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Propodsito y Método de Estudio: Las pectinasas son un grupo de enzimas que
hidrolizan los compuestos pécticos presentes en la pared celular vegetal hasta
moléculas de bajo peso como el &cido galacturénico. La aplicacion de estas enzimas
en la industria de los alimentos es de amplio interés debido a su alta capacidad y
rendimiento en el tratamiento de clarificacidn, sin embargo, la dificultad de reciclaje
de estas enzimas limita el uso y aumentan los costos industriales. La inmovilizaciéon
de enzimas aporta diversas ventajas como la facil recuperacion de éstas, asi como
mayores ciclos de uso. Por lo tanto, en este trabajo se realizé una produccién de
enzimas pectinoliticas a partir de un hongo nativo utilizando agro residuos como
cosustratos. Posteriormente las pectinasas semi purificadas fueron inmovilizadas
mediante enlace covalente en nanoparticulas magnéticas. Se evalu6 la capacidad
de reduccion de viscosidad y turbidez de las pectinasas obtenidas en jugo de

naranja y manzana.



Contribuciones y Conclusiones: Se logré producir pectinasas a partir de un hongo
identificado morfolégicamente como Penicillium sp., alcanzando la maxima
actividad enzimatica (548 U/mL) utilizando cascara de limon como cosustrato a 35°C
y pH 6.0. Mediante concentracién proteica utilizando membrana de ultrafiltracién (50
kDa), la actividad enzimatica total aumento aproximadamente 10%. Se
inmovilizaron las pectinasas en nanoparticulas magnéticas mediante enlace
covalente reteniendo un 80% de actividad inicial. Las pectinasas inmovilizadas
presentaron mayor estabilidad a pH acidos (4.5) y temperaturas altas (50° C), asi
como la capacidad de reduccién de turbidez en jugo de naranja (29%), manteniendo

una reusabilidad de 84% posterior a 5 ciclos de uso.
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1. INTRODUCCION

Las pectinas son macromoléculas glucosidicas que cumplen una funcién estructural
en las células vegetales, se encuentran presentes en alta concentracion en
cascaras de citricos, reportando valores entre 30 a 35% en peso seco en limén y
naranja respectivamente, segun la variedad del fruto y tipo de cultivo. La estructura
de la pectina se compone de compuestos metilicos, esteres y principalmente acido
galacturénico el cual forma cadenas largas y complejas, atrapando solutos disueltos

y agua en estructuras gelificantes [1].

Las pectinasas son enzimas que hidrolizan las cadenas principales y laterales de la
pectina, rompiendo los enlaces glucosidicos hasta grado monomeérico y por lo tanto
bajando la solubilidad de la macromolécula. Clasificando a las enzimas
pectinoliticas por el modo de acciébn se encuentran principalmente las
poligalacturonasas, las cuales rompen los enlaces a-1, 4-glicosidicos que unen los

fragmentos del acido galacturénico presentes en la pectina [2].

La produccién industrial de pectinasas es obtenida por microorganismos, se ha
reportado a los hongos filamentosos como los mayores productores de estas
enzimas, especialmente aquellos pertenecientes al género Aspergillus'y Penicillium,
ya que excretan el 90% de las enzimas hidroliticas que producen al medio de cultivo,
aproximadamente el 50% de las enzimas comerciales son obtenidas a partir de

estos microorganismos mediante fermentaciones sélidas o sumergidas [3].

La expresion de genes que se encargan de producir enzimas pectinoliticas en
hongos filamentosos es regulada por la induccion y represién catabodlica. Se ha
demostrado que el uso de pectina y compuestos poli galacturénicos en el medio de
cultivo aumenta la produccidén de enzimas pectinasas, fungiendo como factores de

induccion e incrementando la afinidad de la enzima hacia el sustrato [4].

Se ha reportado el uso de residuos agroindustriales ricos en carbohidratos y
proteinas como cosustratos para la obtencién de pectinasas mediante fermentacién,
entre los mas comunes se encuentra el bagazo de cafa de azucar, café y cascaras

de citricos, aumentando los rendimientos de produccién y reduciendo los costos a



nivel industrial, esta aplicacion es una fuente alternativa para disminuir el grado de
contaminacion generada por los desechos agricolas y de alimentos a nivel mundial
[3].

En México el mercado de jugos y bebidas de frutas aporta un valor superior a los 30
mil millones de pesos anuales segun lo reportado por PROFECO (Procuraduria
Federal del Consumidor) en 2018. Uno de los problemas al que se enfrenta la
industria de alimentos y que genera altas pérdidas econémicas es el proceso de
clarificacion de jugos, el cual es un método que se utiliza para disminuir el grado de
turbidez y viscosidad, aumentando la calidad organoléptica del producto mejorando
el aspecto sensorial como el color, la luminosidad y la consistencia que deben
cumplirse de acuerdo con lo planteado en las normativas y la aceptacion del
consumidor. El alto grado de viscosidad y turbidez es generado durante la
manipulacion de la materia prima, en donde la pectina contenida en la fruta forma
una masa coloidal de alta solubilidad formando un precipitado indeseable en el
producto. Tradicionalmente, se utilizan métodos mecanicos como el prensado y
filtrado, pero se ha demostrado que con el uso de enzimas se obtiene un
rendimiento del 90% en comparacion de los métodos mecanicos. ElI CODEX
alimentario y la FDA (Food and Drug Administration) permite el uso de pectinasas,
proveniente de microorganismo considerados como GRAS, como Aspergillus sp. y
Penicillium sp. durante el tratamiento de clarificacion de jugos [1].

La adicién de enzimas solubles genera un problema de altos costos en la industria
de alimentos debido a su limitado uso y a su dificil recuperacion. Por lo que se han
desarrollado tecnologias como la inmovilizacion enzimética, presentando mayores
ventajas, ya que aporta mayor estabilidad en la actividad enzimatica tanto a
temperaturas mas altas como a valores bajos de pH. Ademas, permite una facil
recuperacion y un reuso en el tratamiento de clarificacién, permitiendo bajar
significativamente los costos de produccién en las industrias [6]. Las pectinasas han
sido inmovilizadas mediante métodos fisicos y quimicos en diferentes materiales,
como el atrapamiento de enzimas en PVA [7] y perlas de alginatos [8]. Se ha
evaluado el uso de nanoparticulas magnéticas con soportes de quitosano para la



inmovilizacidén de enzimas pectinoliticas en donde se registra un alto rendimiento de
la actividad enzimatica durante mayor tiempo en el tratamiento de clarificacién. Se
ha reportado que las pectinasas inmovilizadas ganan estabilidad y permiten el redso
[9][10].

Por lo tanto, el propdsito de este proyecto fue producir pectinasas a partir de un
hongo filamentoso utilizando céascaras de naranja y limén como inductores,
mediante fermentacion sumergida y realizar una inmovilizacién enzimatica mediante
enlace covalente con nanoestructuras tipo core-shell de F304@SiO2, para la

clarificacion de jugo de manzana y naranja.

1.1 INDUSTRIA DE JUGOS

A nivel mundial la demanda de los jugos y néctares de frutas ha ido incrementando
gradualmente debido a la aportacion de nutrientes como vitaminas, minerales y
antioxidantes, resultado de un estilo de vida mas saludable demandado por el
consumidor. Segun lo mencionado por la FAO (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) en el 2002, el mercado de jugos de
frutas organicas alcanzé un valor de 90 millones de délares y en Europa se reportd
una venta de 12 millones de litros vendidos, estimando un alcance de 100 millones
de litros a largo plazo. En México el mercado de jugos y bebidas de frutas aporta un

valor superior a los 30 mil millones de pesos anuales.

La produccion y comercio de jugos y bebidas estan reguladas por la Norma Oficial
Mexicana NOM-173-SCFI-2009 (TABLA 1), en donde se define al jugo como el
producto liquido sin fermentar obtenido al exprimir frutas en buen estado, maduras
y frescas el cual debe prepararse mediante procedimientos que mantenga las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales de la fruta, no debe
encontrarse semillas 0 materia extrafia y debe ser envasado asegurando la

conservacion inocua.



TABLA 1. Especificaciones de la calidad del jugo

CARACTERISTICAS SENSORIALES

Color Caracteristico semejante a la variedad empleada

Olor Caracteristico del jugo que se trate

Sabor Caracteristico del jugo de que se trate, sin sabores
extranos

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS
Solidos disueltos minimos de la 10-11.8
fruta correspondiente (° Brix) )

Relacion Isotépica de Carbono
(13 C/12C)

<-24 -28

Mantener la calidad sensorial y nutricional de la fruta a través del procesamiento
resulta complicado debido a la alta sensibilidad de la materia prima a diferentes
tratamientos; el tamano, el clima y la variedad de la fruta son factores que interfieren
en el porcentaje de rendimiento industrial (40 - 60%) y la calidad del jugo, una fruta
deteriorada tanto por el clima como por factores microbiolégicos disminuiran

cualidades sensoriales y nutricionales [11].

La elaboracion de jugo consiste en una serie de pasos sin gran variacion segun la
fruta a procesar. La produccion (FIG.1) inicia con la recepcion y almacenamiento de
la materia prima, en donde se inspecciona y se lava tratando de eliminar polvo o
microorganismos procedentes del lugar de cosecha, es indispensable que se
elimine la cascara de la fruta y evitar la oxidacion de la pulpa, se continua con el
corte y exprimido en donde se destaca el prensado hidraulico, en este paso se
separa el producto deseado de particulas y materia extrafia como semillas y aceites
esenciales residuales de las cascaras de la fruta tratada, es necesario separar la
pulpa del jugo con el fin de garantizar la calidad del producto. Posteriormente, se
realiza un tratamiento de clarificacién que consiste tradicionalmente de una maquina
tamizadora de tornillo helicoidal, centrifugacion y filtracion. Para asegurar la
esterilizacion se realiza un tratamiento de altas temperatura en corto tiempo, la

calidad e inocuidad del producto son monitoreados en cada etapa del proceso [12].
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FIG. 1 Diagrama de flujo general de la produccion de jugo de frutas



1.1.2 CLARIFICACION

El proceso de clarificacion es llevado a cabo mediante métodos mecanicos como la
filtracion y el prensado con la finalidad de obtener un producto que cumpla los
requerimientos establecidos de acuerdo a las normativas de calidad, generalmente
es utilizado en la industria de bebidas como el vino y jugos de frutas con el objetivo
de eliminar la turbidez indeseada causada por la presencia de polisacaridos como
pectina y celulosa y cumplir las caracteristicas demandadas por el consumidor con
un producto homogéneo, claro y luminoso [13].

El rendimiento de produccion y la disminucién de costos son factores importantes
en la industria por lo que se busca alternativas que mejoren este proceso; se han
utilizado tecnologias como la ultrafiltracion para separar el serum de la pulpa de
fruta, en donde el tratamiento de clarificacién consiste en un depésito de acero
inoxidable a bajas temperaturas continuando con una filtracién a presion utilizando
membrana tubular obteniendo un porcentaje de clarificacion entre 50-60% de
acuerdo a las condiciones empleadas en el estudio [14]. Sin embargo, limitar el
tratamiento a métodos mecanicos dificulta la operabilidad adecuada de los equipos,
el uso de membranas en la filtracion puede llegar a taparse debido a la estructura
altamente gelificante o cristalina de la pulpa del fruto, por lo cual se recurre a
tratamientos enzimaticos como paso previo a la filtracién con el fin de reducir
mayores porcentajes de turbidez y evitar el dafo a equipos utilizados durante el
proceso industrial, reflejado en un incremento de ganancias econdémicas en la

industria de alimentos [15][16].



1.2 PECTINA

La pectina es una macromolécula compleja de alto peso molecular (100 - 200 kDa)
que se encuentra presente en altas concentraciones como polisacaridos
estructurales en células vegetales contribuyendo en la forma, desarrollo y
crecimiento de los frutos y plantas (TABLA 2). Las propiedades fisicas y quimicas
de la pectina varian de acuerdo con el numero de polimeros que conforman la
cadena, la configuracidén quimica, azucares neutras y el tipo de planta en la que se
genera; estos factores contribuyen en propiedades de la molécula como la

capacidad gelificante.

TABLA 2. Contenido pécticos en citricos

FRUTAS CONTENIDO DE PECTINA (%)
Cascara de citricos 30
Limén 3-7
Naranja 0.5-35

La cadena principal de la pectina (FIG. 2) [15] es estructurada por
homogalacturonato compuesto por fragmentos de acido (1,4)-D-galacturénico en
cadena lineal y con grupos ésteres metilicos en forma de ramificaciones, los cuales
incrementan el peso molecular de la pectina hasta 100 unidades, cadenas laterales
formadas por ramnosa con grupos acetilados (ramnogalacturonato I) y una segunda
cadena de ramnogalacturonato Il junto con glucosa y galactosa. El grado de
ramificacion de la macromolécula depende de la variedad y maduracién del fruto
proveniente, la esterificacion de las cadenas afecta la densidad de la molécula, en
los citricos los grupos ésteres-metilicos no son ampliamente distribuidos dificultando
la degradacion de la pectina y en citricos. El grado de esterificacion (GE) es una
forma de clasificar a la pectina; si el GE es > 50% recibe el nombre de pectina de
alta-esterificacion y si GE < 50% pectina baja-esterificacion [11], [17]. La estabilidad
de la pectina depende de los grupos esterificados, las macromoléculas con alta-
esterificaciobn son estables a pH acidos (2 - 4) sin embargo, pueden ocurrir
reacciones de despolimerizacion a pH arriba de 4.5; en contraste, la estructura
molecular de la pectina de baja-esterificacion es estable a pH basicos y altas



temperaturas, afectando la solubilidad debido a que la pectina es soluble en agua,
pero insoluble en solventes organicos en donde la molécula se precipita. El nivel de
calcio y pH asi como el tipo y concentracidn de pectina son factores que determinan
la reologia de la pectina, aumentando la viscosidad y gelificacion [18].

