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RESUMEN

Las enzimas pecticas 0 pectinasas constituyen el Unico grupo de enzimas que catalizan la degradacién de las
sustancias pécticas presentes en la pared celular de plantas superiores.Segin su modo de accién se clasifican
en: poligalacturonasas (PGasas), liasas (pectinliasa (PL) o pectatoliasa (PAL)) y pectinesterasa (PE). Las
PGasas y liasas son enzimas depolimerizantes, rompen los enlaces glicosidicos a-(1,4) entre los monémeros
de los acidos galacturénicos de las sustancias pécticas, ya sea por un mecanismo de hidrolisis (PGasas) o por
un mecanismos de 3 eliminacion (PL y PAL). PE cataliza la desesterificacion de los grupos metoxilos de las
moléculas de pectina, formando &cido péctico. Las pectinasas son ampliamente utilizadas en el
procesamiento industrial de frutas y vegetales porque disminuyen la viscosidad de los jugos y facilitan los
procesos de extraccion, maceracion, licuefaccion y clarificacion.

Wickerhamomyces anomalus, es una levadura autéctona, aislada a partir de frutas citricas en la Provincia de
Misiones, Argentina, que produce una poligalacturonasa (PGasa) en forma extracelular. Esta enzima es de
gran importancia industrial ya que es capaz (a diferencia de otras PGasas) de desintegrar tejidos de mandioca
cruda, liberando los granulos de almidon del interior de las células; y de liberar pectina de tejidos vegetales.
En la presente Tesis Doctoral se plantearon dos etapas claramente diferenciadas pero concatenadas, una
dedicada a la produccién de la PGasa por W. anomalus; y otra en la cual se utilizaron los sobrenadantes de
dichos cultivos en el proceso de extraccion enziméatica de polisacéridos de interés regional (almidén de

mandioca y pectina citrica).

Parte A: Optimizacion de la produccion de la enzima PGasa por W. anomalus.

1. Se optimizaron las condiciones de cultivo para la produccién de PGasa a partir de W. anomalus. Las
fermentaciones se realizaron inicialmente, en un medio de referencia (MR) compuesto por glucosa, pectina
citrica, sulfato de amonio, vitaminas, aminoacidos, KH,PO,, MgSQ,, CaCl, y micronutrientes (Mo*?, Cu*?,
Fe™, Mn*y Zn*?), a escala frascos agitados, a 30°C, 180 rpm, durante 16 h. Se evalu¢ el efecto de las
condiciones de cultivo: temperatura de incubacion (30 a 40 °C), pH (4,5 a 6,5) y velocidad de agitacion (150
a 250 rpm) sobre la produccion de PGasa. Se aplicé inicialmente un disefio factorial 2° y posteriormente la
metodologia de superficie de respuesta. EI pH y la temperatura influyeron significativamente en la
produccién de la enzima PGasa, mientras que la influencia de la velocidad de agitacion fue no significativa.
Los mayores titulos se obtuvieron a 30°C y pH de 5,1; con un valor maximo de actividad PGasa de 18,84
UE/mL.

2. Se estudié la influencia de la composicion de los componentes del medio de cultivo sobre la produccion
de PGasa, en busca de un medio econémico y de simple preparacion. El efecto de la fuente de nitrégeno
(FN) y de los elementos traza, se estudi6 por el método de un factor por vez. Segun el analisis de varianza no
hubo diferencias significativas entre los valores de sintesis de PGasa con urea o sulfato de amonio como
fuente de nitrégeno. El pH se mantuvo ~4,0 en el transcurso del proceso fermentativo al utilizar urea como

FN, a diferencia de lo observado en el medio que contenia sulfato de amonio, en el cual el pH disminuyo
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hasta 2,6 luego de 16 h. Se decidio utilizar urea como FN para los estudios posteriores. La ausencia de
elementos traza en el medio de referencia tuvo un efecto represivo sobre la sintesis enzimatica.
Posteriormente, se aplico el disefio experimental de Plackett-Burman (PB) para evaluar el efecto en el MR,
de la pectina comercial, extracto de levadura, presencia/ausencia de elementos traza, Fe*?, Ca™, Mg™ y
PO4HKS,, los factores significativos y con efecto positivo se optimizaron por el método de superficie de
respuesta (MSR). Del disefio experimental de PB, resulté que la pectina y el extracto de levadura influyeron
positivamente sobre la produccion de PGasa, mientras que el Ca* influyé de manera negativa. Mediante la
MSR se observo un aumento en la produccién de la enzima hasta una concentracién de 0,75 g/L de extracto
de levadura y 6 g/L de pectina, alcanzando valores de PGasa de ~ 25,5 U/mL.

El medio de cultivo optimizado quedo compuesto de la siguiente manera: glucosa 10 g/L; pectina citrica
comercial 6 g/L; urea 1,4 g/L; extracto de levadura 0,75 g/L; PO4HK; 0,5 ¢g/L; CaCl, 0,05 g/L; MgSO, 0,25
g/L.

3. Se estudid la produccién enzimatica a escala bioreactor, en las condiciones y con el medio de cultivo
optimizados en las etapas anteriores, mediante dos sistemas de cultivo: tipo batch y tipo batch alimentado. Se
utlizé un biorreactor de 5 L conteniendo 3 L de medio, a 30 °C, 550 rpm, con suministro de aire estéril.
Mediante el cultivo batch, W. anomalus crecid en fase exponencial hasta las 10 h de cultivo. La glucosa se
agotd cuando el cultivo alcanzo la fase de crecimiento estacionario. La biomasa producida condujo a un
rendimiento de biomasa (Yys) de 0.30 g,/gs. Se calculd una tasa de crecimiento especifica maxima (u,) de
0.164 h™' (R% 0.92). La sintesis de PGasa pareci6 estar asociada al el crecimiento de la levadura, alcanzando
25.52 = 0.147 UE/mL al final del cultivo. ElI pH se mantuvo en valores cercanos a 4.0 en el curso del
proceso. Durante el crecimiento de W. anomalus, usando cultivo tipo batch alimentado a caudal constante
(F= 60 mL/h), se observ6 un incremento en la expresion de la enzima. La actividad PGasa obtenida fue de
48.93 + 0.38 UE/mL, correspondiente a una productividad de 3.19 UE/mLh.

4. Se optimizo6 otro medio de cultivo utilizando residuos agroindustriales. Los residuos agroindustriales se
caracterizaron por la determinacion de su composicién centesimal, y el contenido de pectina. Las
fermentaciones se realizaron en el medio de referencia (MR), a escala frascos agitados, a 30°C, 150 rpm,
durante 16 h. Se evalud el uso de ocho residuos agroindustriales crudos (residuos de céascara de naranja,
limén, banana, pomelo, maracuya, anana y mamaon) como inductores de la produccién de PGasa de W.
anomalus, en lugar de pectina de citrus comercial, por el método de un factor por vez. El residuo de limén,
fue el mejor inductor para la produccion de PGasa por W. anomalus, se obtuvo una actividad relativa de 5.09
% superior (21.735UE/mL) a la obtenida en el MR. Posteriormente se aplico el disefio experimental de
Plackett-Burman, para evaluar los siguientes factores: residuo agroindustrial seleccionado, Ca™, Mg* y
PO,HK,, presencia/ausencia de extracto de levadura, aminoéacidos, elementos traza y Fe*2. Los cultivos
realizados en el MR, con pectina de citrus comercial como inductor, fueron considerados como control. El
disefio Plackett-Burman mostré que el residuo de limén, Mg**y PO4HK tuvieron un efecto significativo en
la produccion de PGasa. El efecto de las otras variables (extracto de levadura, Ca*?, Fe*?, aminoécidos y

solucion de elementos traza) no fue significativo. Los factores significativos y positivos (Mg*? y PO,HK,) se
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mantuvieron en su nivel mas alto. Las otras variables no significativas (extracto de levadura, Ca*, Fe™
amino&cidos y solucion de elementos traza), se omitieron y la pectina comercial se reemplazé por el residuo
de limén. A continuacion, se empled un método de superficie de respuesta, utilizando el disefio experimental
de Doehlert, para encontrar la concentracion optima del residuo de limdn y el tiempo de fermentacion, para
la produccion de la enzima. La sintesis de la enzima aumenté cuando la concentracién del residuo de limén
disminuy6 del 10% (p/v) al 2% (p/v). A medida que el tiempo de fermentacion aument6 de 3 a 12 h, se
observé una mayor produccion de PGasa. Se obtuvo un valor maximo de PGasa de 30.06 + 1.27 UE/mL, en
el medio con 2% (p/v) de residuo de limén a las 12 h de cultivo.

El nuevo medio de cultivo optimizado, conteniendo residuo agroindustrial como inductor quedd compuesto
de la siguiente manera: glucosa 10 g/L; residuo de limén 2 % p/v; urea 1,4 g/L; PO4HK, 0,5 g/L; MgSQ,
0,25 g¢/L; solucién de vitaminas 1000X. La produccién de la enzima en este medio optimizado se realizd a
escala biorreactor, mediante sistema tipo batch. La produccion detectable de PGasa comenzé a las 2 h,
obteniendo una produccion maxima a las 12 h, la que coincidio con el agotamiento de la glucosa. A partir de
este momento, la actividad enzimatica en el sobrenadante del cultivo se mantuvo constante. Se obtuvo una

produccién enziméatica maxima de 31,28 + 0,93 UE/ml a las 12 h.

