =

%SB = Porcentaje de sedimentos del blanco
%SM = Porcentaje de sedimentos de la muestra

7. Prueba de taza del extracto sin sedimentos:

Extractos concentrados de café se incubaron
durante 4 h en agitacion constante, con una
solucidn con 75 ppm de mananasa de la broca
del café (rHhMan). Luego, los extractos sin
sedimentos se evaluaron en pruebas de taza
por un panel de catacion del area de Calidad
de la Fabrica de Café Liofilizado-Buencafé.
El panel estuvo constituido por tres catadores

que calificaron de uno a diez las caracteristicas
sensoriales de aroma, cuerpo, acidez, amargo,
dulce, caracter a café e impresion global del
extracto con enzima y se compard con las
calificaciones de un grafico descriptivo no
paramétrico “tipo radar” de un extracto de
café estandar de la Fabrica.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Produccion y actividad enzimatica de
la mananasa de la broca:

En todas las fermentaciones con Pichia pastoris
se observo un incremento diario de la densidad
optica del cultivo, lo que se reflejo en un
incremento de la biomasa. La produccion de
proteina total fue aproximadamente el doble
en los cultivos con la cepa recombinante,
en comparacion con los cultivos de la cepa
control, posiblemente debido a la produccion
de la mananasa, proveniente de la cepa
recombinante. En las fermentaciones con
la cepa control no se detectd la produccion
de mananasa. La produccion de mananasa
recombinante en la fermentacion con los
tres medios de cultivo fue similar, siendo
10 mg.L"' la mas alta, obtenida en el medio
BMMY (Tabla 2).

El analisis por SDS-PAGE demostro que de
cada una de las tres fracciones concentradas
se obtuvo una proteina homogénea, con un
peso molecular aproximado de 35,5 kDa,
correspondiente a 33 kDa de la secuencia de
proteinas, sin la secuencia de sefializacion nativa,
y 2,5 kDa de una etiqueta de polihistidina
N-terminal (Figura 1a); el cual coincide con
el peso molecular previamente calculado para
la mananasa recombinante de la broca (1, 8).

La funcionalidad de la mananasa producida
se evaluo cualitativamente por la capacidad
de formar los productos esperados, cuando
se puso a reaccionar con galactomanano,
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Tabla 2. Crecimiento y produccion de proteina de las fermentaciones hechas con P, pastoris en diferentes medios

de cultivo. Las lecturas de densidad optica (DO
corresponden al aumento de biomasa.

600

) fueron registradas a las 3, 6, 9, 12 y 24 h de incubacion y

Medio de Cepa de Pichia pastoris DO, Proteina Total Endo-mananasa
cultivo usada en la fermentacion 3h 6h 9h 12h 24h  (ug.mL?) (ng.mL™)
Recombinante 1,33 2 2,57 2,772 2,56 215 94
BSM
Control 1,35 1,88 2,6 2,57 2,53 121 0
BSM+ Recombinante 1,19 242 25 288 295 239 95
Peptona Control 1,26 2,73 2,775 2,93 2,96 143 0
Recombinante 2,5 2,83 289 291 2,85 247 101
BMMY
Control 2,7 2,79 3,04 3,05 3,14 146 0

de acuerdo al procedimiento descrito en la
metodologia. En la Figura 1b se muestra la
separacion cromatografica en capa fina de los
manano-oligosacaridos producidos después
del tratamiento enzimatico del galactomanano
puro del café con la mananasa de la broca.
Se observd que durante el transcurso de la
reaccion se increment6 la concentracion de
cada uno de los manano-oligosacaridos, siendo
la manobiosa la fraccion mas representativa
(Figura 1b). Se comprobd que la enzima
recombinante producida en las fermentaciones
con la cepa de P. pastoris es funcionalmente
activa para hidrolizar el galactomanano del
café, lo que permitio usarla en los experimentos
con extractos concentrados de café.

2. Hidrélisis enzimatica de galactomananos
con enzimas comerciales y la enzima
recombinante (rHhMan):

La mananasa de la broca mostr6 una actividad
enzimatica dos veces mayor (4,0) que las
actividades de las enzimas CoffeMax® (1,5)
y Rohalasa® (1,0), y casi el doble que la
de la enzima Rohapec® (2,5). De acuerdo
con el analisis de varianza hubo diferencias
estadisticas en la produccion de manosa de
acuerdo a la enzima utilizada (F(3,8)=30,83,
p=0,0001). La prueba de Tukey reveld que
la produccion de manosa con la enzima de

la broca fue estadisticamente mayor que la
produccién con la enzima CoffeMaX (-2,46
+ 0,32, p=0,000), con la enzima Rohalasa
(-2,83+0,32, p=0,000) y con la enzima
Rohapec (-1,34+0,32, p=0,014) (Figura 2). La
rHhMan es una enzima aislada de la broca
del café y su eficiencia para hidrolizar el
galactomanano del café comparada con las
otras enzimas comerciales, estaria favorecida
por su grado de pureza y por la co-evolucion
de la broca con la semilla del café por miles
de afios (1).