® jcido galacturdhico

«% g © cido galacturdnico metilado

% C Ramnosa
E%e/ © Arabinosa o galactosa
m%% A Xilosa

B Grupo acetil

Fig. 2 Estructura quimica de la pectina



1.2.1 PROPIEDADES GELIFICANTES

La pectina es un producto de interés comercial dirigido a la industria de alimentos y
farmaceéutica por su capacidad emulsificante, gelificacién, viscosidad y como
texturizante, es producida a partir de la extraccion de cascaras de citricos por
métodos de hidrélisis, purificacién y secado.

Determinar la capacidad gelificante y la caracterizacion fisica de la pectina (FIG. 3)
[15] es de gran importancia en la produccion de jugos debido a que se consideran
como factores que pueden afectar en la calidad del producto final ya que se ha
reportado que los enlaces de los polimeros y las interacciones de estos afectan
estabilidad del producto. La estructura gelificante es considerada como indeseable
en la produccion de bebidas, debido a que disminuye las caracteristicas
organolépticas deseadas por el consumidor. La gelificacién varia de acuerdo con
la concentracién de la pectina, el peso molecular, grado de esterificacién y pH; una
concentracion alta de pectina genera un incremento de gelificacion, el alto grado de
esterificacién de esta macromolécula da como resultado una estructura gelificante
mas estable y rigida a altas temperaturas y pH, la baja solubilidad de la pectina en
agua provoca la formaciéon de aglomerados debido a la retenciéon de agua en la
estructura ramificada, asi mismo, un exceso de azucar o solutos presentes puede

producir cristalizacion durante el almacenamiento del producto [11].
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FIG. 3 Estructura gelificante de la pectina
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1.3 PECTINASAS

Las pectinasas son un grupo de enzimas que llevan a cabo la degradaciéon de la
cadena péctica mediante reacciones de despolimerizacion, deesterificacion vy
desmetilacién segun la estructura quimica, de acuerdo con el modo de accion son

clasificadas de la siguiente manera:

e Poligalacturonasas (PG): Enzimas que hidrolizan los enlaces a-1,4-

glucosidicos que unen las fracciones de &cido galacturénico produciendo
galacturonatos. La especificidad del sustrato las subclasifica en endo-PG
(E.C. 3.2.1.15) las cuales catalizan de manera aleatoria el sustrato liberando
acidos oligolacturénicos y en exo-PG (E.C. 3.2.1.67) que hidroliza acidos
pécticos generando monogalacturonatos.

e Pectin-metil esterasas (PME): (EC 3.1.1.11) Catalizan especificamente los

enlaces estermetilicos por medio de reacciones de deesterificacion,
produciendo metanol y pectato.

e Pectin-liasas: (EC 4.2.2.10) Catalizan los enlaces de las sustancias pécticas
altamente esterificadas, produciendo galacturonatos metilados insaturados.

La actividad es 6ptima en medio acido y neutro.

Las enzimas pectinoliticas son producidas naturalmente por plantas que
contribuyen en el reciclaje de nutrientes en el ecosistema degradando material
vegetal muerto y por microorganismos como bacterias, hongos y neméatodos como
método de degradacién de compuestos complejos para su nutricibn y como

mecanismo de defensa contra virus y bacterias en algunos hongos.

Son aplicadas en medios acidos y alcalinos en diversas industrias tales como
extraccion de aceite, blanqueo de papel, fibras de algoddn, fermentacién de té y
café, aditivos de alimentos y tratamiento de agua residuales. Se menciona que las
pectinasas representan el 25% de las ventas mundiales de enzimas alimentarias,
principalmente en la industria de bebidas en donde la exo-poligalacturonasa (Exo-
PG) es aplicada para hidrolizar las moléculas de pectina causando una disminucion
de la turbidez del jugo [19].
10



Las variaciones bioquimicas y fisicoquimicas que se presentan en estas enzimas
son debidas principalmente al tipo de sustrato utilizado durante la produccion, asi
mismo, se han realizado amplios estudios sobre la generacion de las
poligalacturonasas, en donde se ha reportado diferencias segun el microorganismo

productor, la especificidad del sustrato y las condiciones 6ptimas de obtencion [2].

Se ha estudiado la expresidén genética de las pectinasas, siendo A. nigerla especie
con mas trabajo de investigacién en el cual se ha identificado el sistema de
expresion genética pectinolitica, en donde se observa una respuesta enzimatica
positiva en presencia de acido D-galacturénico, demostrando que la generacién de
genes que codifican las pectinasas es regulada por la fuente de carbono, es decir,
la produccion enzimatica incrementa en presencia de moléculas derivadas de la
pectina en el medio de cultivo [20].

TABLA 3. Condiciones 6ptimas en la produccidon de pectinasas en diferentes
microorganismos

MICROORGANISMO pH OPTIMO TEMPERATURA OPTIMA

Aspergillus niger 4.6 35
Bacillus subtilis 10.0 65
Penicillium italicum 6.0-7.0 50

La produccién industrial de enzimas pectinoliticas a partir de microorganismos se
lleva a cabo mediante fermentaciéon regulando parametros como el tipo y la cantidad
de sustrato, asi como temperatura y condiciones éptimas del microorganismo
productor (TABLA 3). La fermentacidn sdlida es utilizada principalmente por hongos
y bacterias obteniendo resultados positivos, sin embargo, la fermentacién
sumergida es el sistema mayormente requerido en produccién a gran escala a partir
de hongos esporulados, este tipo de fermentacién provee de una alta productividad,
asi como de un facil desarrollo y control durante el proceso, igualmente, se observan
ventajas como la estabilidad genética, mayor resistencia y una facil recuperacion

del producto de interés presente en el medio [2].

Las pectinasas son producidas por hongos filamentosos ha sido de mayor interés a
nivel industrial debido a su alta excrecién de enzimas al medio de cultivo y la facil
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recuperacion de estas durante la etapa de fermentacién, aumentando los
rendimientos de produccion. Los principales productores son los géneros
Aspergillus 'y Penicillium caracterizados por el alto potencial de excrecion (90%) de
enzimas pectinoliticas al medio de cultivo. De acuerdo con la regulacion establecida
por la FDA (Food and Drug Administration) estos microorganismos son reconocidos
generalmente como seguros (GRAS), lo cual aprueba la aplicacién de enzimas
generadas a partir de estos en la industria de alimentos y bebidas, incrementando

los rendimientos de produccién [21].

Los hongos cumplen una funcidén ecoldgica en los ecosistemas descomponiendo
materia organica considerandolos como recicladores en la naturaleza. Su fuente de
energia es obtenida de los carbohidratos simples, los cuales son obtenidos
mediante degradacion enzimatica, sistema que consiste el liberar exo-enzimas y
realizar una digestidbn extracelular, para posteriormente ingresar fracciones
monomeéricas a las células a través de las paredes fungicas. Debido a que requieren
compuestos organicos para su desarrollo, se clasifican como heterétrofos vy
quimiorganotrofos. El metabolismo se divide en primario y secundario, el
metabolismo primario consiste en la sintesis de biomoléculas esenciales para el
crecimiento del hongo, como aminoacidos y nucleotidos; el metabolismo secundario
corresponde a la biosintesis de moléculas no esenciales en donde se encuentran
las enzimas codificadas por genes especificos, los hongos son de interés en el
mercado debido a que los productos obtenidos de las vias del metabolismo
secundario varia desde los farmacéuticos hasta venenos, como antibiéticos y

toxinas [22].

En la produccion industrial de pectinasas mediante bioprocesos microbianos se
utilizan materiales ricos en pectina, principalmente residuos agroindustriales como
bagazo de cana, café, cascaras de citricos, almidén, actuando como efecto inductor
del complejo enzimatico, disminuyendo los costos de produccién [19].

El proceso de purificacion de enzimas producidas en fermentacidbn sumergida
comienza con un proceso de filtracién con el objetivo de eliminar la biomasa y
contaminantes insolubles, a continuaciéon, se aplican diferentes métodos de
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concentracion entre los cuales se encuentran técnicas como la adicion de sales,
didlisis y ultrafiltracidn, siendo de gran importancia optimizar condiciones para evitar
pérdidas en la actividad enzimatica. La purificacion de enzimas se puede realizar
mediante técnicas de cromatografia generalmente intercambio iénico y filtracién en
gel, en donde el factor determinante es el rendimiento final de la enzima y el
porcentaje en el incremento de la actividad total y especifica. Es importante reducir
la aplicacion de métodos que generen costos extras en la produccién enzimatica
industrial [19].

1.4 HONGO PENICILLIUM SP.

Uno de los géneros de hongos filamentosos mas estudiados y utilizados en la
industria es Penicillium, debido a la potencial produccidén de diversos metabolitos
secundarios y enzimas extracelulares como las pectinasas. Las especies del hongo
Penicillium crecen facilmente en ambientes exteriores, con una alta capacidad de
adaptacién, se encuentran abundantemente en cascaras de frutas y plantas ya que
son fuentes de nutrientes en donde obtienen diversos compuestos organicos como
glucoproteinas, segun estudios anteriores la temperatura éptima para el crecimiento
de este hongo es de un rango entre 30 y 35°C y pH ligeramente &acidos (4.0 - 6.0).
La clasificaciébn taxondémica esta basada de acuerdo con la estructura del
conidi6foro, el cual puede estar pigmentado de color verde azulado rodeado de un
halo blanco o amarillo dependiendo de la especie, las colonias son circulares y con
aspecto esponjoso con presencia de esporas [23].
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1.4.1 PECTINASAS DE HONGO PENICILLIUM SP.

Las especies del género Penicillium han sido ampliamente estudiadas debido a la
facil produccidn de enzimas pectinoliticas, son poco demandantes para un oportuno
crecimiento lo cual incrementa las ventajas para la produccién a gran escala. Se ha
observado un alto rango de variacion de la actividad enzimatica entre las especies
productoras, Penicillium oxalicum PJ02 [24] genera entre 36.88 U/mL mediante
fermentacién sumergida y Penicillium oxalicum F67 [25] aproximadamente 8,000
U/mL, a partir de esto se ha demostrado que las caracteristicas bioquimicas de
estas enzimas varian segun el microorganismo productor, sustratos y factores
fisicoquimicos como la temperatura y pH. Segun la literatura las pectinasas
obtenidas a partir de Penicillium registran una estabilidad térmica en un rango de 30
a 50°C y pH entre 5.0 - 8.0, el peso molecular varia entre 25 a 50 kDa de acuerdo

a la fraccion enzimética y la especie del hongo analizado [26] [22].

1.5 INMOVILIZACION ENZIMATICA

El mejoramiento en las propiedades de la enzima, asi como la generacién de
enzimas recombinantes son un enfoque de interés en la fabricacion de enzimas
industriales, sin embargo, una desventaja que presentan las enzimas “libres” es la
pérdida debido a la alta solubilidad, asi como inestabilidad a diferentes condiciones
operacionales por lo que se consideran dificiles de recuperar y la baja reutilizacion
refleja un alto costo en la industria. Una tecnologia alternativa es la inmovilizacién
enzimatica, definida como el confinamiento o localizacién en un espacio definido de
la enzima y permitiendo el uso continuamente. La funcionalidad depende del
método de inmovilizacion, asi como del material acarreador, tradicionalmente, se
realiza a través de métodos fisicos como la encapsulacion y atrapamiento en geles
como alginatos, sin embargo, existe una alta probabilidad de degradacién del
material y una pérdida de la enzima mediante lixiviacién lo que genera una baja
recuperacion enzimatica. En la actualidad, la inmovilizaciéon quimica ha sido objeto
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de estudio debido a la alta estabilidad que confiere a la enzima reduciendo la
pérdida de sitios activos y otorgando una mayor resistencia al efecto de la
temperatura, pH y algunos disolventes organicos, la unidn covalente se basa en la
activacién de grupos quimicos del material utilizado como soporte y la interaccién
entre los nucledfilos de la enzima, se requiere de interacciones quimicas especificas

y el uso de un agente de reticulacion [27].

1.5.1 INMOVILIZACION EN NANOPARTICULAS MAGNETICAS

En los ultimos afos se han desarrollado e investigado diferentes materiales como
portadores en la inmovilizacion enzimatica, entre ellos se encuentran las
nanoparticulas magnéticas, utilizadas como soporte por sus caracteristicas
fisicoquimicas como una baja toxicidad, biocompatibilidad y bajo costo, incluyendo
la propiedad unica de una recuperacion eficaz y sencilla mediante campos
magnéticos. El uso de nanoparticulas magnéticas es reportado usualmente como
acarreador en la biomedicina aumentando la eficacia con muy bajos niveles de
toxicidad [28].

Las nanoparticulas de 6xido de hierro (FesOs4) (FIG. 4) [61] son ampliamente
utilizados como material de inmovilizacién caracterizadas por una alta capacidad de
magnetizacion y superficie especifica. Debido a que las particulas de FesO4 son
facilmente afectadas por reacciones de oxidacidn, es necesario realizar un proceso
de recubierta, en donde las particulas de silice resultan un excelente soporte para
la inmovilizacion debido a su capacidad hidréfila, estable y biocompatible. Un paso
posterior en la obtencion del soporte sintetizado es la funcionalizacién de la
nanoparticula, en donde generalmente se utilizan grupos funcionales como COOH,
NHz, CH-CHz; esta modificacion quimica otorga un largo periodo de uso reduciendo
la pérdida de la enzima inmovilizada [6].
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FIG. 4 Sintesis de nanoparticulas modificadas quimicamente
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2. ANTECEDENTES

Se realiz6 una produccidn de pectinasas por Aspergillus niger LB-02-SF en cultivo
sumergido, en donde se evalué el efecto del inductor y la ausencia de glucosa en el
medio como respuesta a una represion catabdlica. En donde se observd una
reduccién de crecimiento de biomasa en el medio sin glucosa, pero una alta
produccién enzimatica, registran una actividad enzimatica mayor al 40% utilizando
pectina sintética al 1% en el medio con respecto al control (14 U/mL), durante 22

horas de fermentacion a pH de 2.5 [29].