Parte B. Aplicacion del extracto enzimatico de W.anomlaus en procesos tecnoldgicos de interés regional.

1. Se puso a punto un protocolo para la extraccion enzimética de almidon a partir de mandioca cruda,
utilizando los sobrenadantes del cultivo de W. anomalus (extracto enzimatico — EE). Para el proceso de
extraccion, la mandioca pelada y cortada, se colocé en frascos Erlenmeyers a los que se les agrego el EE y
buffer de reaccion. La mezcla se incub6 a 40°C, durante 6 h, en una incubadora con agitacion y
posteriormente se filtrd. El filtrado, denominado material extraido (ME), se centrifugo, lavé y sec6 a 45°C
hasta peso constante. Se estudiaron diferentes factores sobre el rendimiento del proceso extractivo: tamafo
de tejido (bastones, cubos, laminas, rallado y triturado);dosis de la enzima (15, 30 y 45 mL); relacion
sélido/liquido (g/mL) (30:20, a 30:100); temperatura (30 a 50°C) y tiempo de extraccion (1 a 6 h), a los
efectos de encontrar las condiciones dptimas que permitan alcanzar los mayores rendimientos de producto.
La mandioca “procesada (MP)” permiti6 un mayor rendimiento de extraccion. Los blancos con el EE
inactivo arrojaron valores despreciables. Los mayores rendimientos de almidén se obtuvieron con una
relacién sélido/liquido de 30:60 g/mL. La dosis de enzima, influyé significativamente en el rendimiento del
proceso extractivo, los mayores rendimientos resultaron con un volumen del EE de 30 mL (PGasa en el
medio de reaccién: ~15,5 UE/mL). Posteriormente, se optimizé la temperatura y tiempo de extraccion,
utilizando metodologia de superficie de respuesta, segun el disefio experimental de Doehlert. EI 6ptimo
rendimiento de extraccion de almidon se presentd a 40°C y 5 h de extraccion. La ecuacion polinomial de
segundo orden determind un valor maximo de extraccion de almiddn de 32,57 + 0,41 % (p/p). Al realizar la
extraccion a escala reactor, en las condiciones optimizadas, se obtuvo un rendimiento de 33,06 + 0,49 %

(p/p). El protocolo final de extraccion resulté ser: mandioca cruda, lavada y procesada (MP) + EE (relacion



S/L 30/60 — PGasa = 15 UE/mL), incubacién (40 °C, 5 h, 400 rpm), filtracion, lavado (2 veces),
sedimentacion y descarte sobrenadante, secado, molido y tamizado.

2. Se evaluaron las caracteristicas quimicas y funcionales del almidén extraido por via enzimética (AE) y se
compard con el del almidén comercial (AC). EL AE presentd contenidos de humedad, proteina, fibra cruda y
grasa levemente mayores a los que presentd el AC. El contenido de cenizas y carbohidratosdel AE, resulto
ligeramente menor al de AC y estos valores estuvieron dentro de los parametros exigidos por el Codigo
Alimentario Argentino. ElI mayor indice de solubilidad en agua (% ISA) y poder de hinchamiento (PH) se
presento a los 70 °C en ambos almidones. El PH del AE present6 un valor ligeramente menor respecto al del
AC, siendo los valores obtenidos de 1,97 Qagua/9ae Y 2,08 Jagua/Jac, para AE y AC, respectivamente. Dichos
valores se encuentran dentro del rango de referencia establecido por la Food and Agriculture Organization
(FAO, 2007). Respecto a los valores de ISA, el AC no present6 diferencia significativa en comparacion con
el AE (3,14% y 3,97% respectivamente). EI AE present6 una temperatura de empastamiento (comienzo de la
gelatinizacién) de 63,5 °C, un pico de viscosidad maxima de 355 UB, la viscosidad de la pasta a los 95 °C
fue de 352,5 UB, la estabilidad de la pasta durante la coccion (breakdown) fue de 132,5 UB y la tendencia a
la retrogradacion (setback) fue de 80 UB. La sinéresis debido a la refrigeracion y congelacion de las pastas
de AE fue mas alta respecto a la del AC. Esto implica que la pasta de AE resulté ser menos estable a ambos
procesos que la de AC. Los valores de transmitancia (%T) obtenidos fueron de 52,32%T para AE, semejante
al obtenido para AC (55,17%T). La pasta de AE es considerada una paste clara o transparente. La
temperatura de gelificacion resultante para AE fue de 63°C. El AE podria ser utilizado en alimentos como
mermeladas, gelatinas, y en confiteria para la elaboracion de gomitas, etc.

3. Se puso a punto un protocolo para la extraccion enzimética de pectina a partir de residuos de limon,
utilizando los sobrenadantes del cultivo de W. anomalus. El proceso de extraccion de pectina se realizé en
frascos Erlenmeyers conteniendo albedo de limén, buffer de reaccion y el extracto enziméatico crudo de W.
anomalus. La mezcla se incubd a 30°C, durante 6 h, con agitacién, pH 5,0, y luego se centrifugd. El material
polimérico obtenido, se precipitd con etanol y el peso seco del gel obtenido se denomind material insoluble
en etanol (MIE). El rendimiento de extraccion de pectina se reporté como g de MIE por cada 100 g de albedo
seco. Los factores evaluados fueron: relacion sélido/liquido (1:20, 1:40, 1:50 y 1:60), actividad enzimatica
(3,125, 6,25, 12,5 y 25 mL), temperatura (30 a 50°C) y tiempo de extraccién (1 a 8 h). Estos rendimientos se
compararon con la pectina obtenida utilizando un método quimico. Los mejores rendimientos de MIE
(35,93+ 0,67 % (p/p)) se obtuvieron con una relacion sélido/liquido de 1/50, 12,5 mL del EE (actividad
PGasa en el medio de reaccion: 4,28 UE/mL), 40°C, 4 h y pH 5,0. Este valor fue superior al obtenido
utilizando el método quimico. La pectina se determind como la cantidad de &cido galacturénico (AGA)
solubilizado, por el método del m-hidroxidifenilo. Se caracteriz6 mediante la determinacion del grado de
esterificacion (GE), empleando el método titulométrico; y la capacidad de gelificacion en un producto
alimenticio mediante la elaboracion de una mermelada. Se observé que los rendimientos obtenidos en el
presente estudio empleando el EE de W. anomalus fueron mayores a los obtenidos por el método quimico y

con la enzima comercial. El grado de esterificacion de la pectina extraida fue del 79,10 %, siendo una pectina
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HM. La riqueza en &cido galacturénico (AGA) de la pectina extraida fue del 82,57 %, indicando que la

misma es lo suficientemente pura. La pectina extraida present6 buena capacidad gelificante.
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CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

I.1. SUSTANCIAS PECTICAS

1.1.1. Definicidn, localizacion y funcion principal

Las sustancias pécticas son polisacaridos acidos complejos, de elevado peso molecular, presentes en la pared
celular de plantas superiores. Se las encuentra en la mayor parte de los tejidos vegetales, donde desempefian
una importante funcién en el mantenimiento de su textura.

La pared celular de las células vegetales estd formada por dos capas: la pared secundaria mas interna
compuesta basicamente de fibras de celulosa y hemicelulosa y la pared primaria, mas externa, formada por
las mismas fibras embebidas en sustancias pécticas y algo de proteinas. Las paredes primarias de dos células
contiguas se hallan unidas por la laminilla media. La misma, estd formada principalmente por sustancias
pécticas, libre de celulosa y hemicelulosa, las que se encuentran en forma libre o como sales célcicas y que
cumplen el rol de “sustancia cementante” (Fig. 1.1) (Ishii, 1976). La degradacion de las mencionadas
estructuras, mediante enzimas especificas, conduce a la desintegracion de los tejidos con separacion de las

células, proceso denominado “maceracion” (Rombouts & Pilnik, 1980).

24— Lamina media

Pared celular
primaria
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Figura 1.1: Detalle de los componentes de la pared celular de vegetales superiores
(Life- The Science of Biology 9ed. Sinauer Associates, Inc. Publishers, 2011)

Las sustancias pécticas representan entre el 0,5 % al 4 % del peso himedo del material vegetal. Como todos
los polisacéridos, no tienen un peso molecular definido, este depende de la fuente de la cual se obtienen,

generalmente est4 entre 25 a 369 kDa (Tabla I.1) (Jayani y col., 2005).



Tabla 1.1: Peso molecular de algunas sustancias pécticas.

Fuente Peso molecular (kDa)
Manzana y limén 200-360
Pera 25-35
Naranja 40-50

(Jayani y col., 2005).

1.1.2. Clasificacion de las sustancias pécticas

En 1927 un comité designado por la American Chemical Society aborda por primera vez la problemética de
la estructura y nomeclatura de las sustancias pécticas. En 1944, otro comité reunido a instancias del anterior,
las defini6 como: “sustancias coloidales que se encuentran en las plantas, compuestas por unidades de &cido
D-galacturdnico cuyos grupos carboxilos estan esterificados con metanol en una proporcion variable”.