En la prueba de reduccion de sedimentos a
partir de una muestra de extracto concentrado
de café, el tratamiento con la mananasa redujo
el contenido de sedimentos en un 94,67%.
Los tratamientos con la enzima 1 (Rohapec®)
y la enzima 2 (CoffeMax®) redujeron los
sedimentos del extracto en 66,7% y 33,3%,
respectivamente. La mananasa de la broca
presenta a concentraciones equivalentes
en cantidad de proteina, una reduccion
de sedimentos superior a los preparados
enzimaticos comerciales (Figura 3a).

3. Analisis de prueba de taza:
En la Figura 4 se muestran los resultados del

analisis sensorial de extractos concentrados de
café a los cuales se les hizo un tratamiento
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Figura 1. a. Separacion electroforética de la mananasa purificada a partir de los sobrenadantes de las
fermentaciones hechas con la cepa recombinante de Pichia pastoris en tres medios de cultivo. Marcador
de peso molecular (M); Medio BSM (carril 1), Medio BMMY (carril 3), Medio BSM+ peptona (carril
4) y cepa sin transformar (carril 2); b. Separacion cromatografica en capa fina de los subproductos
formados durante la reaccion enzimatica del galactomanano del café con la enzima recombinante de la
broca (rHHhMan). Enel carril 1 mezcla estandar de mano-oligosacaridos (manosa, manobiosa, manotriosa,
manotetraosa y manopentosa); en los carriles 2-7 se indican los tiempos de incubacion: 0, 15, 30 min,
6, 12 y 24 h, respectivamente.
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Figura 2. Actividad enzimatica de enzimas comerciales y lamananasa de labroca. Lamezcla de reaccion
contenia 16 mg de galactomanano puro diluido en bufer acetato de sodio (pH=6,0) y 6 ug de proteina
de Rohapect B1L®, Rohalasa® GMP, CoffeeMax® y mananasa de la broca. Las muestras se incubaron
a 50°C durante 30 min. Cada reaccion se hizo por triplicado y la actividad enzimatica se determind
calculando la cantidad de manosa liberada por segundo y por miligramo de enzima usada. Medias con
la misma letra no son diferentes estadisticamente segtin prueba de Tukey (nivel 5%).
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de remocioén de sedimentos con mananasa
de la broca comparado con el de extractos
concentrados de café sin algun tratamiento. Se
observo que la adicion de la endo-mananasa
sobre el extracto de café no afectd sus
propiedades organolépticas por lo que es
factible su aplicacion industrial en empresas

que produzcan extractos concentrados de
café¢ y donde el porcentaje de sedimentos
deterioren la calidad del producto; sin
embargo, se observd una leve desmejora
en el caracter a café, la cual se explica por
la necesidad de pasteurizar el extracto para
inactivar la enzima.

100

80 4

60 4

40

Remocion de sedimentos

20

Endo-mananasa Enzima 1

11.

Enzima 2

Sin enzimas

Endo-mananasa  Enzima 1 Enzima 2

de la broca

Figura 3. Reduccion enzimética de sedimentos en un extracto concentrado de café. a. Porcentaje de remocion
de sedimentos usando tres enzimas diferentes: Mananasa de la broca, Rohapec® (Enzima 1) y CoffeMax®
(Enzima 2), los datos corresponden a la evaluacion hecha de una sola muestra por cada enzima; b. Se observa
la cantidad de sedimentos remanentes en el extracto concentrado después del tratamiento enzimadtico y se
compara con los sedimentos de un extracto sin tratamiento enzimatico.

Impresion global

Caracter a café

Amargo

—&— Sin enzima
—— Con Endo-manasa

Figura 4. Comparacion
del analisis sensorial de
extractos concentrados de
café tratados con mananasa
de labrocay sin tratamiento.
Las calificaciones se
compararon contraun grafico
descriptivo no paramétrico
“tipo radar” de un extracto
de café estandar.
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En conclusion, la mananasa clonada a
partir de la broca del café hidroliza mas
eficientemente los sedimentos presentes en
extractos concentrados de café en comparacion
con otras enzimas comerciales utilizadas para
este fin, sin afectar significativamente las
caracteristicas sensoriales del extracto. En
caso de ser necesario, la mananasa podria ser
inmovilizada a un sustrato inerte y el extracto
podria recircularse cuantas veces sea requerido
para eliminar los sedimentos de manano y
asi evitar que la enzima quede integrada al
extracto. La técnica de inmovilizacion enzimatica
ha sido evaluada con mananos extraidos del
café e hidrolizados con mananasas purificadas
a partir del hongo Sclerotium rolfsii (10). La
enzima también podria ser utilizada en el
aprovechamiento de la borra, un subproducto
del proceso del café tostado y molido, donde
podrian obtenerse enzimaticamente Manano-
OligosacaridoS (MOS), que son compuestos
utilizados como prebidticos para el consumo
humano (9). La produccion de mananasa de
la broca podria llevarse a escala industrial e
incluirla en el portafolio comercial de enzimas
con aplicaciones en el proceso de fabricacion de
café soluble. Este trabajo abre nuevos campos
de investigacion porque en el tracto digestivo
de la broca existen otras enzimas capaces de
hidrolizar eficientemente carbohidratos de la
semilla del café y que podrian ser identificadas
y caracterizadas con fines biotecnologicos.
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