A partir de un hongo Penicillium chrysogenum se obtuvo enzimas pectinoliticas en
fermentacién sélida, seleccionando cepas que produjeran un halo claro alrededor
de la colonia inoculada siendo considerados como productores de pectinasas. La
maxima actividad fue registrada a 50°C y pH 6.5 con una actividad enzimatica de
27.1 U/L después de las 120 horas de fermentacion. Se obtuvo un aparente peso
molecular de 31 kDa determinado por SDS-PAGE [30].

Se optimizd la produccién de pectinasa utilizando cascara de naranja como
cosustrato a partir de Penicillium oxalicum PJ02 en fermentacion sumergida,
utilizando un andlisis de superficie de respuesta, los resultados obtenidos de un
analisis de 22 experimentos indicaron una temperatura 6ptima de produccién de
36.5 °C con una concentracién de 1.12 g/L de NH4Cl, en donde se obtuvo una
actividad maxima de 36.88 U/mL y 0.62 U/mL para exo y endo-pectinasa

respectivamente [24].

Se produjeron pectinasas por Aspergillus niger Aa-20, utilizando cascara de limén
como sustrato (1.6 g/L) obteniendo una actividad enzimatica de 863.1 (U/mL), y la

maxima actividad (2181.23 U/mL) a una concentracién de sustrato de 0.8 g/L [19].

Se evalud la actividad enzimatica de pectinasas y las condiciones éptimas de
produccién a partir de Aspergillus aculeatus, inmovilizando por atrapamiento en
alginato de calcio para la clarificacién de jugo. El pH éptimo para la enzima libre fue
5.0 y 3.0 para la pectinasa inmovilizada, indicando una mayor estabilidad mediante
el proceso de inmovilizacibn a pH bajo. Las temperaturas éptimas para las
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pectinasas libres e inmovilizadas fueron 50 y 40 °C, respectivamente, la temperatura
baja en la pectinasa inmovilizada indica que el soporte no confiere un efecto de
proteccidn contra la desnaturalizacion enzimatica a temperaturas mas altas, la
actividad enzimatica se perdié por completo cuando se expuso a 60 °C/60 min. La
pectinasa inmovilizada de Aspergillus aculeatus retuvo mas del 80% de actividad
residual en el tercer ciclo y mas del 30% de la actividad residual después de repetir
la reaccidn de hidrdlisis de pectina ocho veces [8].

La inmovilizacion de pectinasas en nanoparticulas magnéticas de quitosano fue
evaluada utilizando polialdehido-dextrano como agente macromolecular de
entrecruzamiento. La enzima inmovilizada indic6 una estabilidad térmica en un
rango de 55-75°C y una actividad residual del 85% después de cinco ciclos de uso.
En el tratamiento de clarificacion en jugo de manzana con enzima libre e
inmovilizada se observd una reduccion de turbidez del 70 y 74% respectivamente,
después de 150 min de tratamiento evaluada mediante espectrometria [31].

Se inmovilizd6 enzimas pectinasas de Penicillium oxalicum F67 en microesferas
magneéticas cornstarch utilizando glutaraldehido como agente crosslinking,
manteniendo actividad residual de 60% después de 8 ciclos de uso en tratamiento
de clarificacion de jugos [32].

2.1 ANALISIS CRITICO DE LA LITERATURA

e Los hongos filamentosos Aspergillus sp. y Penicillium sp. son los mas
reportados como productores de pectinasas, las cuales tienen una gran
aplicacién industrial para la clarificaciéon de jugos.

e Se ha reportado que el uso de cascaras de citricos como cosustratos
aumenta la produccién de pectinasas.

e La inmovilizacién de pectinasas reduce costos de produccién debido a que
tienen varios ciclos de redso, ademas le confiere a la enzima estabilidad
térmica y a cambios de pH.
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e Se ha reportado inmovilizacién de pectinasas principalmente por adsorcién
en microesferas magnéticas, por atrapamiento en alginato de calcio, en
nanoparticulas magnéticas de quitosano, con glutaraldehido por cross-
linking. Sin embargo, no se ha inmovilizado pectinasas a partir de Penicillium
sp. en nanoestructuras core-shell de magnetita y SiO2 por enlace covalente.

2.2 APORTACION CIENTIFICA

Produccién e inmovilizacion de pectinasas con un hongo filamentoso en
nanoestructuras core-shell de magnetita y SiO2 por enlace covalente para la
clarificacion de jugos.

2.3 HIPOTESIS

Las pectinasas producidas con un hongo filamentoso e inmovilizadas en
nanoestructuras core-shell de FesOs@SiO2, reducen mas del 70% la turbidez del

jugo de manzana y naranja.

2.4 OBJETIVOS Y METAS

2.4.1 OBJETIVO GENERAL

Producir pectinasas con un hongo filamentoso e inmovilizar en estructuras core-

shell de FesO4@SiOz2 para la clarificacion de jugo de naranja y manzana.
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2.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar morfoldgica y genéticamente al hongo filamentoso
2. Producir y optimizar la produccion de pectinasas en cultivo sumergido
variando la relacion cosustrato/glucosa, temperatura y pH, midiendo como

respuesta la actividad pectinolitica

3. Optimizar la actividad enzimatica de pectinasas variando temperatura y pH

mediante un disefo central compuesto

4. Determinar los parametros cinéticos de la condicién éptima de produccién

enzimatica

5. Purificar parcialmente las pectinasas de un hongo filamentoso por tamafo

molecular con membranas

6. Sintetizar, modificar y caracterizar el core-shell de FesOs@SiO2, por DRX,
IR-ATR, SEM y Potencial ¢

7. Inmovilizar las pectinasas de un hongo filamentoso en el core-shell de

Fes04@SiOz2, variando tiempo de retencién y concentracion de enzima

8. Evaluar la actividad pectinolitica de las enzimas inmovilizadas para la

clarificacion de jugo de manzana y naranja
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3. METODOLOGIA

3.1 AISLAMIENTO Y PROPAGACION DE LA CEPA

Se aisl6é una especie de hongo nativo encontrado en cascara de naranja, sembrando
mediante coleccion por asa estéril en medio de cultivo solido PDA previamente
esterilizado a 121°C/15 min, adicionando ciprofloxacino como antibiético. Se incubéd
a 35°C durante 7 dias, verificando su crecimiento cada 24 h. Las placas se
almacenaron a 4°C para su posterior uso [33].

3.2 IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y GENETICA

La identificacién morfolégica del hongo aislado se realizé por la técnica de micro
cultivo en microscopio 6ptico visualizando las caracteristicas microscépicas a 100x
y la descripcién correspondiente a la morfologia macroscoépica del hongo sembrado
en medio PDA [34]. Para la identificacién genética del hongo se realizara la
amplificacion de la secuencia gendémica ITS por medio de PCR siguiendo el
protocolo establecido, la afiliacién de las secuencias generadas sera analizada por
el algoritmo BLASTN de la base de datos del Genbank con un 97% de
compatibilidad [34].

3.3 PROPAGACION DE ESPORAS

La produccidén de esporas del hongo filamentoso se realiz6 en medio sélido PDA
suplementado con 2% de pectina comercial (Sigma Aldrich) en condiciones estériles
a 35 °C durante 7 dias, posteriormente se tomé una asada y se suspendié en 10.0
mL de caldo SDA inoculando a 35 °C durante 5 dias, a continuacién, se realizé una
dilucion seriada 1:10 con una solucion de NaCl 0.9% para determinar la
concentracion de esporas. Se tomé 1 mL de la dilucion 102y se cuantificé el
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contenido de esporas mediante camara de Neubauer. El crecimiento del hongo se
determind filtrando previamente por membrana Millipore 0.45 pm y leyendo a 600
nm en UV-Vis para calcular la densidad éptica, todos los experimentos se realizaron
por triplicado [35].

3.4 PRODUCCION ENZIMATICA POR FERMENTACION SUMERGIDA

La produccién de pectinasas se realizd por fermentacion sumergida en medio
mineral compuesto por K2HPO4 (0.5 g/L), (NH4)2SO4 (0.1 g/L), MgSOa4 (0.1 g/L),
FeSO04-7H20 (0.005 g/L) y glucosa 1% como medio control, variando el inductor:
pectina sintética (Sigma Aldrich) 2% en peso seco, 2% peso seco de cascara de
naranja y cascara de limon (2% peso/seco) previamente secadas, molidas y
tamizadas. En condiciones estériles la fermentacién se realiz6 a 35°C durante 240
horas de fermentacion a 120 rpm, cada 24 horas se tomé una muestra para los
analisis correspondientes, todos los experimentos se realizaron por triplicado [36].

3.4.1 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE PECTINASAS

Se optimizaron las condiciones para encontrar la mejor produccién de pectinasas
con un disefio central compuesto 22, tomando como variables independientes la
temperatura y el pH (TABLA 4) y como respuesta la actividad enzimatica maxima.
Los datos fueron analizados mediante software Desing Expert.

TABLA 4. Variables independientes en el DCC de la produccién enzimética

VARIABLES INDEPENDIENTES -a -1 0 1 +a
Xi Temperatura °C 20.85 25 35 45 49.14
X pH - 3.17 4.0 6.0 8.0 8.82
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3.5 CUANTIFICACION DE BIOMASA POR PESO SECO

Los extractos de enzimas obtenidos por fermentacion sumergida se filtraron a través
de papel Whatman no. 1 y en seguida a través de membrana Millipore (0.45 uM).
La biomasa retenida en el papel Whatman se dej6 secar hasta peso constante
(ECUACION 1) [37].

9

. eso inicial —peso final
biomasa (H) _P (g)—peso final (g)

volumen muestra (mlL)

ECUACION 1

3.6 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

3.6.1 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Utilizando como estandar acido tanico se construy6 una curva de calibracion (0 -
200 mg/L). Se tomd una muestra de 500 pL de la solucion enzimatica, se le afadié
500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu, 5.0 mL de agua destilada y 1.5 mL de Na2COs
al 20%, se dejé reposar durante 2 horas y se leyd la absorbancia a 765 nm, todos
los experimentos se realizaron por triplicado [38].

3.6.2 CUANTIFICACION DE PROTEINA EXTRACELULAR

Se realiz6 una curva de calibracién con una concentracion de 129 - 1500 pg/mL
utilizando albumina sérica como estandar. A 10.0 uL de la solucién enzimatica se le
agreg6 250 uL de reactivo Bradford 0.1 M, dejando reposar 10 minutos se ley6 la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm para determinar el contenido de
proteina extracelular [39].
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3.6.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimatica de las exo-PG se determind mediante la cuantificacién de
azucares reductores por el método DNS, en donde se anadié 500 pL del extracto
enzimatico a 1.0 mL en buffer de citratos (pH 5.0) y 100 pL de solucidén de pectina
sintética al 1%, después de incubar a 35°C por 25 min a 500 pL de la solucién
incubada se le afadié 41.5 uL de Na2COs al 20%, 500 pL de reactivo DNS y 500
UL de agua destilada llevando a 100°C durante 10 min, en seguida se dejé enfriar y
se leyo la absorbancia a 540 nm. Una unidad de actividad enzimatica (U) se definié
como el aumento de acido galacturdnico producido (umol) por mL de pectinasas por
minuto, determinada mediante una curva estandar con acido D-galacturénico [40].
La actividad endo-PG se cuantific6 mezclando 500 pL de extracto enzimatico y 9.0
mL de solucion pectina al 2% en buffer de citratos 0.1 M (pH 5.0), posteriormente
se incubd a 35°C durante 30 min; la reduccion de la viscosidad se determiné
mediante viscosimetro capilar Ostwald. Una unidad de actividad endo-pectinasa (U)
se defini6 como la cantidad de enzima requerida para reducir la viscosidad en un

50% en 1 min por mililitro [41].

3.7 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION ENZIMATICA

En condiciones oOptimas de la produccién en fermentacion sumergida para la
produccion enzimatica, se realizd un disefio central compuesto 22 variando la
temperatura y el pH (TABLA 5) tomando como respuesta la actividad enzimatica del

extracto extracelular [42].
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TABLA 5. Variables utilizadas para DCC optimizacion de la actividad enzimatica

VARIABLES INDEPENDIENTES -a -1 0 1 +a
Xi Temperatura °C 25 35 45 55 49.14
Xz pH 0.75 2.0 5.0 8.0 9.24

3.8 PURIFICACION PARCIAL ENZIMATICA

3.8.1 ULTRAFILTRACION

La purificacion parcial del extracto enzimético se llevd a cabo primeramente
mediante membrana de corte Amicon 50 kDa con el objetivo de concentrar la
proteina de interés, en donde se afadié 15.0 mL del extracto crudo previamente
filtrado a 0.45 um llevando a centrifugacion a 4500 rpm durante 30 min a 4°C y se
colect6 la fraccion filtrada (<50 kDa). Se determind la actividad enzimatica y el
contenido de proteina extracelular, asi como el rendimiento obtenido de la fraccion

recuperada [6].

3.8.2 PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

La fraccion colectada (<50 kDa) se llevo a un tratamiento de precipitacién con sulfato
de amonio, llevando la solucién al 80% en agitacion constante a 4°C, se dejo
reposar durante 12 horas y posteriormente se centrifugd a 4500 rpm/ 30 min a 4°C,
el sobrenadante fue recuperado para realizar una segunda precipitacion. El
precipitado obtenido se diluyé con buffer de citratos de pH 5.0 (1M) y se llevd a
centrifugacion a las mismas condiciones. El sobrenadante se dializé en buffer de
citratos (pH 5) a 4°C hasta la eliminacion de todos los iones sulfato, se determiné el
contenido de proteina extracelular y la actividad enzimatica [6].
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3.8.3 CROMATOGRAFIA EXCLUSION POR TAMANO

Se utilizé una columna de vidrio (35 x 1.5 cm, con volumen de 50 mL) empacada
con Sephadex G-100 (Sigma Aldrich). El concentrado fue eludido con buffer Tris-
HCI (10 mM, pH 6.5). Se colectaron 25 fracciones de 2.0 mL de volumen, fueron
concentradas nuevamente utilizando membrana de ultrafiltracion de 30 kDa con el
propdsito de reconcentrar la fraccion en donde se encuentran las pectinasas, se
determind el contenido de proteina extracelular y actividad enziméatica, la fraccion
con actividad mas alta se colectd para analisis posteriores [43].