Las sustancias pécticas pueden ser clasificadas en cuatro grupos principales segin la American Chemical
Society (Commitee for the Revision of the Nomenclature of Pectic Substances, 1944):

a) Acidos pécticos o acido poligalacturénico: se denomina asi a las sustancias pécticas compuestas por acido

poligalacturonico, libre de grupos éster metilicos.
b) Acidos pectinicos: son sustancias pécticas coloidales, parcialmente esterificadas con grupos metilicos.

c) Pectinas: asi son designados aquellos &cidos pectinicos solubles en agua, de elevado contenido en ésteres
metilicos, capaces de formar geles con azUcares y acidos. Las pectinas constituyen un grupo heterogéneo de
polisacaridos acidos con propiedades de gelificacion, estabilizacion de emulsiones y aporte nutricional,
siendo por lo tanto sumamente Utiles en las industrias alimenticias y farmacéuticas. Su precursor es la
protopectina.

d) Protopectina: es la sustancia péctica insoluble en agua en el estado en la cual se halla naturalmente en los
tejidos vegetales. Produce pectina soluble luego de una hidrélisis limitada mediante tratamiento con enzimas,
acidos u otros reactivos. Se encuentra fija en los tejidos vegetales, ligada a los componentes celulésicos de
las paredes celulares. Se la puede considerar como un derivado de acido poligalacturénico de alto peso
molecular que esta quimicamente unido y mecanicamente inmerso dentro de otros constituyentes de la pared
celular vegetal. Puede ser extraida del tejido vegetal por métodos degradativos Unicamente (Naidu & Panda,
1998; Obergozo, 2002; Jayani y col., 2005).

1.1.3. Estructura quimica de las sustancias pécticas

Las sustancias pécticas estan formadas por un esqueleto de residuos de acido D-galacturénico (AG), unidos
por enlaces glicosidicos a-1,4. Esta cadena constituye el &cido poliglacturénico o &cido péctico (APG) (Fig.
1.2).
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Figura 1.2: Estructura del acido poligalacturénico.
Los grupos carboxilos de los restos de AG pueden estar esterificados con metanol en una proporcion
variable.
Como parametro de la cantidad de grupos esterificados con metanol se usan alternativamente dos criterios
distintos, a saber: el grado de esterificacion (GE) y el contenido de metoxilos. EI GE, se define como el
namero de residuos de AG esterificados sobre el total de ellos, expresado en tanto por ciento. El contenido
de metoxilos se calcula relacionando la masa total de grupos metoxilos con la masa total de restos de AG
(esterificados 0 no). Un GE de 100 % (todos los grupos carboxilos neutralizados con metanol) corresponde a
un contenido de metoxilo de 16,32 %. Este parametro es la base para la clasificacién de las sustancias
pécticas: si el compuesto tiene un GE entre el 3,5 al 10 %, se considera que son acidos pectinicos y si
superan este porcentaje se denominan pectinas.
Las pectinas a su vez se clasifican en: pectinas de bajo metoxilo (LM) si presentan un GE < 50 % (contenido
de metoxilos < 8 %) como las de papa, pera, receptaculos de girasol y pectinas de alto metoxilo (HM) si
poseen un GE > 50 % (contenido de metoxilos > 8 %), como las de citricos y manzanas.
La esterificacion de los grupos carboxilos del AG con metanol es una caracteristica muy importante que le
confiere a las pectinas sus propiedades estructurales y funcionales. EI nimero de restos metilados y/o
acetilados depende de la fuente de la cual se obtuvo la pectina. (Iglesias & Lozano, 2004).
Pocos son los vegetales que presentan una estructura tan simple, en su mayoria las pectinas poseen una
estructura mas compleja. Las pectinas contienen dos regiones bien definidas. La primera es la region
denominada lisa y la segunda es la denominada region pilosa (Contreras Esquivel, 2003; Zapata Zapata,
2008).
a) Regidn lisa: compuesta principalmente por los esqueletos de restos de AG, parcialmente esterificados con
metanol en el C-6 y/o con &cido acético en C-2. A esta estructura se la denomina homogalacturonano (HG) y
debido a que no contiene esencialmente ramificaciones o cadenas laterales se la denomina region lisa. La

Figura 1.3 muestra una porcion de la region del esqueleto del HG.

COOCH, COOCH, COOCH, COOH
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Figura 1.3: Estructura del homogalacturonano encontrado en las regiones lisas de la molécula de pectina.
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b) Region pilosa: en esta region también denominada ramnogalacturonano (RG), se pueden a su vez
distinguir dos tipos de estructuras diferentes:

RG tipo I: en esta region, la cadena lineal de &cido D-galacturénico se interrumpe por la presencia de L-
ramnosa (forma piranodsica) unida mediante enlaces a-1,2. A estos residuos de ramnosa se unen cadenas de
D-galactosa unidas por enlaces -1,4, o en otros casos cadenas de L-arabinosa, unidas por enlaces a-1,5. A
partir de estos azlcares pueden originarse otras ramificaciones del mismo tipo, o en ocasiones formadas por
otros azlcares como D-xilosa, D-glucosa, D-manosa, L-fucosa y &cido D-glucurdnico, dependiendo del
vegetal de origen de la pectina. Estas ramificaciones representan un 20-40 % de la cadena total.

RG tipo Il: lo conforman cadenas laterales de diferentes azucares unidos directamente a los residuos de AG.
Esta region puede ser considerada como una modificacién estructural del HG y normalmente esti en una
posicién adyacente al RG tipo I.

En la Figura 1.4 se muestra la estructura esquematica de la pectina, y se identifican claramente las regiones

principales que la conforman.

F Acetil ester 4 Metil ester

@ Acido galacturdnica, AGA
& Famnosa
+ —» & Apioza
Homogalacturonano @ Fucoza
Famnogalacturonana tipa | @ Agido acérico

Famnogalacturonanativoal @ Galactoza
O Arahinoza
i Hiloza

O Acido glucdnico

Figura 1.4: Estructura esquematica de la pectina. (Pedrolli y col., 2009).

1.1.4. Propiedades de las pectinas:

Solubilidad:

Las pectinas son solubles en disoluciones acuosas, propiedad que se utiliza para elaborar geles y sustancias
viscosas. Los enlaces metilicos provocan una separacion entre las cadenas de polipéptidos lo que las hace
mas solubles. Cuanto mayor sea el grado de esterificacion, mayor sera la solubilidad. Pueden ser insolubles
en presencia de calcio (o de otros cationes bivalentes) por la formacion de pectatos calcicos que van a
precipitar. También son insolubles en etanol, acetona y otros solventes organicos.

Gelificacion:

Desde el punto de vista de la tecnologia alimentaria la propiedad mas importante de las pectinas es su

capacidad para formar geles, propiedad que depende del grado de metilacion:
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a) Pectinas de alto metoxilo (HM): las pectinas HM solo gelifican en presencia de concentraciones
relativamente altas de azlcar y en medio &cido. Se producen zonas de union en la molécula por interacciones
hidrofdbicas entre los ésteres metilicos y formacion de puentes de hidrégeno. Para la gelificacion de las
pectinas de HM es necesario un pH inferior a 3,5, de esta manera, los grupos &cidos se encuentran no
disociados y pueden formar puentes de hidrégeno. Ademas es necesaria una concentracion de solidos
solubles mayor al 60 % para que se favorezcan las interacciones hidrofébicas. La mermelada es un ejemplo
claro, es &cida, tiene alta concentracidn de azlcares, y por ello la pectina esta en estado de gel. Para elaborar
estos geles, se solubiliza la pectina por calentamiento y se gelifica al enfriar.

La fuerza del gel vendra dada en funcion del grado de esterificacidn; a mayor grado de esterificacién, mayor
serdn las interacciones hidrofobicas por lo que el gel sera mas fuerte. Ademas, comenzard a gelificar a
temperaturas mas altas (Hours y col., 1988).

b) Pectinas de bajo metoxilo (LM): las pectinas LM, gelifican en ausencia de azlcar pero en presencia de
concentraciones de iones, particularmente divalentes (Ca*?). Las condiciones que deben darse son: presencia
de calcio, un pH entre 1,0 y 7,0 o incluso mayor. Si la cantidad de calcio es muy elevada dara lugar a la

precipitacion de pectato célcico.
1.2. ENZIMAS PECTICAS

Las enzimas que hidrolizan sustancias pécticas se conocen como enzimas pécticas, enzimas pectinoliticas o
simplemente pectinasas. Las enzimas pécticas constituyen el Gnico grupo de enzimas que catalizan la
degradacion de las sustancias pécticas presentes en la pared celular de las plantas, por lo tanto juegan un rol
significativo en los cambios que ocurren en el almacenamiento post cosecha de frutas y vegetales.