3.8.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Se realiz6 la técnica SDS-PAGE al 12% utilizando gel acrilamida al 30%, como
control se analizé una muestra de pectinasa de A. niger (Sigma Aldrich) y se
evaluaron las fracciones enzimaticas (Extracto filtrado 0.45 um, <50 kDa, fraccién
cromatografica), el gel fue corrido a 110 V durante 15 min y posteriormente a un
voltaje constante de 140 V durante 2 horas [43].

3.9 DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS

Se evalué el efecto de la concentracion del sustrato (0.0 — 2.5 mg/mL) con respecto
a la actividad catalitica de la fraccién enzimatica ultrafiltrada (<50 kDa) (uMol/min)
utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten se determinaron los parametros
cinéticos Kmy Vmaxdel extracto enzimatico crudo, la fraccion ultrafiltrada, pectinasas
comerciales, celulasas comerciales (A. niger, Sigma Aldrich) y de la fraccion
enzimatica (<50 kDa) inmovilizada en nanoparticulas core-shell, la datos fueron
analizados y ajustados utilizando el software Origin Pro-2016 [44].
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3.10 SINTESIS DE LA NANOESTRUCTURA Fes:0.@Si0. Y
MODIFICACION QUIMICA DE LA SUPERFICIE

Las nanoparticulas magnéticas se adquirieron comercialmente, se agregaron 500
mg de Fes3Os a una suspension con etanol absoluto y agua desionizada, se
sonicaron durante 45 minutos y se afadié una mezcla de solucion de hidréxido de
amonio al 20% y 4.0 mL de reactivo TEOS, dejando en agitaciéon constante la
mezcla durante 6 horas a 28°C, posterior a este tiempo se recuperaron las
nanoparticulas de FesOs@SiOz2 (core-shell) por campo magnético y se dejé secar a
vacié durante 12 horas a 80°C.

Para realizar la modificacién quimica de superficie (core-shell aminado), se tomé
0.5 g de Fe304@SiO2 y se anadieron a una mezcla de tolueno (40 mL) y de reactivo
APTES (5.0 mL) agitando manualmente, la mezcla se dejé a 60°C durante 14 horas
bajo agitacion constante, posteriormente se lavo la mezcla con tolueno y dos veces
con acetona, las nanoparticulas fueron recuperadas mediante campo magnético y

se secaron a vacio durante 24 h a 50°C [45], [46].

El enlace covalente de unidn entre la nanoparticula y la enzima se formé utilizando
una solucién de glutaraldehido al 25%, agregando 15 mg del core-shell aminado y
agitando a temperatura ambiente durante 1 h a 120 rpm, posteriormente se lavé

extensivamente con H20 y se secd a vacio a 50°C durante 24 h [47].

3.10.1 CARACTERIZACION DEL CORE-SHELL Fe;04@SiO-

La caracterizacion del core-shell fue determinada utilizando diferentes técnicas
evaluando tanto la morfologia como las propiedades fisicoquimicas durante cada
fase de sintesis.
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3.10.1.1 SEM

El tamano y la morfologia, asi como la distribucion de las nanoparticulas fueron
evaluadas mediante microscopia electrénico de barrido (SEM) JEOL (modelo JSM-
6701F) con un voltaje de 5.0 kV y una magnificacion de 1000x a 50000x. Utilizando
este mismo equipo se realizé un andlisis de energia dispersiva de rayos X (EDS) en

donde se determiné la composicién elemental del soporte sintetizado [48].

3.10.1.2 POTENCIAL ¢

Evaluando el potencial  se determiné la carga superficial de las nanoparticulas,
permitiendo inferir las correctas reacciones de sintesis del core-shell, se utilizé un
equipo Zetasizer ver 7.12, en donde se analizaron muestras de cada fase dispersas
en agua desionizada (pH 6.55, IR: 1.33, 0.887 cP) [48].

3.10.1.3 DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccidon de rayos X se utilizd para observar la fase cristalina de la nanoparticula
en las diferentes etapas de sintesis y determinar si se comportaba estable de
acuerdo con las caracteristicas de la magnetita. El equipo usado fue un
Difractometro de Rayos X Siemens D-5000, analizando la muestra a temperatura
ambiente durante 30 min en un angulo de 5 a 90° (35 kV) [49].
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3.10.1.4 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON ATR-FTIR

Se utilizd la técnica de espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con
Reflexién Total Atenuada (Perkin EImer mod. Spectrum One) para observar los
enlaces correspondiente a la silinizacion, asi como a la funcionalizacion del soporte
con el grupo amino. El andlisis se realizé a temperatura ambiente, el parametro de
onda fue de 650 a 4000 cm™' [49].

3.10.1.5 XPS

La composicién quimica de la superficie del material sintetizado fue evaluada por
medio de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) (X-Ray 400um FG)
[50].

3.11 INMOVILIZACION DE PECTINASAS PARCIALMENTE PURIFICADAS

La inmovilizacion de las pectinasas se realizé bajo las condiciones éptimas de
mayor actividad enzimatica, determinando la actividad pectinolitica antes y después
de inmovilizar. Variando la concentracion de enzima inicial en 500 yL de buffer de
citratos (01 M, pH 5.0), anadiendo 15.0 mg del core-shell aminado y llevando a
sonicacion durante 5 min, la mezcla se dejo reposar durante 1 hora a 4°C y posterior
a este tiempo se sénica nuevamente, repitiendo este ciclo dos veces y finalmente
dejando reposar a temperatura ambiente. El core-shell unido a la enzima
pectinolitica se recuperé mediante campo magnético y se lavé dos veces con agua
desionizada, se tomd una muestra del sobrenadante para analisis de proteinas

extracelular [51].

Se realiz6 un disefio central compuesto de dos factores para conocer las
condiciones éptimas para la actividad enzimatica inmovilizada (TABLA 6).
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TABLA 6. Variables utilizadas en DCC optimizacion de las actividad enziméatica

inmovilizada
VARIABLES INDEPENDIENTES -a -1 0 1 +a
Xi Temperatura °C 29.82 35 50 60 65.17
X pH - 1.37 2.0 3.0 5.0 5.62

3.12 EVALUACION DE ACTIVIDAD PECTINOLITICA DE ENZIMAS
INMOVILIZADAS EN LA CLARIFICACION DE JUGOS

El jugo de manzana y naranja se elaboré con fruta obtenida de mercado local,
lavada y cortada previamente, obteniendo el jugo mediante extractor casero. Se
realizé un proceso de esterilizacion llevando a 90°C por 15 min y posteriormente a
4°C, se centrifugd a 6500 rpm por 15 min y posteriormente se filtré por papel
Whatman no. 1.

El tratamiento de clarificacién se llevé a cabo mediante métodos mecéanicos
(centrifugacion a 8000 rpm/ 15 min) y el tratamiento enzimatico (pectinasas
inmovilizadas y libres) en actividades cataliticas similares. Se tomé 15 mL de los
diferentes jugos y se afadié 500 uL de extracto enzimatico, utilizando agua destilada
como control, se llevd a agitacion constante a 1200 rpm durante 1 hora a 35°C,
posteriormente se tomd una muestra para determinar el grado de turbidez midiendo
% T a 660 nm.

Para determinar la capacidad de relso, se recuperaron las pectinasas inmovilizadas
bajo campo magnético lavando con buffer de citratos (pH 5.0) repitiendo tres veces
el ciclo antes mencionado.

La viscosidad de los jugos fue medida utilizando viscosimetro de Ostwald, las
muestras se trataron de la misma forma descrita para la evaluacion de turbidez
[32][52].
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO DE LA CEPA E IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Se logré aislar una cepa de hongo encontrada en cascara de naranja mediante
resiembras en medio PDA a 35°C, el inéculo del hongo fue caracterizado
morfolégicamente.

La colonia fungica inoculada en medio de cultivo (FIG. 5 A), present una coloracion
verde, forma circular y presencia de esporas. Mediante la técnica de micro cultivo
se observd las estructuras microscépicas del hongo filamentoso (FIG. 5 B), en
donde se presentd similitud a la perteneciente al género Penicillium sp., el cual se
caracteriza por contener conidiéforos peniciliados terverticilados coincidiendo con
las tres ramificaciones lanceoladas y simétricas en el hongo analizado, asi mismo,
se observo la presencia de esporas y conidios en forma de cadenas basipetas,
esféricas y verdosas propias al género mencionado [30].

A) B)
s
h :
g

B2

FIG. 5 A) Caracteristicas macroscopicas del hongo filamentoso aislado en PDA. B)
Caracteristicas microscopicas observadas con microscopio éptico a 100X
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4.2 PRODUCCION ENZIMATICA POR FERMENTACION SUMERGIDA

Se realiz6 una prueba de hidrdlisis de la cadena péctica en donde se inoculo el
hongo filamentoso en medio PDA suplementado con 2% de pectina citrica. Se
presentd un halo claro de 0.2 cm después de 5 dias de incubacion posterior a una
tincion con rojo congo al 1%, evidenciando la capacidad del hongo filamentoso de
degradar los compuestos pécticos presentes en el medio de cultivo (ANEXO ). El
resultado coincide con lo reportado en literatura en donde Aspergillus niger presenta
un halo de hidrélisis de 0.5 cm en condiciones similares, por lo tanto se deduce que
el hongo utilizado en este proyecto presenta la capacidad de producir enzimas
pectinoliticas [53]. Posteriormente, se llevd a cabo la produccién enzimatica
mediante fermentaciéon sumergida utilizando cascaras de citricos como cosustratos,
pectina citrica 2% y medio mineral como control (FIG. 6 A). Se observa que la mayor
produccién exo-enzimatica fue a las 120 h de fermentacién tanto en el medio control
como en cosustratos pécticos, coincidiendo con los resultados obtenidos en trabajos
anteriores donde al mismo tiempo de fermentacion P. chrysogenum presentd una
actividad enzimatica de 27.1 U/mL a 50°C y pH 6.5 [30].
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Se registraron unidades cinco veces mayor en medio con pectina citrica 2% (27.8
U/mL) en comparacion al medio control (4.87 U/mL), sefialando la importancia del
uso de inductor el cual dio como resultado un aumento de la produccién de enzimas
pectinoliticas y la represidn catabdlica en presencia de glucosa en el medio control,
el aumento en el porcentaje de la actividad enzimética en el medio inducido coincide
con lo reportado en pectinasas producidas por Penicillium oxalicum PJ02 (33.17
U/mL) con pectina citrica 2%. La produccién enzimatica en la que se utilizd cascara
de lim6n como cosustrato fue 1.5 veces mas alta en contraste con cascara de
naranja, resultado atribuido a la estructura quimica de la pectina en las cascaras de
los citricos [24].

La cepa fungica fue pretratada con el fin de adaptar al hongo en condiciones
similares a la fermentacion y en presencia de compuestos pécticos en base a los
resultados obtenidos durante la produccién enzimatica previa y lograr un efecto
inductor de enzimas pectinoliticas; por lo que la siembra del in6culo en medio PDA
fue suplementada con pectina citrica al 2% y posterior al tiempo de incubacion se
suspendié en caldo SDA a 35°C. Mediante conteo de esporas en camara de
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Neubauer y densidad optica, se fij6 una concentracién de inéculo de 1.6x108
esporas/mL, empleada para todos los cosustratos utilizados en la produccion
enzimatica. Una alta concentracién de esporas utilizada para inocular medios de
cultivos resulta en un efecto negativo para la produccion enzimatica debido a una
sobresaturacién enzimatica y una baja concentracion de sustratos lo cual impide el

crecimiento del hongo e incremento de biomasa [2].

Controlando las variables utilizadas (temperatura, pH y concentracion de in6culo)
se realizd una segunda fermentacion sumergida utilizando los mismos cosustratos
excepto por la pectina comercial, reemplazada por pectina extraida de la cascara
de limén utilizada. La extraccién péctica fue realizada mediante hidrolisis acida [54],
obteniendo un rendimiento del 80% con respecto al total de la cascara empleada.
Los resultados obtenidos mediante la fermentacién sumergida posterior al pre-
in6culo del hongo (FIG. 6 B), muestran una reduccién en la fase exponencial efecto
atribuido a la adaptacion del hongo a condiciones de temperatura y pH y a la
predisposicién por degradar compuestos pécticos como los galacturonatos
presentes en el medio de fermentacién, disminuyendo en el tiempo de produccién

enzimatica (96 h) comparando con la primera fermentacién (120 h).
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FIG. 6 A) Producciéon enzimatica a 35°C por 168 h de fermentacion. B) Produccion

enzimatica en fermentacidén sumergida posterior a la adaptacién del hongo

La induccién enzimatica es definida como la sintesis o el aumento de generacién de
enzimas especificas debida a la presencia de sustratos en el medio o estimulos en
el medio ambiente, este efecto es regulado generalmente sobre el nivel
transcripcional y el ARNm del microorganismo. En diversos estudios se ha
comprobado el aumento en la expresién de genes de enzimas pectinoliticas en el
género Aspergillus niger en presencia de acido D-galacturénico y otros compuestos
pécticos [29]. La actividad enzimatica se incrementd aproximadamente 10 veces
mas con respecto a la fermentacién anterior, nuevamente relacionado con la
capacidad inductora de pectinasas. Los valores alcanzados fueron de 360.45 U/mL,
lo que es similar a los valores de actividad enzimatica producida a partir de especies
hiper productoras de pectinasas de Penicillium occitanis CT1 que presentd una
actividad de 221 U/mL [55].
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Evaluando el rendimiento de produccion de enzimas de los agro residuos utilizados
como cosustratos durante la fermentacién sumergida, la cascara de limén resulto
ser la mejor fuente de carbono para el hongo filamentoso alcanzando una actividad
maxima de 340.9 U/mL, aproximadamente dos veces mas a la obtenida a partir de
cascara de naranja (198.4 U/mL) al tiempo maximo de produccién. La variacién de
la actividad enzimatica se presenta de acuerdo con la estructura de la pectina
presente en las cascaras, lo que explica la diferencia entre los valores obtenidos.
De acuerdo con la literatura la cascara de naranja presenta un alto grado de
compuestos metilicos en comparacion a la cascara de limén (70 y 50%
respectivamente), un alto grado de compuestos ésteres metilicos refleja una baja
efectividad en el rompimiento de la cadena polimérica por medio de reacciones de
hidrélisis. Asi mismo, el tipo de enzimas predominantes en el género Penicillium son
las poligalacturonasas (PG), las cuales son encargadas de hidrolizar polisacaridos
pécticos, el bajo grado de esterificacién permite al hongo filamentoso analizado en
este trabajo degradar en mayor proporcion la cadena pectica de la cascara de limén
utilizado como fuente de carbono en la fermentacién sumergida [3][30].