Las enzimas pécticas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrandose en plantas superiores
(citrus, tomates, bananas, manzanas, peras, papas, uvas, etc.) y en microorganismos, tanto en bacterias (de
los géneros Bacillus, Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, Clostridium, etc.) como en hongos filamentosos
(de los géneros Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, Penicillum, Rhizopus, etc.) y levaduras (Sacharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Geotrichum lactis, etc.) (Blanco y col., 1999; da Silva y col., 2005).
Las enzimas microbianas son mas Utiles que las derivadas de plantas por la gran variedad en que se presentan
y su bajo costo de produccién. Ademas, son mas estables y su proceso de produccién es mas facil y seguro.
La manipulacién genética y ambiental, para incrementar el rendimiento o la actividad enzimética de las
células, puede llevarse a cabo facilmente utilizando células microbianas debido a su corto tiempo de
generacion y a sus exigencias nutricionales relativamente simples (Souza y col., 2003).

1.2.1. Clasificacion

Debido a la diversidad de sustancias pécticas que existen en la naturaleza, las enzimas pécticas presentan
diferentes mecanismos de accion y se las puede clasificar en tres grupos: enzimas desesterificantes, enzimas
depolimerizantes y protopectinasas (Fig. 1.5) (Jayani, 2005).

o Enzimas desesterificantes (pectinesterasa):
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La enzima pectinesterasa (PE, EC 3.1.1.11), cataliza la desesterificacion de los grupos metil-ester de los
galacturonanos de las sustancias pécticas liberando acido péctico y metanol. (Fig. 1.5). PE remueve los
grupos metoxilos de la molécula de pectina mediante un ataque nucleofilico de la enzima sobre el éster, que
resulta en la formacion de un intermedio entre el grupo acilo y la enzima con liberacién de metanol. Luego
se produce la hidrdlisis del intermedio regenerandose la enzima y produciéndose acido carboxilico.

Las pectinesterasas son producidas por plantas superiores, numerosos hongos y algunas bacterias (Ranveer y
col., 2005).

La actividad pectinesterasa puede ser medida por diferentes métodos, usualmente por titulacion de los grupos
carboxilos producidos a partir de pectina o por métodos colorimétricos, utilizando un indicador de pH.
Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de PE: la actividad PE es mayor con pectinas con un grado de
metilacion del 65 al 75 %, ya que actlia sobre grupos metoxilos adyacentes a grupos carboxilicos libres. Los
PM de la mayoria de las PE estan en el rango de 35-50 kDa. Los valores de pH en los cuales presentan su
mayor actividad estan en el rango de 4,0 a 8,0. Las PE producidas por hongos tienen un pH éptimo menor

gue aquellas de origen bacteriano. El rango de temperatura en los cuales presentan su mayor actividad esta

entre 40 — 50 °C para la mayoria de las PE (Jayani y col., 2005).

(@) o
COOR COOR OH
o 0— —HO OH
A 0 - + ‘
% OH HO
COOR 0
OH OH COOR

Figura 1.5: Mecanismo de accién de las diferentes enzimas pécticas. (Gummadi & Panda, 2003).

e Enzimas depolimerizantes (poligalacturonasas y liasas):
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a) Poligalacturonasas:

Las poligalacturonasas (PGasas) son enzimas pécticas que catalizan la ruptura de los enlaces glicosidicos a-
(1,4) de las cadenas de APG (Fig. 1.5). Se clasifican segiin su modo de accién en endo-PG (EC 3.2.1.15) y
ex0-PG (EC 3.2.1.67) (Van Rensburg & Pretorius, 2000).

Las endo-PG producen ruptura al azar de los enlaces glicosidicos a-1,4 del acido péctico, liberando
mondmeros de AG y oligdmeros de dos o tres restos.

Son producidas por una gran variedad de hongos filamentosos, levaduras y bacterias, como asi también por
plantas superiores (Souza y col., 2003).

Las endo-PG pueden ser medidas por determinacion de los grupos reductores liberados, mediante métodos
colorimétricos, pero los mas utilizados hacen uso de viscosimetros, ya que producen mas de un 50 % de
caida en la viscosidad. Su actividad disminuye con el grado de polimerizacidn, de manera tal que resulta nula
en presencia del dimero.

Las exo-PG hidrolizan las uniones a-1,4 de los enlaces glicosidicos a partir del extremo no reductor de la
cadena de acido péctico, dando AG como producto mayoritario de la reaccion. La depolimerizacion se
interrumpe por la ramificacion que ocurre en el sustrato. Son menos frecuentes y se encuentran en plantas
superiores, en el tracto intestinal de numerosos insectos, en hongos y en algunas bacterias [Ranveer y col.,
2005]. Se ha informado que exo-PG flungica produce AG como producto final, mientras que la exo-PG
bacteriana produce acido digalacturénico como principal producto final. La accién de exo-PG produce un
gran incremento en la formacion de grupos reductores.

La actividad exo-PG se mide por determinacion de grupos reductores liberados mediante métodos
colorimétricos.

Propiedades fisicoquimicas y biolégicas de poligalacturonasas (PGasas): las PGasas, aisladas de diferentes
fuentes microbianas, difieren marcadamente unas de otras con respecto a sus propiedades fisicoquimicas y
bioquimicas y su modo de accion.

Independientemente de la fuente microbiana, las PGasas, son activas bajo condiciones de acidez moderada,
presentando un pH 6ptimo en el rango de 3,5 a 5,5, apropiado para el procesamiento de frutas y vegetales
(Ortega y col., 2004; Favela-Torres, 2006). Sin embargo, se han informado algunas PGasas alcalinas
provenientes de Bacillus licheniformis y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersci, con un pH 6ptimo de 11,0 o
PG é&cidas como la de A. kawachi, la que present6 actividad a pH entre 2,0 y 3,0 (Contreras Esquivel y col.,
1999).

La mayoria de las PGasas presentan mayor actividad a temperaturas moderadas, entre 30-50 °C [Maldonado
& Strasser de Saad, 1998; Blanco y col., 1999]. Se encontraron algunas PGasas que pueden hidrolizar
sustancias pécticas a mayores temperaturas como las producidas por Bacillus licheniformis y Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersci (Jayani y col., 2005).

En la Tabla 1.2 se presentan las propiedades mas importantes de algunas PGasas producidas por diferentes

microorganismos.
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Tabla 1.2: Propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de algunas PGasas microbianas.

Fuente PM (kDa) pl Kn Topt. pHoOpt. T estab. pH Ref.
(°C) (°C) estab.
Aspergillus 38 (PG ) 5,6 - 30 4-55 - - Ishii,
japonicus 65 (PGIl) 33 - 30 4-55 - - 1976
Aspergillus 61 (PG 1) - 0,12 43 3,8-4,3 50 - Jayani,
niger 38 (PG 1) - 0,72 45 3-46 51 - 2005
A. niger 46 - - 55 4,5 - - Haray
col., 1982
Aspergillus 41 6,1 — 40 5 50 4-6 Nagaiy
awamori col., 2000
Penicillium - - - 50 5-58 - - Ranveer y
frequentans col. 2005
Fusarium 38 - - 69 11 - 7-11 Jayani,
oxysporum 2005
Lentinus - - - 50 50 - - Zheng &
edodes Shetty,
2000
Bacillus 38 — — 69 11 - 7-11 Jayani,
licheniformis 2005
Sclerotinia 42 4.8 0,8 50 4 - - Jayani,
sclerotiorum 415 4.8 0,5 50 3,5 - - 2005
Saccharomyces 43 54 - 50 4,2 - - Jayani,
pastorianus 2005
S. cerevisiae - - - 50 3,5 Fernandez
UCLMS-39 Gonzélez,
2004
Saccharomyces 39 - 4,7 45 55 50 4,5-6 Jayani,
cerevisiae 2005

b) Liasas:

Las liasas (o transeliminasas) producen una ruptura no hidrolitica de las sustancias pécticas, mediante un
mecanismo de transeliminacion. Rompen los enlaces glicosidicos a-1,4 de la molécula de &cido péctico por
un mecanismo de B-eliminacion, descubierto por Albersheim y col. (1960), formando un doble enlace entre
los carbonos 4 y 5 por cada enlace glicosidico roto (Fig. 1.5). Los mejores sustratos para esta enzima son las

pectinas altamente esterificadas.
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Las liasas se pueden clasificar en funcion del tipo de sustrato que ellas degradan y segtin su modo de accion
en: pectatoliasas (PAL), las que actlan sobre sustancias pécticas de bajo grado de metoxilacion (endo-PAL,
EC 4.2.2.2 y exo-PAL, EC 4.2.2.9) y pectinliasas (PL) (EC 4.2.2.10) que actdan sobre pectina altamente
metoxilada. Las liasas son producidas principalmente por bacterias y hongos filamentosos (Jayani y col.,
2005).

El método mas conveniente para medir la actividad de las PL o PAL, se basa en el incremento de la
absorbancia a 235 nm producido por la formacién de dobles enlaces.

PL actlia sobre pectina altamente esterificada, sin la accion previa de PE, por lo que su utilizacién en la
industria de jugos puede resultar ventajosa. Aumenta la estabilidad de los jugos de frutas porgque se reducen
los efectos floculantes que aparecen cuando, por accién de PG y PE, se generan derivados de pectina
desesterificados los que se ponen en contacto con el Ca™® proveniente de la fruta (Alafia y col., 1989;
Delgado y col., 1992).