Al tiempo de produccion enzimatica maxima y utilizando céscara de limén como
cosustrato se determind la actividad de las endo-PG (TABLA 7). Se observo que el
aumento de la endo actividad se presenta a las 120 horas de fermentacién con un
valor maximo de 2.92 U/mL, este resultado puede estar basado a la naturalidad del
hongo debido a que se ha reportado que los Penicillium, liberan primero las enzimas
(exo-pectinasas) encargadas de degradar las macromoléculas encontradas en el
medio, para introducirlas a través de la membrana y la pared celular del hongo,
posteriormente con la accidon endo-enzimatica para aprovechar los metabolitos de
bajo peso molecular como nutrientes [33]. La actividad endo-enzimatica
determinada por el hongo analizado coincide con datos registrados en estudios
anteriores, P. frequentas alcanzd una actividad maxima de 2.95 U/mL en medio
suplementado con pectina sintética 0.5% y Penicillium sp. CGMCC 1669, especie
modificada genéticamente para hiper producir pectinasas presentando una
actividad dos veces mayor (6.2 U/mL) en medio suplementado con 0.5% de pectina
sintética [56] [41].
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TABLA 7. Actividad endo-pectinolitica producida en fermentacion sumergida

TIEMPO ENDO-PECTINASAS
(h) (U/mL)
0 0
96 1.586
120 2.926
144 1.526

4.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LA PRODUCCION ENZIMATICA

Se realiz6 un analisis estadistico ANOVA (TABLA 8) de una via, variando los

cosustratos y como respuesta la produccion enzimatica, con una R? mayor a 0.95
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indicando un ajuste adecuado del modelo estadistico utilizado. Se evaluaron las
unidades de actividad pectinolitica al tiempo maximo de produccidén en fermentacion
(96 h) en donde los resultados muestran diferencia significativa (a = 0.05) entre los

cosustratos utilizados en el medio suplementado.

TABLA 8. Resultados del ANOVA variando los cosustratos utilizados, R? 0.96

SUMA DE

DF  cuADRADOS MC F P>F
Modelo 3 76630.31 0554343  80.05 2 62E-6
Error 8 2552.66 319.08
Total 11 79182.97

Con el fin de identificar estadisticamente el cosustrato que generd mayor produccién
enzimatica se utilizé una prueba Tukey. De acuerdo con los resultados observados
en el analisis estadistico (TABLA 9) en donde se evalud la actividad maxima
comparando los cosustratos evaluados, no existe diferencia significativa entre la
actividad generada en el medio compuesto por pectina extraida de la cascara de
limén y el cosustrato de la cascara de limén completa, indicando que el porcentaje
de pectina en cascara de limén es significativamente mayor y por lo tanto no es
necesario realizar un proceso de extraccién para obtener un resultado eficiente
durante este proyecto. Por otro lado, se observé diferencia significativa (a =0.05)
entre los medios utilizando cascara de limén y naranja como fuente de carbono,
deduciendo que el primero fue el mejor cosustrato con efecto inductor obteniendo

un mayor rendimiento de produccidén enzimatica.

TABLA 9. Resultados prueba de Tukey produccion de pectinasas

DIFERENCIA DE
MEDIOS q Valor Alfa Sig
CUADRADOS
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Pectina de limén - Control 186.57 18.09 0.05 1

Limén - Control 154.91 15.02 0.05 1
Limon - Pectina de limén -31.65 3.06 0.05 0
Naranja - Control 27.36 2.65 0.05 0
Naranja - Pectina de limo6n -159.20 15.43 0.05 1
Naranja - Limén -127.55 12.36 0.05 1

4.4 CUANTIFICACION DE LA BIOMASA Y DENSIDAD OPTICA

La produccién de biomasa (g/mL) a partir del hongo filamentoso en funcién del
tiempo de fermentacion (FIG. 7), registré la mayor concentracion de biomasa a las
96 h, presentando una diferencia aproximadamente del 80% entre el medio con
cosustrato de cascara de limén y el control; los valores obtenidos coinciden con los
reportados en la literatura, en donde Aspergillus niger LB-02-SF registré el valor de
biomasa maximo a las 72 h de fermentacion en medio compuesto por 5 g/L glucosa,
5 g/L sulfato de amonio y 500 mL/L de extracto de salvado de trigo, con una
diferencia del 16% en medio con ausencia de glucosa como fuente de carbono [29].
De acuerdo con los resultados obtenidos mediante densidad 6ptica, se observa que
la concentracibn maxima se registra a las 120 horas de fermentacion. Tomando en
cuenta el punto maximo de biomasa se puede deducir que el hongo (96 h) se
encuentra en su fase exponencial, alcanzando el nivel mas alto de crecimiento del
hongo filamentoso, ya que los hongos esporulados generan los metabolitos
secundarios posterior al crecimiento natural del hongo se deduce que la fase de
latencia en este experimento se presenté a las 120 horas de fermentacion

sumergida [22].
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FIG. 7 Determinacién de la biomasa y densidad 6ptica por fermentacion sumergida
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4.5 CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL Y ACTIVIDAD ESPECIFICA

El contenido de proteina extracelular (FIG. 8) obtenido en medio con cascara de
limén a las 96 h de fermentacion fue 0.788 + 0.12 mg/mL, se observa que la
actividad enzimatica maxima no se presenta al mismo tiempo que la concentracién
mas alta de proteina extracelular (2.41+ 0.030 mg/mL), sin embargo, de acuerdo
con la determinacién de la actividad especifica (FIG. 9), en donde el valor maximo
(432.34 U/mgq) coincide con la mayor actividad pectinolitica indicando que el hongo
analizado produce una alta concentracion de pectinasas, ya que a mayor grado de
pureza enzimatica la actividad especifica aumenta [56][3].
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FIG. 8 Proteina extracelular producida en fermentacion sumergida a 240 h de utilizando
cosustrato de céscara de limon
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FIG. 9 Cuantificacion de la actividad enzimatica (U/mL), la actividad especifica (U/mg)
producida en fermentacién como cosustrato cascara de limén

4.5.1 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

De acuerdo con la literatura, los compuestos fendlicos cumplen una funcién de
proteccion en la planta inhibiendo enzimas fungicas, simultdneamente podrian
ocurrir reacciones de oxidacién produciendo una desnaturalizacién proteica, lo cual
podria explicar los resultados obtenidos (FIG. 10 A), en donde el mayor contenido
de compuestos fendlicos se presentdo a las 168 h, a este mismo tiempo de
fermentacién la actividad enzimética disminuye, este mismo efecto se observé en
Penicillium chrysogenum CCDCA10756 con enzimas xilanasas en donde la
disminucion de la actividad se atribuye a la interaccién de aminoacidos expuestos a
compuestos fendlicos, provocando una desnaturalizacién de la enzima [57]. Sin
embargo, este efecto no es el mismo en todas las enzimas y especies productoras,

ya que existen reportes de enzimas altamente activas en presencia de fenoles,
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como es el caso en pectinasas generadas por Fusarium oxysporum en donde se

presentd mayor actividad en presencia de acido galico'[58].

El contenido de fenoles totales presentes en citricos varia de acuerdo al tamafo y
especie, en estudios anteriores se han registrado valores entre 21.17 £ 0.64 y 190
+10.6 mg/ 100 g en limén eureka y limon dulce respectivamente, coincidiendo con
lo determinado en el medio suplementado con cascara de limén sin indculo (20.69
mg/100g de céscara) [59].

Los compuestos fendlicos que mayoritariamente inhiben a las pectinasas
producidas por P. chrysogenum CCDCA10756 son el acido tanico, &cido trans-
ferdlico y &cido 4-hridroxibenzoico en concentraciones de 0.1 a 0.2 mg/mL [57]. Se
registra en estudios previos una concentracion de 0.287 ug/mL de 4&cido
hidroxibenzoico en limén (Citrus lemon), aunque la cantidad presente en cascara
de limén es baja a los niveles de inhibicidén reportados anteriormente, es necesario
mencionar que durante la cosecha y el almacenamiento de frutos se utilizan
diferentes quimicos para conservar a los alimentos y reducir la contaminacion
bacteriana y fungica; el benzoato sédico es un derivado quimico altamente utilizado
por su nulo efecto nocivo a las personas y es efectivo en condiciones &cidas,
generalmente pH < 4.0 actuando ampliamente en hongos con una concentracion de
inhibicién entre 0.05 — 0.1% sobre diversas enzimas que regulan el metabolismo del
acido aceético y la fosforilacion oxidativa [60]. Estos factores podrian explicar los
resultados obtenidos durante la produccién enzimatica y la relacion entre los

compuestos fendlicos presentes.

Se realizd una determinacion de fenoles totales presentes en medio suplementado
con cascara de limén sin inéculo enzimatico como control (FIG. 10 B), en donde se
observd una diferencia del 22% comparado con el medio con in6culo, Penicillium
sp., tiene la capacidad de producir compuestos fendlicos principalmente limoneno,
el cual podria generarse durante la fermentacion explicando los resultados
obtenidos, sin embargo, es necesario realizar una determinacion cualitativa para
corroborar dicha informacién [30].
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FIG. 10 A) Fenoles totales presentes en fermentacion sumergida utilizando diferentes
cosustratos. B) Comparacién entre los compuestos fenélicos presentes en medio con
cascara de limén con y sin in6culo
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4.6 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION ENZIMATICA

Los resultados del disefio experimental tomando como respuesta la actividad
enzimatica (TABLA 10) se ajustaron con una ecuacién polinomial de segundo orden
(ECUACION 2) y se calculé el modelo cuadratico por medio del software Desing
Expert, asi mismo fue realizado el analisis de varianza ajustado al modelo para las

variables establecidas anteriormente.

27.719 + -37.4408 * X1+ -44.4252 * X5+ -27.9118 * X; Xo+ -337.864 * X;2+-158.62 *
X2? ECUACION 2

El valor de R? para todas las variables fue mayor a 0.9, lo que indica que los modelos
empiricos se ajustan a los datos reales, asi mismo, el valor de p es menor a 0.05 lo
cual indica que el modelo es significativo. La superficie de respuesta (FIG. 11 A) y
el grafico de contorno (FIG. 11 B) muestran la interaccién entre las variables
independientes y el punto maximo de la produccion de pectinasas, en esta
evaluacion se encontré6 que la temperatura 6ptima es 35°C y un pH de 6.0 de
acuerdo con la deseabilidad mediante el software prediciendo una actividad de
529.42 U/mL, replicando a las mismas condiciones se obtuvo una actividad
enzimatica experimental de 548.93 U/mL, con una similitud del 96.13% entre la
actividad predicha y experimental; estos resultados coinciden con los reportados en
la literatura con una produccién de pectinasas por Aspergillus niger utilizando
cascara de naranja como cosustrato a 30 °C y pH de 5.5 [21], asi como en la
produccidén pectinolitica a partir de Penicillium sp., registrando una maxima

produccién enzimatica a 35 °C y pH de 6.0 con una actividad de 98.66 U/mL [61].
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TABLA 10. Disefo central compuesto para las variables utilizadas como respuesta la

actividad enzimédtica para la produccion éptima

VALORES CODIFICADOS DE LAS VARIABLES

CORRIDA U/mL
A: TEMPERATURA B: pH
1 1 1 16.0468
2 -1 1 72.7082
3 1 -1 98.6188
4 -1 -1 43.6333
5 1 0 249.984
6 -1 0 23.6632
7 0 1 476.092
8 0 -1 156.043
9 0 0 548.932
10 0 0 548.932
11 0 0 548.932
12 0 0 548.932
13 0 0 548.932
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FIG. 11 A) Superficie de respuesta y B) Grafico de contorno del efecto de la temperatura 'y

pH con respecto a la produccién enzimatica
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4.7 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION ENZIMATICA

Tomando las condiciones 6ptimas de la produccion de pectinasas en fermentacién
sumergida se determinaron las condiciones de reaccion de la actividad enzimatica
maxima generada por el hongo variando la temperatura'y pH (TABLA 11). El disefio
fue ajustado similar a lo mencionado en el apartado 5.6, obteniendo la ecuacion del
modelo cuadratico (ECUACION 3); se obtuvo el andlisis de varianza con una R2
mayor a 0.9 (TABLA 2 ANEXO), indicando que tanto la temperatura como el pH son

parametros significativos (p < 0.05) con respecto a la actividad enzimatica.

941.16 +-47.635* X7 +-57.4158 * Xo+-31.7121 * X; X2+ -547.584 * X12 +-265.462
* X22

ECUACION 3

La superficie de respuesta y el grafico de contorno (FIG.12 A y B) muestran la
interaccidn entre la temperatura y el pH con respecto a la actividad enzimatica. Los
valores determinados mediante el calculo de deseabilidad a partir del software,
prediciendo una actividad de 869.57 U/mL a 35°C y pH de 5.0. Se observa que la
temperatura es un parametro significativo ya que la actividad pectinolitica aumenta
conforme la temperatura se incrementa, mostrando el punto méaximo de actividad
experimental (888.16 U/mL) a 35°C, este mismo efecto se observa en la
acidificacion del medio en donde el pH éptimo fue de 5.0. Los valores presentaron
una similitud de 97.92% ente los valores predichos y al obtenido por el analisis
experimental. Las condiciones Optimas y los altos valores de actividad enzimatica
nos indican una eficaz aplicacion en la industria de bebidas, debido a que
generalmente se utilizan temperaturas altas y pH acidos durante el proceso de jugos
y el tratamiento de clarificacion [2].
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B: pH

TABLA 11. Disefio central compuesto de las variables utilizadas en la optimizacion de las

condiciones de reaccién enzimatica

CORRIDA

VALORES CODIFICADOS DE LAS VARIABLES
A: TEMPERATURA B: pH
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A) Grafica de contorno y B) Superficie de respuesta muestra el punto 6ptimo de

la actividad enzimatica con respecto al pH y temperatura
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4.7.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se ha reportado un rango de temperatura entre 25 y 40°C en donde se presenta la
maxima actividad enzimatica de acuerdo a la especie del hongo productor y el tipo
de fermentacion utilizada; en un experimento realizado con Aspergillus niger [3] la
temperatura éptima se present6 a 30°C mediante fermentacién sumergida por lote
y en la produccidén enzimatica a partir de Penicillium sp. CGMCC 1669 [41] una
temperatura a 40°C, estos resultados coinciden con el comportamiento observado
en la actividad pectinolitica por medio del hongo filamentoso (FIG.13), en donde la
actividad incrementa conforme se eleva la temperatura, sin embargo, a los 45°C la
actividad enzimatica disminuye aproximadamente 16%, reflejando una baja
estabilidad de la enzima libre a altas temperaturas.
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FIG. 13 Efecto de la temperatura en la actividad enzimatica del extracto enzimatico
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4.7.2 EFECTO DEL pH

De acuerdo con el microorganismo productor, medio de cultivo y la aplicacion del
metabolito de interés el pH juega un factor importante en la actividad enzimatica.
Las enzimas pectinoliticas generadas a partir de Bacillus muestran una actividad
maxima en pH basicos (8.0 - 10.0), en el caso de Aspergillus y Penicillium las
enzimas producidas suelen ser acidas con un pH éptimo entre 4.0 y 6.0. Durante el
tratamiento de clarificacién es esencial que la enzima sea estable en medios acidos,
lo cual nos indica que las pectinasas producidas por el hongo evaluado en este
proyecto podrian ser aplicadas con efectividad para la reduccién de viscosidad y
turbidez en jugo de manzana y naranja, ya que se observa que la actividad maxima
(888.18 U/mL) se produce en pH acidos (5.0) y decrece drasticamente 94% a pH
basicos de 8.0 (FIG. 14) [2].
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FIG. 14 Efecto del pH en la actividad enzimatica del extracto enzimatica
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4.8 PURIFICACION PARCIAL ENZIMATICA

Se logré purificar parcialmente la enzimas pectinoliticas producidas (Penicillium sp.)
en fermentacién sumergida. Se midi6é en cada etapa secuencial de la purificacion la
actividad enzimatica y la proteina extracelular (TABLA 12). Durante el proceso de
concentracion se observa un incremento aproximadamente de 10% de la actividad
y un rendimiento del 62.15% en la fraccidn menor a 50 kDa obtenida mediante
ultrafiltracidn con membrana con respecto al extracto crudo filtrado (0.45 um). El
incremento en el porcentaje de actividad enzimatica resulta de la eliminacion parcial
de compuestos indeseables que pudieran competir con las enzimas de interés,
permitiendo una concentracion proteica. Esta concentracion por ultrafiltracién con
membranas, permite quedarnos con la fraccidon <50 kDa, que coincide con los
valores mencionados en la literatura, en donde las pectinasas se caracterizan por

tener un peso molecular entre 30 a 50 kDa [62] [2].

TABLA 12. Etapas de purificacion enzimatica secuencial

. ACTIVIDAD
ACTIVIDAD PROTEINA ; % FACTOR DE
ETAPA TOTAL (U) TOTAL (mg) Esfjfr:;')m RENDIMIENTO  PURIFICACION
Filtracion 39743.4 222.24 178.81 100 1
Ultrafiltracion
<50 kDa 43352.26 138.14 313.82 62.15 1.75
Cromatografia
por exclusién por 1448.86 4.84 298.98 3.50 1.67
tamano
Ultrafiltracion de
fracciones 1460.76 3.17 460.81 66.50 2.57

(30 kDa)

Por el contrario a los resultados esperados y reportados por diversos autores en la
literatura, no se observé un incremento en la actividad enzimatica posterior a la
precipitacion con sulfato de amonio, este efecto pudo deberse a que debido a la
concentracion de sales la enzima pudo desnaturalizarse, o bien, que la enzima se
lixiviara debido al tamafio del poro utilizado en la membrana de diélisis, perdiendo
gran porcentaje de la actividad enzimatica [63]. Se realizaron precipitaciones con
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solventes como etanol y cloroformo, sin embargo, los resultados seguian generando
actividades y recuperaciones muy bajas. Debido a esto, selecciond la fraccidon
concentrada por ultrafiltracion (<50 kDa) para continuar el proceso de purificacion

con la exclusién por tamario.

De acuerdo con los resultados por cromatografia por exclusion por tamano (Fig. 15)
se observo que la mayor actividad enzimatica se obtiene de una fraccién proteica
de bajo peso molecular (Fraccién 19) de un total de 25 fracciones, coincidiendo con
lo mencionado en reportes de caracterizacién de pectinasas [2]. Sin embargo, el
mayor incremento en la actividad enzimatica se continud presentando en la fraccidn
concentrada mediante ultrafiltracién (<50 kDa), debido a que permite un rango mas
amplio en el tamafo molecular del grupo de enzimas pectinoliticas [62]. Por lo tanto,
debido a que en esta fraccidn se presenté mayor porcentaje de actividad enzimatica,
se decidié continuar las evaluaciones y la inmovilizacién con el extracto enzimatico
ultrafiltrado (<50 kDa).
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A5OO- __F100 10
1 -
ET] S
-] L
= 400 e 80 |
300 4 - 60 ]
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] Actividad especifica (U/mg) L
100 Proteina extracelular (mg/mL) ~ 20
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4 6 11 15 19 21

Fraccién ni

FIG. 15 Diagrama del comportamiento de las fracciones en Sephadex G-100 con respecto
a la concentracién proteica, actividad enzimatica y actividad especifica
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4.8.1 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR POR SDS-PAGE

Mediante el analisis de electroforesis en gel se identificd el peso molecular de las
enzimas presentes en la fraccién <50 kDa (FIG. 16). La muestra control proveniente
de pectinasas de A. niger (Sigma Aldrich) presenté bandas entre 20 — 60 kDa,
indicando la presencia de una mezcla de exo y endo enzimas, este mismo resultado
se observo en la fraccion ultrafiltrada (<50 kDa), identificando bandas en 20, 30 y
50 kDa. En estudios previos se revela que la masa molecular de las pectinasas varia
de acuerdo con las especies microbianas y de la fracciéon enzimatica analizada. Se
determiné el peso molecular (30 kDa) de exo-pectinasa proveniente de A. niger
purificada mediante cromatografia de intercambio i6nico, asi mismo, para la exo-
pectinasa de Aspergillus kawachii se reportd una masa molecular de 65 kDa [3].
También, se reporta una masa molecular de 75 kDa para exo-PG (P. frequentans)
purificada por filtracion en gel, encontrando similitudes en valores reportados para
especies como A. tubingensis (78 kDa) [64]. Las exo y endo poligalacturonasas
producidas por P. notatum previamente purificadas por intercambio idnico indicaron
un peso molecular de 85 y 20 kDa, respectivamente [65]. Estos valores de
caracterizacion bioquimica reportados en literatura presentan similitudes con los
observados en el analisis de este proyecto, demostrando la presencia de enzimas

pectinoliticas producidas a partir del hongo aislado.

kDa
116.0

66.2
45.0
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| 35 kDa
| 350

25.0
| 20 kDa
18.4

144

FIG. 16 SDS-PAGE de pectinasa. (1) Marcador de peso molecular, (2) Pectinasa de
A.nigery (3) Pectinasa a partir de ultrafiltracion (<50 kDa)

53



4.9 PARAMETROS CINETICOS DE LA ENZIMA LIBRE

Los parametros cinéticos para la actividad exo-PG del extracto ultrafiltrado (<50
kDa) (FIG. 17) se determinaron cuantificando la velocidad inicial de produccion de
acido galacturénico a diferentes concentraciones de sustrato (0.5 - 2.5 mg/mL); la
ecuaciéon de Michaelis-Menten (ECUACION 4) fue ajustada a los datos
experimentales, el coeficiente de regresion lineal (R?) fue de 0.999 pudiendo inferir
mediante este valor que el modelo era adecuado para describir la cinética de la
actividad pectinolitica.

VYmax (5]
T K, +[S]

ECUACION 4
Los parametros cinéticos determinados para la fraccion enzimatica semi purificada
fueron Vmax= 2.578 + 0.024 pmol-mL-min' y kn=0.115 £ 0.010 umol/mL, indicando
un aumento en la afinidad comparando con los valores obtenidos del extracto
enzimatico crudo (11.06 + 1.23 pmol-mL-min"'y 0.777 + 0.25 umol/mL), resultado
de una correcta exclusiéon de fracciones proteicas no correspondientes a enzimas
pectinoliticas. Los parametros cinéticos de los extractos enzimaticos coinciden con
los determinados para pectinasas comerciales provenientes de A. niger (TABLA 13),
asi mismo, se presenta similitud con los valores reportados para A. niger Aa-20 [19],
utilizando céscara de limén como fuente de carbono con una /max de 3.884
umol-mL-min-'y una km de 7.99 umol/mL para pectinasas inmovilizadas en perlas

de alginatos producidas por A. aculeatus [66].

Con el fin de detectar enzimas no pectinoliticas que pudieran interferir en la
degradacion de pectina, se evaluaron los parametros cinéticos utilizando celulasas
comerciales de A. niger en las concentraciones de sustrato en los analisis
anteriores (Vmax= 0.0104 + 0.0081 y kn=4.194 + 4.68), en donde se observa una
afinidad enzima-sustrato menor comparando los valores de km obtenidos
anteriormente por enzimas pectinasas, este resultado puede ser debido a que las
enzimas celulasas degradan principalmente compuestos celulésicos o
lignocelulésicos [67] .
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FIG. 17 Grafica de los parametros cinéticos Michaelis-Menten del extracto enzimatico

ultrafiltrado

Tabla 13. Parametros cinéticos Vmax Yy km de enzimas determinados en sustrato péctico
(0.5 - 2.5 mg/mL) por el modelo Michaelis-Menten

ENZIMA Vmax km R
Celulasas* 0.0104 + 0.0081 4.194 +4.68 0.911
Pectinasas* 0.00507 +5.15% 0.627 + 0.206 0.977
Extracto enzimatico crudo 11.06 £1.23 0.777 £ 0.25 0.976
Extracto enziméatico ultrafiltrado (<50 5 578+ 0.024 0.115 + 0.010 0.999

kDa)

*A. niger (Sigma Aldrich)
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4.10 SINTESIS DEL CORE-SHELL

Las particulas de magnetita comerciales fueron dispersadas mediante ultra
sonicacion y posteriormente recubiertas utilizando tetraetoxisilano como precursor
para formar el shell de SiO2. Las nanoparticulas de magnetita se recubren cuando
los grupos férricos de la superficie de la nanoparticula magnética forman enlaces
con los grupos silanol (Si-O-H). Posteriormente, las nanoparticulas core-shell de
Fes04s@SiO2 fueron modificadas guimicamente afiadiendo 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES), en esta reaccién quimica los grupos silanol del
shell son remplazados parcialmente por grupos aminopropil, obteniendo como

resultado el core-shell aminado Fe3z04@SiO2-NHo.

Las nanoparticulas FesOs@SiO2 y FesOs@SiO2-NHz presentaron un color negro
caracteristico de la magnetita y se mantuvo la propiedad magnética (FIG. 18 Ay B).

Finalmente, el core-shell fue recuperado mediante campo magnético [68].

FIG. 18 A) Dispersion de nanoparticulas B) Core-shell recuperado mediante campo
magnético
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4.11 CARACTERIZACION DEL CORE-SHELL

4.11.1 DIFRACCION DE RAYOS X

Se observo la estructura cristalina y las fases polimoérficas de la nanoparticulas
comerciales y del core-shell mediante difraccidn de rayos X. En el difractograma de
las diferentes fases durante la sintesis del core-shell (FIG. 19) se observan picos a
20 en 30, 43, 53.8, 56.9, 62.5° los cuales coinciden con los datos estandar de FesOa4
(JCPDS no. 19-0629), indicando que la magnetita no ha sufrido cambios en la
estructura cristalina durante las modificaciones quimicas y por lo tanto conservando
las propiedades fisicoquimicas correspondientes. Asi mismo, en el difractograma
perteneciente a Fes04—SiO2 se observa un ensanchamiento en los picos indicando
la unién quimica del silicio a la nanoparticula [69].

40
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FIG. 19 Difractograma del material sintetizado y funcionalizado
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4.11.2 POTENCIAL ¢

La carga superficial fue determinada midiendo el potencial zeta (¢) en las diferentes
etapas de la sintesis de la nanoparticula FesO4@SiO2-NH2 a pH de 6.60 utilizando
agua ultrapura con una resistividad de 18.2 MQ-cm como dispersante (TABLA 14).
El valor registrado para FesOa4 fue -18.0 mV presentando similitud a lo reportado
anteriormente en donde la magnetita presentd una sefal a -20 mV en condiciones
similares de analisis (pH 6.0); un valor alto de potencial z predice un sistema estable
[70].

Los grupos funcionales presentes en la superficie de la nanoestructura son un factor
importante en la determinacién de la carga superficial y por consecuente de las
propiedades electrocinéticas de las moléculas. En la determinacion del potencial {
de los materiales durante las diferentes etapas de sintesis se muestran los cambios
del potencial { en cada etapa, destacando el cambio de negativo (- 24.6 mV) a
positivo (13.16 mV) después de la incorporacion de los grupos aminos con el APTES
[48].