Propiedades fisicoquimicas y quimicas: PL en general necesitan iones Ca*? para tener actividad y por ello los
agentes quelantes como el EDTA actlan como inhibidores. La mayoria de las liasas tienen pesos
moleculares entre 30 y 40 kDa, con un pl de 7,0 a 11,0. Tienen un pH éptimo de actividad en la region
alcalina (7,5 - 10) y temperaturas 6ptimas de 40-50 °C. Una exo-PL termoestable de Bacillus sp., presento
méxima actividad a pH 11,0 y 69 °C y fue dependiente de Ca**. Otras liasas termoestables fueron producidas
por Bacillus sp. TS 47 y Fusarium monoliforme (Jayani y col., 2005).

Protopectinasas (PPasas):

Las enzimas que catalizan la solubilizacion de protopectina, liberando pectina soluble de los tejidos
vegetales, se conocen como enzimas solubilizadoras de pectina o protopectinasas (PPasas) (Sakai &
Okashima, 1978). Estas PPasas son un grupo heterogéneo de enzimas con diferentes actividades cataliticas.
Varias PPasas han sido aisladas y caracterizadas y han sido clasificadas en dos tipos dependiendo de sus
mecanismos de accién: PPasas tipo A y tipo B. Las PPasas tipo A son aquellas que reaccionan sobre una
regién especifica del homogalacturonano (region lisa) de la protopectina, liberando pectina de alto peso
molecular.

Las PPasas tipo B son las que actGan sobre las cadenas de azlcares neutros que conectan la region del
ramnogalacturonano (region ramificada) con los demas constituyentes de la pared celular, liberdndose
pectina de mayor peso molecular que en el caso particular de las PPasas tipo A (Nakamura y col., 1995;
Zapata Zapata, 2008).

La actividad PPasa se determina midiendo la cantidad de sustancias pécticas liberadas a partir de
protopectina. La pectina solubilizada es cuantificada y expresada como equivalentes de AG liberado
(Cavalitto y col., 1997).

En la Figura 1.6, se muestra un esquema de la estructura de la protopectina y se representan los productos de

las diferentes formas de accion de las PPasas.
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Figura 1.6: Estructura esquematica de protopectina. (Nakamuray col., 1995).

La existencia de este grupo de enzimas se pone en duda ya que se caracterizo la actividad enzimatica de
varias de ellas y se vio que su mecanismo de accion es practicamente igual al de las enzimas descriptas
anteriormente para sustratos solubles. Pareceria mas apropiado considerar a la actividad PPasa como una
caracteristica particular de algunas enzimas pécticas que tienen una afinidad particularmente alta por
sustratos insolubles (Cavalitto y col., 1999).

La primer PPasa reportada se encontr6 en el sobrenadante de un cultivo de Trichosporum penicillatm, cepa
SON-3 y se denomin6 PPasa SE. Esta cepa fue reclasificada como Geotrichum klebahnii (ATCC 42397). La
PPasa SE fue aislada, parcialmente caracterizada e identificada como una endo-poligalacturonasa (endo-PG,
EC 3.2.1.15). Esta enzima resulté ser eficiente en la extraccion enzimatica de pectina de cascaras de citrus y
en la maceracion de tejidos de papa (Cavalitto y col., 2000).

En la Tabla 1.3 se presentan el tipo de enzimas pécticas producidas por algunos microorganismos.

Tabla 1.3: Algunos microorganismos productores de enzimas pécticas.

Microorganismos PE PG PL PAL
Aeromonas sp +
Bacillus sp +
Erwinia aroideae + + +
Pseudomonas sp + +
Xantomonas campestris + +
A. niger + + +
Kluyveromyces fragilis +
Penicillium sp. + + +
Fusarium oxysporum + + +

PE: pectinesterasa; PG: poligalacturonasa; PL: pectinliasa, PAL: pectatoliasa. (Jayani y col., 2005).
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1.3. PRINCIPALES APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PECTICAS

Las pectinasas microbianas son importantes desde el punto de vista industrial principalmente por su uso en el
procesamiento de frutas y vegetales (elaboracién de vinos, extraccion y clarificacion de jugos de frutas,
extraccion de aceites vegetales, maceracion de vegetales, etc.) (Alkorta y col., 1998; Hoondal y col., 2002;
Kashyap y col., 2000; Ranveer y col., 2005; Lee y col., 2006; Nighojkar y col., 2006). Estas enzimas han
sido utilizadas desde hace mas de 60 afios y sus aplicaciones continuaran expandiéndose ya que constituyen
una herramienta indispensable en esta rama de la tecnologia.

La mayoria de las enzimas pécticas provenientes de hongos o levaduras, son activas bajo condiciones de
acidez moderada (3,5 a 5,5), apropiado para el procesamiento de frutas y vegetales, considerando la
naturaleza 4cida de los mismos (Ortega y col., 2004; Favela-Torres, 2006) y a temperaturas relativamente
bajas (30 — 50 °C), lo que permite retener el color y el sabor de los alimentos (Maldonado & Strasser de
Saad, 1998; Blanco y col., 1999).

Las principales aplicaciones de las enzimas pécticas se encuentra en los siguientes procesos:

1.3.1. Maceracion:

Algunas pectinasas (particularmente las PPasas) tienen la capacidad de liberar sustancias pécticas
cementantes de la pared celular de las plantas, produciendo la maceracion de los tejidos vegetales. En el
proceso de maceracion, la pectina insoluble presente en la laminilla media es degradada, con la consiguiente
liberacion de células individuales y agregados celulares. Para tal propdsito, Unicamente el material
cementante intercelular (laminilla media) y parte de la pared celular primaria de las plantas debe ser
degradado, sin dafiar la pared celular secundaria, a los efectos de evitar la lisis celular (Ishii & Yokotsuka,
1971). Por esta razén, las celulasas son indeseables en esta mezcla enzimatica (Nakamura y col., 1995). Este
método presenta ventajas sobre la disgregacion mecanica ya que conserva intactos el flavor, los pigmentos y
los componentes celulares, compuestos con propiedades sumamente interesantes en ciertos productos
alimenticios.

El proceso de maceracion mediante enzimas pécticas es empleada en la industria alimenticia para la
obtencién de néctares de frutas como peras, duraznos, damascos, frutillas; y de purés de vegetales como
papa, zanahoria, aji rojo y otros, con alto contenido de sélidos, pigmentos y vitaminas, que se emplean en la
alimentacion de bebés y adultos mayores (Call y col., 1985; Pilnik & Voragen, 1991). Por el contrario, los
procesos de maceracion quimica o mecanica provocan un alto rompimiento celular, lo que implica que las
propiedades nutritivas de los tejidos vegetales se vean afectadas negativamente.

La maceracion enzimatica depende de la concentracion de enzima, del pH, tiempo de reaccion y de la
velocidad de agitacion (Nakamura y col., 1995). La velocidad de agitacion debe ser tal de manera de generar
el suficiente esfuerzo de corte como para minimizar las fuerzas de atraccion entre las células y asi promover
su separacion, pero a su vez no debe ocasionar el rompimiento de ellas da tal forma que se deteriore la
calidad del producto obtenido (Biekman, 1992).
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Por otra parte, existen preparados enzimaticos capaces de degradar completamente el material vegetal,
proceso denominado desintegracion. Estdn formados por una mezcla de celulasas, hemicelulasas y
pectinasas. Son utilizados mayoritariamente para elaborar purés (ej. tomate) y para mejorar el rendimiento
durante la extraccion de jugos de frutas (Rombouts & Pilnik, 1980).

1.3.2. Extraccion y clarificacion de jugos de frutas:

Las pectinas aumentan la turbidez y la viscosidad de los jugos de frutas, dificultando los procesos de
extraccion, filtracién y clarificacién. Los jugos de frutas son generalmente extraidos bajo presién, pero esto
no es facil en el caso de frutas blandas como frutillas, manzanas, frambuesas, arandanos, etc. Las pectinasas
se adicionan a la masa prensada de frutas para degradar a la pectina que causa la gelificacion de la pulpa,
facilitando asi el proceso de filtracion y asegurando altos rendimientos de jugo (De Vos & Pilnik., 1973;
Kashyarp y col., 2000, Tari y col., 2007).

Los jugos que habitualmente se someten al proceso de clarificacion son aquellos cuyas caracteristicas
organolépticas y su aceptacion por el pablico mejoran por el hecho de ser transparentes como por ejemplo
los jugos de manzana, pera y uva. Estos jugos deben ser tratados enzimaticamente a fin de degradar las
pectinas y los polisacaridos. Se utilizan pectinasas que hidrolizan las pectinas y provocan la precipitacion de
complejos proteina-pectina. Mientras que en los jugos de naranja y pomelo, debe lograrse una estabilizacion
de las suspensiones coloidales mediante el uso de enzimas pécticas, ya que el consumidor prefiere un jugo
turbio (Sin, 2006).