TABLA 14. Caracterizacion del material sintetizado mediante potencial ¢

MATERIAL (mV) EXPERIMENTAL
Fe,O, -18.0 £ 4.53
Fe,0,-SiO, -24.6 £ 8.95
Fe,0,@Si0,~NH, 13.26 + 2.19
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4.11.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se observaron las caracteristicas morfologicas de la nanoparticulas en las
diferentes fases de sintesis mediante microscopia electronica de barrido (SEM); en
donde, se muestra una estructura esférica y con un tamano homogéneo mayor a la
escala 100 nm para Fe3O4 (FIG. 20 A). La formacién del core-shell fue comprobada
por el incremento en el tamafo de las nanoparticulas magnéticas de
aproximadamente 30 nm posterior a recubrir con SiO2 (FIG. 20 B). Asi mismo, se
observa que al modificar quimicamente el core-shell, el tamano de las estructuras
observadas aproximadamente increment6 dos veces mas debido a la unién de
grupos amino a la superficie de la nanoestructura (FIG. 20 C). El tamafno observado
del core-shell sintetizado coincide con los valores reportados en la literatura en
donde FesO4 presenta un rango entre 10 a 15 nm de diametro. Es necesario
aumentar el tiempo de ultra sonicacién durante la dispersién de las nanoparticulas
para reducir el tamano durante la sintesis; sin embargo, las caracteristicas
determinadas del core-shell aminado son ideales para el uso de la inmovilizacion
enzimatica [68] [71].
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FIG. 20 Imagenes SEM A) Fes0s4, B) Fes04-SiO», C) Fes04@SiO>—NH:
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4.11.4 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA

Por medio de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) se identifico la
composicion elemental superficial de las nanoparticulas en donde, el analisis para
FesOs (FIG. 21 A) muestra una sefal en 6.4 eV el cual corresponde a Fe. Se
detectan elementos como Mn y Cu, los cuales pueden provenir del porta muestras
utilizado durante el analisis [72]. Se detecté una sefal alrededor de 1.9-2.0 eV,
indicando la presencia de Si en la sintesis del core-shell (FIG. 21 B). Por otro lado,
se observa un aumento en la sefal del elemento carbono mediante EDS (FIG. 21
C), proveniente de la conformacién quimica del 3-aminopropiltrietoxisilano resultado
de una correcta formacién del soporte en las nanoparticulas magnéticas [73].
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FIG. 21 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) A) FesOs, B) FesO4—SiO», C) FezOs—
SiO2-NH>

4.11.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON ATR

Comparando los espectros FTIR-ATR de las nanoparticulas de magnetita
recubiertas y no recubiertas (FIG. 22) se observa que se presenta una banda de
vibracién aproximadamente en 546 cm™ correspondiente a la unién de Fe-O
indicando la presencia de la nanoparticula FesOs y la conservacién de las
propiedades fisicas durante las diferentes fases de sintesis. Asi mismo, se observan
bandas de vibracion pertenecientes al enlace de Si-O (435, 955, 1006 cm™),
corroborando la formacion de la recubierta (shell) en la nanoparticula magnética.
Conservando las bandas anteriores se observé pequefias vibraciones entre 1043 y
1046 cm™' correspondientes la presencia de NH2. Sin embargo, en los patrones
obtenidos mediante el espectro se observa vibraciones de ruido, las cuales pueden
deberse a la presencia de agua en las muestras analizadas [74]. Por esta técnica
no fue posible identificar las bandas de la amina, sin embargo, el potencial ¢
analizado evidencia el cambio de negativo a positivo después de la incorporacion
del APTES, que se puede deber a la protonacién de los grupos amino. Sin embargo,
como el core-shell FesO4@SiO2—NHz es un cuerpo negro en IR este material evita
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absorbe energia y evita poder ver bandas con intensidad bajas, como es el caso de

la amina.
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FIG. 22 Espectros FT-IR de las nanoparticulas de magnetita recubiertas, no recubiertas y
aminadas
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4.11.6 ESPECTROSCOPIA FOTOELECTRONICA DE RAYOS X

Se determind el contenido atomico de la superficie de las particulas FesOas, FesOs-
SiO2, Fe304-SiO2-NH2 y Fes04-SiO2-NHz-glutaraldehido (TABLA 15) por XPS, en
donde se observo un porcentaje de 19.89 para Fezp correspondiente al FesOa, valor
reducido aproximadamente 50% en el analisis de la muestra FesO4@SiOz2, resultado
de la cobertura de silice en la superficie de la nanoparticula presentando un
contenido atomico del 19.41% para Sizp. Se evalud el contenido atdmico de Nis
(5.19%) en Fe304-SiO2-NHz2 confirmando la funcionalizacién de la superficie
mediante el grupo amino, asi mismo se observd un aumento en el contenido de Cis
de 12.983 a 56.57% en comparacién de Fes30s-SiOz, proveniente de la cadena
hidrocarbonada del APTES. El uso de glutaraldehido para la formacién del enlace
covalente no altera la composicidon quimica de la cubierta en la nanoparticula
funcionalizada ya que se observd un contenido atémico similar en N1s (5.3%), pero
si aumenta el contenido de C1s proveniente del glutaraldehido. El contenido atomico
determinado en el material sintetizado coincide con lo reportado en la literatura para
Fe2p (20.41%), Sizp (18.71%) y N1s (3.23%) [48].

TABLA 15. Contenido atdémico superficial (%) en nanoparticulas determinado por XPS

NANOPARTICULAS Fezp Sizp Nis Cis
FesO4 19.89 0 0 16.47
Fes04-SiO, 9.66 19.41 0 12.93
Fe304-SiOp-NH, 1.8 14.31 5.19 56.57
Fes04-SiO2-NH2-glutaraldehido 29 17.09 5.3 44 .53

Asi mismo, se obtuvieron los espectros XPS para las nanoparticulas, observando
picos caracteristicos de energia de enlace para Fezp, O1s, C1sy Sizp a 533, 285, 104
y 743 eV, respectivamente en la muestra de FesO4@SiO2 (FIG. 23 A), en contraste
con Fe304@SiO2-NH2-glutaraldehido identificando una sefial a 400 eV
correspondiente a N1s, evidenciando la unién del grupo amino a la superficie del
core-shell (FIG. 23 B) [50].

64



A) XPS Suney 2 Fe304 - SiO2
2.00E+05 T
1 f ’}

1.BOE+05 1 ||-. Fe2
1.60E+051 / W,

1.40E+05 Ve
1.20E+051, o Wl J
1.00E+05 | |

Colnts / s

8.00E+04 |
Si

6.00E+04 1 | JII 1
4,00E+04 s '.
T L. x_,,..r--J'““J'II,. :

2.00E+04 | e

r (]

0.00E+00 t f t f f f y
1200 1000 800 &00 400 200 0
Binding Energy (aV)

B)
XPS Suney 4 Fe304 - Si02 -NH2 - Glutevaldehido

1.40E+05
1.20E+05{ i
1.00E+05

8.00E+04 o WA

Courts /' 5

6.00E+04 |

i . Siz
4.00E+04 1 ) NA /p
T | ' |
2 QOE+04 | e .

0.00E+00

1200 1000 800 600 400 200 8]
Binding Energy (V)

FIG. 23. XPS de las nanoparticulas A) Fe304-SiO2y B) Fes04-SiO2-NH2- glutaraldehido
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4.12 INMOVILIZACION ENZIMATICA

4.12.1 CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO COMO ENLACE
COVALENTE

El uso de glutaraldehido como agente de enlace covalente interacciona mediante
grupos funcionales entre la enzima y las nanoparticulas magnéticas aminadas.
Como se menciona en literatura el agente de union tanto covalente como de
entrecruzamiento cumple un papel importante en la estabilidad de inmovilizacién
enzimatica. Se observa que a baja concentraciéon de glutaraldehido la actividad
retenida es menor debido a una inadecuada unién de la enzima-soporte (FIG. 24),
el maximo porcentaje de actividad retenida (93 %) se obtuvo a una concentracién
de agente de enlace al 25% (v/v), sin embargo, al continuar incrementando la
concentracion de glutaraldehido la actividad enzimatica retenida comienza a
disminuir; similarmente, este efecto se presenta al utilizar poli aldehido-dextrano
como agente de entrecruzamiento en la inmovilizacidn de pectinasas en
nanoparticulas magnéticas de quitosano, con una actividad maxima recuperada al
2.5% (v /v), disminuyendo al aumento adicional en la concentracién del reticulante,
los autores mencionan que esto fue debido a una rigidez mayor de las enzimas
debido al entrecruzamiento y por lo tanto, una pérdida consecutiva de actividad
[31]. Asi mismo, una concentracidén en exceso del agente de unidon puede provocar
precipitacion y modificacion en la estructura de la enzima generando una pérdida
de la actividad enzimética [25]. En este estudio se utilizé una concentracion de 25%
v/v de glutaraldehido para la formacidén de enlace covalente en la inmovilizacién de

pectinasas.
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FIG. 24 Actividad enzimatica retenida en la inmovilizacién de pectinasas en diferentes
concentraciones de glutaraldehido

4.12.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA RETENIDA Y CAPACIDAD DE
ADSORCION SOBRE EL MATERIAL DE SOPORTE DURANTE LA
INMOVILIZACION

Se evalud la actividad enzimatica retenida con respecto a la cantidad de enzima
inicial (0.1-1.0 % v/v) (TABLA 16). Se observoé un incremento en la actividad
enzimatica (U) con respecto al aumento de la concentracién de pectinasa inicial,
alcanzando la maxima actividad retenida (183.62 U) a una concentracion enzimatica
de 1.0 % v/v; reteniendo el 80% de la actividad inicial. Porcentajes similares se ha
reportado en trabajos anteriores durante la inmovilizacibn de pectinasas en
nanoparticulas magnéticas aminadas en donde el porcentaje maximo de enzima
inmovilizada fue alrededor del 98% con una carga inicial de 250 pug de pectinasa en
5.0 mg de material sintetizado [49]. Asi mismo, se presenta similitud con los

resultados obtenidos durante la inmovilizacidn de pectinasas de Penicillium
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oxalicum F67 en microesferas magnéticas cornstarch en donde la tasa de
recuperacion de actividad maxima (86.7%) se obtuvo con una concentracion
enzimatica de 0.2 - 0.3%, sin embargo, disminuyé cuando la concentracién de
enzima llegé al 0.5% [25]. Esto indica que tanto la cantidad como la composicidén
del material son factores que afectan la inmovilizacién enzimatica, ya que la sobre
concentracion de enzima impide la unidon de las moléculas hacia el soporte,
reduciendo la afinidad de unién.

TABLA 16. Efecto de la concentracion inicial de pectinasas sobre la actividad retenida
durante la inmovilizacién y la capacidad de adsorcion sobre el material de soporte

R T 0
uL U/mL U/mL U U/g de material
50 45.99 32.18 13.80 920.04
100 69.49 34.37 35.12 2341.71
200 155.68 38.99 116.68 7779.24
300 192.13 39.92 152.21 10147.67
400 220.58 42.83 177.75 11850.18
500 229.10 45.47 183.62 12241.71

Se evalud la capacitad maxima de adsorcion quimica de la enzima sobre la
nanoparticula FesO4-SiO2-NH:-glutaraldehido. Se obtuvo una gréfica de la cantidad de
pectinasa inmovilizada por gramo de material vs la concentracion enzimatica final
en una solucién (sin adsorberse) (FIG. 25), indicando que a partir de la
concentracion enzimatica inicial de 0.8 % v/v el material de soporte comienza a
saturarse, reflejando una estabilidad gradual en la cantidad de enzima inmovilizada,
en donde el punto maximo de retencién fue 12241.71 U/g de material (1.0 % v/v).
Resultado similar se presenta durante la inmovilizacién de lacasas en esferas
magnéticas de silice, la cantidad inmovilizada de lacasa aumenta con la
concentracion de enzima, hasta una concentracion en la que no se puede
inmovilizar mas biocatalizador, lo que puede estar relacionado con el éarea

superficial de las nanoparticulas magnéticas recubiertas [47]. Se fij6 una
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concentracion inicial enzimatica de 1.0 % v/v en la inmovilizacion de pectinasas para

la clarificacion de jugos durante este proyecto.
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FIG. 25 Pectinasa inmovilizada en soporte en funcién de la concentracion enzimatica final

4.13 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION DE LA
ENZIMA INMOVILIZADA

Se evalué el efecto del pH y la temperatura para determinar los valores 6ptimos de
las condiciones de reaccidn de la actividad enzimatica inmovilizada (TABLA 17). Los
resultados (FIG. 26 A y B) indicaron mayor actividad a pH acidos (4.5 - 5.0) y
temperaturas altas (45 - 50°C) comparados con los parametros 6ptimos para la
pectinasa libre. Aplicando la funcion de deseabilidad mediante el software Desing
Expert, los valores optimos predichos fueron pH 4.5 y 50 °C con una similitud del

97.78% a los datos experimentales obtenidos.
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En un estudio previo de pectinasas inmovilizadas en nanoparticulas magnéticas se
reporta una actividad maxima de la enzima inmovilizada a pH 4.0, una unidad menos
al valor optimo para la enzima libre [75], coincidiendo con lo encontrado en este
proyecto. Asi mismo, en pectinasas inmovilizadas en perlas de alginato, se muestra
una mayor actividad en pH acidos (3.0) en comparacion a la enzima soluble (pH 5.0)
[8]. El cambio en el valor éptimo y la estabilidad del pH puede depender del cambio
de cargas de la enzima posterior a la inmovilizacion, asi como a las caracteristicas
fisicoquimicas del soporte. Por otro lado, el tipo de enlace covalente evita que la
enzima se suelte por cambios conformacionales o de cargas tanto del material como

de la enzima.