1.3.3. Extraccion de aceites:

Los aceites de girasol, coco, palma, oliva, etc., se extraen normalmente con solventes organicos. EI mas
utilizado es el hexano, el cual es un potencial cancerigeno. Las pectinasas se utilizan para degradar las
paredes celulares y extraer el aceite vegetal en un proceso acuoso por liquefaccion. Para la extraccion del
aceite de oliva, las enzimas son adicionadas durante la molienda de las aceitunas, asi el aceite es liberado y
se separa facilmente. El tratamiento enzimatico incrementa los costos, pero produce un mayor rendimiento
en la extraccion del aceite (Hoondal, 2002; Kashyap y col., 2000; Ortiz y col. 2017).

1.3.4. Extraccién enzimética de pectina

La otra alternativa bioldgica es la enziméatica. En este proceso se utilizan enzimas purificadas de origen
microbiano o extractos enzimaticos crudos provenientes del cultivo de levaduras, bacterias u hongos
filamentosos (pero sin la presencia de ellos), que tienen la capacidad de solubilizar pectina a partir de la
protopectina (Donaghy y Mckay, 1994; Sakamoto y col, 1994; Matora y col., 1995). Este es un proceso de
catalisis heterogénea, donde una enzima soluble actla sobre un sustrato insoluble, generalmente particulado.
Los rendimientos de pectina extraida por via enzimatica son variables y dependen del sustrato y tipo de
enzima empleados.

Se han realizado diversos estudios de extraccion de pectina por via enzimatica. Contreras-Esquivel y col.,
(2006) extrajeron pectina de pomaza de limén utilizando una endo-PGasa de Aspergillus niger y obtuvieron
un rendimiento de 17,6% (g pectina/100 g de pomaza seca), siendo las condiciones de extraccion 37°C, pH

4,5, tiempo 12 h y relacién enzima sustrato de 1,6 pg proteina/g sustrato. Otro estudio utilizé Protopectinasa-
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SE, enzima producida por un hongo levaduriforme (Geotrichum klebahnii) y albedo de limén y protopectina
como sustratos. Bajo condiciones Optimas de reaccion se obtuvieron rendimientos de 28 y 37% (g de
pectina/100 g de tejido base seca) a partir de albedo y protopectina, respectivamente. La pectina extraida en
ambos casos presentaba un contenido de grupos urénicos del 60% y un grado de esterificacion de 78%
(Zapata Zapata y col., 2009). El rendimiento de pectina extraida de limoén reportado por Nagai y col., (2000)
fue del 29 % empleando PPasa-AS de A. awamori a pH 2,0 luego de incubar 16 h a 37°C.

Los resultados obtenidos para la extraccién enzimatica fueron similares a aquellos reportados con
anterioridad por Donaghy y McKay (1994), quienes empleando extractos crudos de endo-PG de
Kluveromyces fragilis lograron solubilizar pectina de cascara de limdn con un rendimiento de 18% luego de
24 h a 25°C. Sakamoto y col., (1994) extrajeron pectina de limén usando rhamnogalacturonasa de Trametes
sanguinea y reportaron un rendimiento mucho menor del 10,9%. Contreras-Esquivel y col., (1999),
utilizando extractos crudos de endo-PG de Aspergillus kawachii extrajeron pectina de similar sustrato con
rendimientos de 17,4 %, siendo las condiciones de extraccion de 50°C, pH 3,5 y tiempo 2 h. Correa y col.,
(1999) obtuvieron pectinas de bajo metoxilo mediante extraccion enzimatica y al comparar con geles de
pectina obtenidos por via quimica, encontraron que los geles obtenidos por via enzimatica eran mas
resistentes.

1.3.5. Extraccion de almidon

El almidén es un polimero que sirve como almacén de nutrientes en las plantas. No s6lo es una importante
reserva para las plantas sino también en los seres humanos, con una alta importancia energética,
proporcionando gran parte de la energia diaria necesaria a través del consumo de los alimentos.

El almidon es uno de los principales componentes de muchas raices entre ellas de la mandioca, el mismo que
se obtiene separando los granulos de almidon del resto de las materias contenidas en la raiz. Los granulos de
almidon se encuentran en el interior de las células conjuntamente con la proteina, las grasas y los
carbohidratos solubles entre otros, los mismos pueden ser aislados por un proceso de extraccion y posterior
purificacion.

El proceso tradicional de extraccion del almidon de yuca consiste fundamentalmente en romper las paredes
celulares para liberar los granulos de almidén mediante un rallado, seguido de la adicion de agua y filtracion,
lo que permite la separacion de las particulas de almidén suspendidas en el medio liquido de aquellas que
son relativamente méas grandes, como los componentes de la fibra, posteriormente se elimina el agua y se
lava el material sedimentado para eliminar las Ultimas fracciones diferentes del almidén para finalmente
someter al almidén purificado a un secado (Alarcon y Dufour, 1998).

Hasta el momento se encontraron pocos reportes sobre el uso de enzimas para la liberacién de almidén por
via enzimética (Dzogbefia y col., 2008; Sit y col., 2015). A través del uso de enzimas pécticas se puede
lograr la degradacion completa de la pared celular, dando lugar a la lisis y la consiguiente liberacion del

almiddn (Berlanga-Malacara y col. 2005).
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I.4. PRODUCCION DE ENZIMAS PECTICAS

1.4.1. Seleccion de la cepa productora

El campo de aplicacion de las enzimas pécticas se encuentra expandiéndose, lo que demanda seguir
descubriendo nuevas cepas productoras de pectinasas con propiedades diferentes de las existentes en el
mercado (Nighojkar, 2006; Tari y col., 2007).

Una seria restriccion en la busqueda de nuevas cepas productoras de enzimas pécticas es el hecho de que
pocos microorganismos tienen la aprobacién oficial para su uso en la industria alimenticia. Los organismos
adecuados para ser usados en la produccion de enzimas deben tener un cierto nimero de propiedades, entre
las que se incluye la facilidad y rapidez de crecimiento en fermentadores grandes con nutrientes sencillos y
relativamente baratos. Ademas, se debe obtener un alto rendimiento de la enzima, de forma que sea facil
aislarla, purificarla y concentrarla, sin que se produzca la formacién concomitante de metabolitos téxicos. El
organismo debe tener caracteristicas fisioldgicas estables y ser facilmente aceptado por las autoridades
encargadas de controlar los alimentos y los farmacos.

Aungue muchos estudios se han hecho con enzimas pécticas de diferentes fuentes, las enzimas pécticas
comerciales, utilizadas en las industrias alimenticias, se producen a partir de hongos principalmente del
género Aspergillus. Los hongos son buenos productores de enzimas pécticas, cuyo pH 6ptimo se encuentra
cerca del pH de muchas frutas el cual esta entre 3,0 y 5,5 (Mukherjee & Majumdar, 1971; Soares y col.,
1999; Couri y col., 2000; Zheng & Shetty, 2000; Ortega y col., 2004; Favela-Torres, 2006). Ademas estos
microorganismos son capaces de excretar al medio de cultivo casi el 90 % de las enzimas que producen, lo
cual facilita el proceso de purificacion (downstream processing) (Souza y col., 2003).

El hongo filamentoso A. niger tiene la ventaja de poseer el status GRAS (generalmente aceptado como
seguro), que permite el uso de sus metabolitos, incluyendo sus enzimas extracelulares en las industrias de
alimentos, siendo por lo tanto muy utilizado en diversos procesos fermentativos para la produccion de
enzimas pécticas (Taragano & Pilosof, 1999; Tari y col., 2007). Las preparaciones comerciales de este hongo
contienen una mezcla compleja de diferentes enzimas con actividad pectinolitica, incluyendo PG, PLy PE y
otras enzimas que degradan otros polisacaridos de la pared celular como celulasas y xilanasas (Nagai y col.,
2000; Rogerson, y col., 2000; Singh & Appu Rao, 2002; Hasunuma y col., 2003). Esta variedad de enzimas
les permite crecer sobre materiales pécticos.

Las levaduras en general son capaces de producir un unico tipo de enzimas pécticas las que suelen ser endo-
PG (no presentan actividad PE, capaz de liberar metanol) (Blanco y col., 1999). Las levaduras son
organismos unicelulares por lo que su crecimiento es relativamente simple y ademé&s también son
microorganismos GRAS. Estas enzimas pueden ser producidas a bajo costo, como subproductos durante la
produccion de proteina unicelular (da Silva, 2005). Los primeros autores en describir la produccion de
pectinasas por Saccharomyces fragilis fueron Luh and Phaff (1951). Desde 1980 se han descrito varias
especies de levaduras capaces de producir enzimas pécticas las que pertenecen a los géneros Candida,

Pichia, Saccharomycopsis, Zygosaccharomyces, diversas especies del género Saccharomyces incluyendo S.
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cerevisiae y S. pastorianus, Kluyveromyces marxianus, K. fragilis, K. lactis, Geotrichum lactis (Blanco y
col., 1999).

1.4.2. Factores que influyen en la produccion de enzimas pécticas

Para la produccién de enzimas pécticas es importante, ademas de seleccionar la cepa productora, estudiar los
factores que influyen en su produccién como la composicion del medio de cultivo, el pH del medio, la
temperatura de incubacion, el tiempo de fermentacion, el volumen del indculo y el oxigeno disuelto. Todos
estos factores son criticos en la produccion de enzimas pécticas y varian de acuerdo al tipo de cepa utilizada,
por lo que estos pardmetros deben ser estudiados y especificados para cada cepa de interés (Tari y col.,
2007). Ellos pueden afectar tanto el crecimiento del microorganismo como la produccion de las enzimas y
pueden influir ademas en la estabilidad de las mismas (Malvessi & da Silveira, 2004).