La temperatura 6ptima para la pectinasa inmovilizada fue 50°C, 15°C mas que la
enzima libre analizada anteriormente, estos resultados indican que la enzima gana
estabilidad a temperaturas altas. Estos resultados coinciden con la estabilidad
reportada en literatura utilizando como soporte microesferas magnéticas, en donde
el autor menciona que la inmovilizacién confiere proteccion a la pectinasa
(Penicillium oxalicum F67) en su estado plegado en temperaturas altas [32]. La
extension en el rango térmico se relaciona con el tipo material utilizado como
soporte. Se ha demostrado la estabilidad de las nanoparticulas magnéticas durante
la inmovilizacién, en comparacion con los resultados reportados utilizando perlas
de alginatos, que han mostrado inestabilidad de la pectinasa a temperaturas
mayores a 50°C atribuyendo lo obtenido a la baja proteccidén del material contra la

desnaturalizacién de la enzima a temperaturas mas altas [8].
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TABLA 17. Diseno central compuesto de las variables utilizadas en la optimizacion de la
actividad inmovilizada

VALORES CODIFICADOS DE LAS VARIABLES

U/mL
CORRIDA A: pH B: TEMPERATURA

-1 -1 71.541

1 229.101
-1 56.2107
183.962
66.7605
221.497
91.9812
124.974
267.744
261.621
270.593
246.243
245.742
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FIG. 26 A) Grafica de contorno y B) superficie de respuesta muestra el punto 6ptimo de la
actividad enzimatica inmovilizada con respecto al pH y temperatura
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4.14 PARAMETROS CINETICOS DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Se determinaron los parametros cinéticos de la pectinasa parcialmente purificada
inmovilizada en nanoparticulas core-shell a partir del modelo de Michaelis-Menten
tal como lo descrito en la seccidon 3.9. Los resultados obtenidos muestran el efecto
de la inmovilizacion hacia el sitio activo de la enzima (Tabla 18); no se observd
diferencia entre los valores de Vmax de la pectinasa libre e inmovilizada, lo que
indica que la actividad hidrolitica hacia el sustrato péctico no se ve afectada por la
inmovilizacién, esto debido al enlace covalente utilizado para la unién enzima-core-
shell [49]. Sin embargo, el valor de km para la enzima inmovilizada fue mayor que
el determinado en la pectinasa libre, lo cual sefala que la afinidad enzima sustrato
se ve afectada por la inmovilizacidén, probablemente debido a un impedimento en
los sitios activos de la pectinasa. Este mismo efecto se reporta en un estudio de
caracterizacion de pectinasas libres e inmovilizadas en nanoparticulas con
quitosano por reticulacién, en donde la disminucion de la afinidad de la enzima
inmovilizada se atribuy6 a la retencion de la flexibilidad conformacional después de

la inmovilizacidén pectinolitica [31].

TABLA 18. Parametros cinéticos Vmax y km de enzima libre e inmovilizada en sustrato
péctico (0.5 - 2.5 mg/mL) por el modelo Michaelis-Menten

ENZIMA Vmax km R’

Extracto enzimatico (<50 kDa)

inmovilizado en core-shell 2.6217 £ 0.127 0.9777 + 0.0602 0.9955

Extracto enzimatico ultrafiltrado

(<50 kDa) 2.578+ 0.024 0.115+0.010 0.999

72



4.15 CLARIFICACION DE JUGOS

4.15.1 REDUCCION DE TURBIDEZ EN JUGO DE MANZANA Y NARANJA

La capacidad de la actividad pectinolitica en la clarificacion de jugo de naranja (pH
3.5) y manzana (pH 3.9) fue evaluada mediante la reduccién de la turbidez
determinada por el porcentaje de transmitancia (660% T), posterior a la
centrifugacion de los jugos. Durante el proceso de clarificacién en jugo de manzana
(FIG. 27 A) no se presentd diferencia significativa en el uso de tratamiento
enzimatico y el control llevado a cabo por métodos mecénicos, debido a que durante
la centrifugacién vy filtracion del jugo se separd en mayor proporcién la pulpa y por
lo tanto gran parte de la pectina presente en el extracto de manzana, obteniendo un
sobrenadante mas ligero y claro, este resultado puede deberse a la composicidn
fisicoquimica de la fruta lo que permitio una facil eliminacion de los solutos presentes
[76]. Los resultados mas significativos se encontraron en el jugo de naranja (FIG.
27 B) en donde durante la primera hora de tratamiento tanto la enzima libre e
inmovilizada redujeron porcentajes similares de turbidez (27.98 y 29.03%
respectivamente) con respecto al control tratado mediante métodos mecanicos. Se
registré una disminucién en la turbidez presente en jugo de arandano de 40% a
partir de exo-PG producidas por A. niger T0005007-2 (75 U/mL inicial), asi mismo
se reportd una reduccion de turbidez de 30% mediante enzima comercial
PectinexOBe Colour después de 60 min de tratamiento [38]. En reportes previos se
muestra la degradacién de pectina en jugo de manzana mediante pectinasas
inmovilizadas en nanoparticulas magnéticas con quitosano, observando un efecto
similar al obtenido en este estudio, al inicio del tratamiento enzimatico se encuentra
una tasa de reduccion de turbidez por la pectinasa libre de 8%, mientras que la
pectinasa inmovilizada un 6% después de 30 min, sin embargo, después de 150
min de tratamiento, la pectinasa libre redujo la turbidez del jugo hasta un 70%,
mientras que, la enzima inmovilizada 74% [31] [51] .
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FIG. 27 Reduccion de turbidez (%) mediante enzima libre e inmovilizada en jugo de A)
manzana y B) naranja
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4.15.2 REUSABILIDAD DE LA PECTINASA INMOVILIZADA EN CORE-
SHELL

Se evalud la reusabilidad de la enzima inmovilizada en jugo de naranja durante 5
ciclos de uso en reacciones batch (FIG. 28), considerando la actividad de inicio
como el 100%, en este estudio la pectinasa inmovilizada mantiene la actividad
relativa aproximadamente 84.46 %, reflejada en la reduccion de turbidez posterior
al tratamiento de clarificacion en jugo de naranja. El decrementd de la actividad
después de los 5 ciclos de uso en este trabajo fue del 15.54 % para el jugo de

naranja.

En la literatura se reporta que la evaluacién de la estabilidad operacional de exo-
PG inmovilizadas en perlas de alginato y se observé un decremento del 28% en la
actividad catalitica después del 3er ciclo, los autores mencionan que este resultado
puede ser debido al lavado excesivo del material de soporte provocando una
filtracion y pérdida de la enzima, asi como a cambios conformacionales durante la
reutilizacién [63]. De igual manera en estudios realizados previamente se ha
reportado una actividad residual de aproximadamente 85% en pectinasas
inmovilizadas en nanoparticulas magnéticas posterior a siete ciclos consecutivos de
uso, la diferencia entre los valores reportados estan relacionados con el dafo
mecanico hacia el material utilizado como soporte, el uso de campo magnético para
la manipulacién, separacion y recuperacién de la enzima-soporte produce menor
dafo a las nanoparticulas permitiendo el uso continuo y otorgando un efecto

protector a la enzima inmovilizada [31].
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FIG. 28 Reusabilidad de pectinasa inmovilizada en FezO4@SiO> en jugo de naranja

4.15.3 TRATAMIENTO ENZIMATICO PARA REDUCIR LA VISCOSIDAD
DE JUGOS DE NARANJA Y MANZANA

La reduccion de la viscosidad esta relacionada directamente con la degradacién de
sustancias pécticas en el tratamiento de clarificacion de jugos. Se determiné la
viscosidad relativa (i) presente en las bebidas analizadas antes y después del
tratamiento enzimético, observando una reduccién en la viscosidad en jugo de
naranja (FIG. 29 A) entre el uso de métodos mecanicos (control) y el tratamiento
enzimatico (3 y 6.04% para enzima libre e inmovilizada, respectivamente); aunque
los resultados fueron favorables logrando reducir la viscosidad presente en el jugo
los valores no son estadisticamente similares a lo determinado para la aplicacién en
jugos comerciales (21%) [77]. De igual forma, no se observé diferencia significativa

entre la reduccion de la viscosidad mediante métodos mecanicos y tratamiento

76



enzimatico en jugo de manzana (FIG. 29 B), la capacidad de reduccion de
viscosidad es generalmente dada a partir de la aplicaciéon de enzimas endo-
poligalacturonasas, sin embargo, de acuerdo a los resultados ya mencionados
anteriormente, el tipo predominante de enzima generada a partir del hongo
analizado en este proyecto son exo - poligacaturonasas, lo que concuerda reportado
para los géneros Penicillium sp. [30]. El tratamiento de clarificacién en jugos se
realizd por debajo de las condiciones Optimas de la actividad inmovilizada
determinada anteriormente, lo que podria explicar la diferencia entre los datos
obtenidos experimentalmente y los reportados por la literatura, ya que en
evaluaciones previas de la estabilidad operacional de pectinasas inmovilizadas en
nanoparticulas magnéticas en jugo de manzana a temperaturas altas (40 y 50° C)
reduciendo la viscosidad 22 y 18% con enzima libre e inmovilizada, respectivamente
[75].
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FIG. 29 Viscosidad determinada utilizando enzima libre e inmovilizada en jugo de A)

naranja y B) manzana
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5. CONCLUSIONES

En el desarrollo de este trabajo se logré cumplir con los objetivos planteados,
iniciando con la identificacién del hongo aislado observando las caracteristicas
morfologicas propias del género Penicillium sp. El hongo aislado presento actividad
pectinolitica en placa.

Se logroé la optimizacion de la produccion enzimatica alcanzando una actividad de
340.9 U/mL, utilizando cascara de limon como cosustrato en fermentacion
sumergida, bajo condiciones 6ptimas a temperatura de 35°C y pH 6.0.

La optimizacién de las condiciones para la medicion de actividad enzimatica se
obtuvo a 35°C y pH 5.0, alcanzando 888.16 U/mL.

Se determinaron los parametros cinéticos mediante el modelo de Michaelis-Menten,
presentando una Vmax de 2.578+ 0.024 umol-mL-min'y kn de 0.115 + 0.010 pmol

/mL indicando una buena afinidad de la enzima-sustrato.

Se realiz6 la purificacion de las pectinasas por varios métodos, sin embargo, se
eligio la fraccidén obtenida por ultrafiltracién (<50 kDa) para la inmovilizacién, la cual

incrementd la actividad enzimatica total un 9.08% con un rendimiento del 62.15%.

Se logré sintetizar el material core-shell de Fe3Os@SiO2, el cual mantuvo la
estructura cristalina de la magnetita segun lo reportado por DRX, FTIR-ATR, SEM-
EDS y XPS.

La funcionalizacién con grupos amino y con el glutaraldehido del core-shell se logré

satisfactoriamente segun los resultados de potencial { y XPS.

Se determiné la cantidad 6ptima glutaraldehido en 25% v/v para para llevar a cabo
la inmovilizaciéon enzimatica, asi como la concentracion de saturacion de enzima por
gramo de material, determinando la capacidad maxima de quimisorcién por la

isoterma de adsorcién de la enzima en el material.

La inmovilizacién de pectinasas se realizé a una concentracion inicial de 1.0 % v/v

en nanoparticulas Fe3O4@SiO2 reteniendo el 80% de la actividad inicial.
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Las condiciones 6ptimas de operacion de las pectinasas inmovilizadas fueron a pH

4.5 y temperatura de 50° C.

Se evalu6 la capacidad de reduccién de turbidez en jugo de naranja con enzimas
libre e inmovilizadas alcanzando 30% y sin mostrar diferencia significativa entre

ellas.

La actividad relativa de la enzima inmovilizada después de 5 ciclos de reuso fue de
84% en jugo de naranja, indicando una aplicacion eficaz en el tratamiento de

clarificacion en jugos.

La hipotesis se rechaza, ya que no se alcanzd la reduccién del 90% de la viscosidad,
sin embargd se alcanza una reduccion del 60% de la turbidez. Esto se debe a que
el que el hongo filamentoso aislado es del género Penicillium, los cuales son buenos
productores de exo-pectinasas, que son las que afectan la turbidez, pero producen
muy poco de las endo-pectinasas que son las responsables de disminuir la

viscosidad.
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ANEXO |
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FIG A 1. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA POR EL
METODO DE DNS USANDO COMO ESTANDAR ACIDO GALACTURONICO.
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FIG A 2. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE PROTEINA EXTRACELULAR
POR EL METODO DE BRADFORD USANDO COMO ESTANDAR ALBUMINA SERICA
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FIG A 3. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE FENOLES TOTALES POR EL
METODO DE FOLIN - CIOCALTEU USANDO COMO ESTANDAR ACIDO TANICO
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ANEXO Il

FIG A 4. HALO DE HIDROLISIS PRODUCIDO POR UN HONGO FILAMENTOSO EN MEDIO
SUPLEMENTADO CON PECTINA 2%
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ANEXO Il

TABLA 19. RESULTADOS DEL ANOVA DE MODELO CUADRATICO DE LA
PRODUCCION ENZIMATICA

SUMA DE df MEDIA DE F p
CUADRADOS CUADRADOS
Modelo 6.054E+05 5 1.211E+05 11.51  0.0029 significant
A-Temp 8410.90 1 8410.90 0.7999 0.4008
B-pH 11841.61 1 11841.61 1.13  0.3238
AB 3116.27 1 3116.27 0.2964 0.6031
A2 3.153E+05 1 3.153E+05 29.98 0.0009
B2 69490.29 1 69490.29 6.61 0.0370
Residual 73601.65 7 10514.52
Lack of Fit 73601.65 3 24533.88
Pure Error 0.0000 4 0.0000
Cor Total 6.790E+05 12

TABLA 20. RESULTADOS DEL ANOVA DE MODELO CUADRATICO DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA
SUMA DE df MEDIA DE F p
CUADRADOS CUADRADOS
Modelo 1.429E+06 5 2.859E+05 480.75 < 0.0001 significant
A-Temp 10100.02 1 10100.02 16.99 0.0045
B-pH 8.451E+05 1 8.451E+05 1421.23 < 0.0001
AB 1773.67 1 1773.67 2.98 0.1278
Az 3072.18 1 3072.18 5.17 0.0572
B2 4.577E+05 1 4.577E+05 769.63 < 0.0001
Residual 4162.44 7 594.63
Lack of Fit 4162.44 3 1387.48
Pure Error 0.0000 4 0.0000
Cor Total 1.434E+06 12
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