La sintesis de enzimas pécticas esta muy influenciada por los componentes del medio de crecimiento,
especialmente por la fuente de carbono [Diaz y col., 2005]. Estudios relacionados a los aspectos regulatorios
de la produccion de pectinasas mediante hongos filamentosos, informaron que las enzimas fueron inducidas
por pectina o alguno de sus derivados y que la glucosa reprimi6 la sintesis de las mismas (Kilara, 1982;
Maldonado y col., 1989; Solis Pereira y col., 1993; Blanco y col., 1997; Zheng & Shetty, 2000). En general,
el proceso de represion ocurre en presencia de altas concentraciones de glucosa u otros azlcares rapidamente
metabolizables, que promueven una alta velocidad de crecimiento microbiano.

En varias especies de Aspergillus (A. niger, A. tubigiensis, A. flavus, A. aculeatus, etc.), la sintesis de las
enzimas pectoliticas como PG, PE, PL o PAL, fue inducida por pectina, APG y AG y reprimida por glucosa
(De Vries y col., 1982). Maldonado y col. (1989) demostraron que la sintesis de PE y PG mediante una cepa
de A. niger fue inducida por pectina, AG y APG, siendo la pectina el mejor inductor. Esta cepa también
produjo PE y PG en un medio que contenia glucosa como unica FCE, lo que indicé que hubo un cierto nivel
de enzimas constitutivas. Los efectos de diferentes fuentes de carbono sobre la produccién de exo y endo-
pectinasas por A. niger CH4, tanto en medio sélido como liquido, fue informado por Solis Pereira y col.
(1993), quienes concluyeron que altas concentraciones de azucar estimularon la produccién de pectinasas en
cultivo en medio sélido, mientras que en medio liquido esta produccion fue inhibida probablemente por
represion catabdlica. Alafa y col. (1989) demostraron, al estudiar la produccion de PL por P. italicum en un
medio conteniendo distintas concentraciones de pectina, que la misma era una enzima inducible y no
detectaron actividad PL en ausencia de dicho sustrato.

Por el contrario, en la mayoria de las levaduras, la produccién de pectinasas es una capacidad constitutiva
porgue no se requieren pectina, APG o AG para inducir la sintesis de dichas enzimas (Blanco y col., 1999).
Por ejemplo Kluyveromyces marxianus, una levadura aislada de la fermentacién esponténea de la pulpa del
cacao, produjo casi exclusivamente endo-PG, constitutivamente, el agregado de sustancias pécticas no tuvo
efecto sobre el crecimiento o la produccién de PG (Schwan y col., 1994). Sin embargo, la capacidad
pectinolitica de unas pocas especies tales como Cryptococcus albidus, Geotrichum lactis y Kluyveromyces

fragilis han sido descritas como inducibles. A su vez, la PG de Saccharomyces fragilis fue considerada
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parcialmente constitutiva porque la actividad fue mayor al crecer en un medio con glucosa y pectina que
cuando se utilizo solo glucosa (Blanco y col., 1997).

La expresion de ciertos genes que codifican pectinasas u otras enzimas hidroliticas esta controlada por el pH
del medio de cultivo. De este modo, regulando el pH del medio de cultivo es posible modificar la
composicion del pool enzimético liberado al medio, como fue reportado para el caso de las diferentes
pectinasas producidas por A. foetidus (Cavalitto y col., 1996).

Los organismos productores de enzimas pécticas son eminentemente aerobios, por lo que la provisién de
oxigeno, en condiciones asépticas, durante la fermentacion es fundamental (Channe & Shewal, 1995;
Cavalito y col., 1996).

1.4.3. Residuos industriales para la formulacion del medio de cultivo

Teniendo en cuenta que el costo del medio de fermentacion es uno de los factores determinantes en la
produccién de enzimas pécticas, es importante formular medios de cultivos de bajo costo y que al mismo
tiempo provean los requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento adecuado del
microorganismo Yy la produccién de las enzimas extracelulares (Maldonado & Navarro, 1995; Laxman y col.,
2005). El disefio de medios de cultivos de bajo costo ha sido de interés para la mayoria de los investigadores,
especialmente cuando falta informacion sobre los requerimientos nutricionales del microorganismo en
estudio (Tari y col., 2007).

En muchos casos, la biotecnologia encuentra en los residuos agroindustriales materias primas de bajo costo
que hacen factibles, desde el punto de vista econémico, procesos que de otra manera no lo serian. Existen
residuos provenientes del procesamiento de alimentos vegetales, tales como pomaza de limén, naranja y
manzana, que contienen, ademas de celulosa y hemicelulosa, apreciables cantidades de pectina y otros
azucares (glucosa, ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa, etc.) (Bonniny col., 2001). Estos residuos
pueden ser utilizados como fuente de sustancias pécticas y asi disminuir los costos del medio de cultivo
(Zheng & Shetty, 2000; Hellin y col., 2001; Costa, 2007).

Couri y col. (2000), utilizaron cascaras de mango como materia prima para el crecimiento en medio sélido de
A. niger y la produccién de PG. Numerosas investigaciones se realizaron utilizando residuos de las industrias
de frutas citricas en la produccion de enzimas pécticas. Hara y col. (1982) emplearon céscara deshidratada de
mandarina en procesos de fermentacién en medio liquido por A. niger y encontraron que la efectividad de la
cascara de mandarina para la produccion de PG fue similar a la obtenida en medios suplementados con
pectina. Hellin y col. (2001) utilizaron cascaras de limén como Unica fuente de carbono para el crecimiento y
produccién de PG en cultivos liquidos de Rhyzopus nigricans. En la Tabla 1.4 se muestra la composicién
quimica de residuos vegetales potencialmente utilizables como fuente de sustancias pécticas en procesos de

produccion de pectinasas.

Tabla 1.4: Composicion quimica de diversos materiales vegetales

Descripcion Pomaza de Pomaza de Pulpa de Receptaculo de
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limén mango remolacha girasol

Azlcares (mg/g)

Ramnosa 6 5 7 5
Fucosa 3 2 1 0,5
Arabinosa 74 60 159 16
Xilosa 25 17 13 49
Manosa 22 27 12 28
Galactosa 50 44 44 11
Glucosa 180 165 170 274
A. galacturénico 296 216 189 111
Proteinas:

N x 6,25 (%) 6,7 4,2 7,1 6,7
Humedad (%) 8,2 8,3 6,6 7,1
Relacion C/N 24 32 21 15

(Contreras Esquivel, 2003).

1.4.4. Fermentacion, recuperacion y purificacion de enzimas pécticas

La produccién de una enzima por los métodos de la biotecnologia clasica incluye dos etapas secuenciales: la
de fermentacion, en la que se multiplica el microorganismo productor de la enzima y luego la de
recuperacién y purificacion, en la que se aisla la enzima y se la lleva al grado de pureza adecuado para su
uso.

Las pectinasas pueden ser producidas ya sea en fermentacion en sistema sumergido o en sustrato solido. El
primero permite un mayor control de las condiciones de crecimiento que la fermentacion en medio sélido
(Maldonado y col., 1996; Nair & Panda, 1997; Costa, 2007).

El proceso de produccion se realiza en aerobiosis, a una temperatura y pH que dependen del microorganismo
seleccionado y de la enzima que se desea obtener (Solis Pereira y col., 1993; Cavalitto y col., 1996; Costa y
col., 2007).

Las enzimas microbianas extracelulares, producidas mediante fermentacion en cultivo sumergido, se
recuperan separando el liquido que contiene la enzima de las células por filtracion o centrifugacion. En el
caso de fermentacion en cultivos en medio sélido, se debe agregar agua (o buffer) a la masa semisélida
obtenida luego de la fermentacién, se prensa la matriz sélida para obtener un extracto enzimatico y se
continda con una serie de operaciones similares a las aplicadas en el caso de fermentacién en medio liquido.
El sobrenadante o filtrado que contiene la enzima, se concentra y se comercializa como una preparacion
enzimatica liquida normalizada que contiene conservantes y/o estabilizantes o se precipita, con solventes
organicos o sales inorganicas, se seca y se muele con el objeto de obtener la enzima en forma de polvo o de
granulos, se mezcla con estabilizadores y es estandarizado con ingredientes inertes (dextrosa, lactosa,

sacarosa, almidén, gelatina, glucosa, tierra diatomea), empaquetado y almacenado. En el caso de enzimas
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pécticas producidas por hongos filamentosos, el filtrado contiene una mezcla de enzimas pectinoliticas, otros
productos metabolicos y restos de nutrientes no asimilados. Para uso como clarificante de jugos no se
requiere la separacion de cada una de las enzimas.

En algunas aplicaciones, como por ejemplo durante el procesamiento de ciertos alimentos, se requiere que la
enzima de interés este en estado puro, a los efectos de garantizar la calidad del producto final y evitar los
cambios de color y aroma debido a la presencia de enzimas contaminantes en el preparado o cuando se
necesita garantizar la ausencia de otros componentes toxicos. Por ejemplo, algunos hongos pueden producir,
en determinadas condiciones de crecimiento, micotoxinas, gue son muy venenosas o carcinogénicas, como
por ejemplo la aflatoxina producida por el hongo A. flavus.

Un viejo axioma biotecnoldgico sostiene que nunca se debe purificar un compuesto mas de lo necesario,
pues aumentaria el costo del producto final, con la consiguiente desventaja en el mercado. En general, las
enzimas utilizadas en la industria alimentaria no necesitan una purificacién extrema comparada con la

requerida por algunas de uso terapéutico.

1.5. SISTEMAS DE CULTIVOS TIPO BATCH Y BATCH ALIMENTADO

La fermentacion en medio liquido para la produccion de enzimas, se puede llevar a cabo en sistemas tipo
batch, batch alimentado (BA) o cultivo continuo. El cultivo continuo no es muy recurrido para la produccion
ya que gran nimero de generaciones que transcurren en el mismo hace que sea proclive a la contaminacion y
a la aparicion de mutaciones espontaneas con el consiguiente cambio en la cepa de produccién. Los procesos
batch son simples y robustos pero el hecho de que los microorganismos crezcan a velocidades especificas
maximas (un) durante buena parte del cultivo, hace que el consumo de oxigeno sea alto cuando la
concentracion celular deseada es alta, tal como ocurre en los procesos en los cuales el producto a obtener esta
asociado al crecimiento celular. La transferencia de oxigeno de la fase gaseosa a la fase liquida representa
generalmente un reto en los cultivos microbianos. Ademas, la Unica forma de obtener una alta concentracion
de biomasa es a partir de un medio con una alta concentracién de sustrato, hecho que puede generar
problemas de inhibicién y/o alteraciones en el medio de cultivo durante el proceso de esterilizacion. Ademas
algunos microorganismos presentan metabolismo de sobreflujo en el cual, cuando crece a velocidades
especificas elevadas, posee un metabolismo respirofermentativo en el que genera producto (etanol) a pesar
de poseer suficiente cantidad de oxigeno. Las altas velocidades de crecimiento inducen el efecto Crabtree.
Para subsanar estos inconvenientes se elige generalmente el sistema de cultivo en BA, ya que la alimentacién
restricta de glucosa permite que las células crezcan a una alta densidad con metabolismo respiratorio
manteniendo una baja velocidad especifica de crecimiento (Ertola y col., 1994; Gummadi & Kumar, 2008).
1.5.1. Estequiometria y cinética del crecimiento microbiano

A pesar de su complejidad y de que existen miles de reacciones intracelulares, el crecimiento microbiano

puede describirse como si fuese una reaccién quimica comun.
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El medio de cultivo debe contener bésicamente, una fuente de carbono y energia (FCE), una fuente de
nitrogeno (FN), sales (PO4-, SO, , etc.), microelementos (Cu, Zn, Mn, Mo, etc.), pueden haber también
factores de crecimiento (vitaminas). Si pensamos al cultivo como si fuese una reaccion quimica, estos seran
los reactivos y las células, CO,, algiin otro compuesto que se forme durante el proceso seran los productos de
la reaccion.

Teniendo en cuenta Unicamente aquellos compuestos del medio de cultivo que se encuentran en mayor
cantidad y se consumen en forma significativa, el crecimiento aerobio de las células puede describirse en
base al denominado modelo de “caja negra”. En este modelo se considera que la célula es un compartimiento
abierto que recibe un flujo de FCE, uno de FN y uno de O, y del cual salen flujos de biomasa, CO,, H,0,
algun producto (si lo hubiera) y energia (como calor). En este modelo no se hace ninguna suposicién sobre el
metabolismo celular (Ertola y col., 1994; Cavalitto, 2003).

En la Figura 1.9 se observa un esquema del modelo utilizado.

FCE > Biomasa
CO,
FN
Producto
OZ Hzo

Figura 1.7: Esquema del crecimiento celular segin el modelo de caja negra.

En base a este modelo se puede plantear la ecuacién de crecimiento microbiano de la siguiente manera:
FCE+ FN + 0O, — biomasa+ productos+CQO, + H,0

A fin de facilitar los calculos debido a la complejidad de los compuestos involucrados (especialmente la
biomasa), se define una cantidad determinada de cada sustancia denominada carbono-mol (c-mol) como la
cantidad de cualquier compuesto carbonado que contiene 12 g de carbono.

Analizando la composicion elemental de una gran cantidad de microorganismos, tanto eucariotas como
procariotas, se ha encontrado que existe una regularidad en su "férmula minima". Se puede definir un
microorganismo estandar o promedio como aquel que posee la siguiente composicién expresada en c-mol:
CH;,8005No 2, siendo estos componentes el 95 % en masa del microorganismo (el 5 % restante son sales). El
peso molecular de un c-mol de biomasa seré de 25,8 g.

De esta manera el crecimiento microbiano en medio sintético, puede ser representado mediante la siguiente
ecuacion estequiomeétrica, referida a un c-mol de FCE:

CHa_‘LoblNcl +a NH3 + b O2 - yx/sCHl,SOO,SNO,Z + yp/sCHaZObZNCZ + yCOZ/SCOZ +WHZO+q (eCll)

Los correspondientes coeficientes estequiométricos son:

a: moles de nitrégeno consumido/c-mol de FCE.
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b: moles totales de O, consumido/c-mol de FCE.

Yys. C-mol de biomasa /c-mol de FCE.

Ypis: c-mol de producto/c-mol de FCE.

Yeos: Moles totales de CO, producidos/c-mol de FCE.

Para calcular los coeficientes estequiométricos de la ecuacion de crecimiento se deben medir todas las
variables del cultivo: biomasa, FCE, velocidad de consumo de O, y de produccion de CO, y concentracion
de producto (si lo hubiera).

Los coeficientes estequiometricos Yys € Yys corresponden al valor del rendimiento de biomasa y producto
(expresado en c-mol), respectivamente. El coeficiente “a” puede ser calculado de un balance de nitrégeno. La
cantidad total de O, consumido y CO, producido durante el cultivo se calculan como la integral de las

correspondientes velocidades en funcion del tiempo:

O, total consumidO:ff o, dt  (ec.1.2)

CO, total producido:ff oo, - t (ec. 1.3)

Midiendo la composicién de los gases a la salida del reactor y mediante balances de materia en fase gaseosa
y liguida se pueden obtener las ecuaciones que permiten medir las velocidades de consumo de O, (ro2) ¥
produccién de CO, (rco,) en el transcurso del cultivo (Anexo).

Balance de carbono y nitrégeno:

El crecimiento de las células obedece a la ley de conservacion de la materia. Todos los atomos de carbono,
hidrégeno, oxigeno, nitroégeno y otros elementos consumidos durante el crecimiento se incorporan a las
nuevas células o se eliminan como productos.

Aplicando balance de carbono a la ec. 1.1, se obtiene:
1=y, +Yors T Yoo, s (ec.1.4)
Aplicando balance de nitrogeno a la ec. 1.1, se obtiene:
a=Y, 02+y,,-C, (ec.1.5)
Si la FN fuese urea (NH,),CO en lugar de amonio los respectivos balances de carbono y nitrégeno serian:

Balance decarbono: 1+a =y, + Y,/ + Yeo,/s (ec.1.6)

Balance de nitrogeno : 2a=0,2-Y,, +C, - Y,/s (ec. L.7)

Balance de electrones:

De un balance similar al anterior pero para los electrones surge que, en un cultivo aerobio, todos los
electrones disponibles de la FCE deben repartirse entre el O,, la biomasa y los productos (si los hubiera).
Para cuantificar la cantidad de electrones disponibles de una sustancia se define un parametro llamado grado
de reduccion (y). Este parametro es igual a la cantidad de electrones que una sustancia puede entregar

durante su combustion hasta un nivel de referencia dado, usualmente CO,, H,O y NHjs, los que se toman
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como estado de referencia y como tal tienen un valor de y igual a 0 ya que no tienen electrones disponibles.
Mediante el uso de balances elementales se demuestra formalmente que para un c-mol de cualquier sustancia

genérica CH,O,N, el valor de y (para la referencia antes mencionada) viene dado por:
yNe=4.n=4+a-2-b-3-¢c (ec.l.8)
Aplicando el balance de electrones a la ecuacion de crecimiento microbiano (ec.l.1) y utilizando amoniaco

como fuente de nitrégeno se obtiene:

Vst Vs =4 D=0 Vs 70 Yoix
Siendo:
¥s = grado de reduccion del sustrato
v« = grado de reduccion de la biomasa
Y = grado de reduccion del producto

Si Y™ = 0 (porque lo tomamos como nivel de referencia), reordenando y dividiendo por vy, se obtiene:

yx,s~ﬁ+yp,s~ﬁ+4—'b=1 (ec.1.9)
Vs s s

En cuanto al balance de grado de reduccidn, no se ve alterado si se utiliza como nivel de referencia para el
nitrégeno a la urea.

Mediante las ecuaciones de balance de carbono y grado de reduccion se puede comprobar la consistencia de
los datos experimentales y verificar si las determinaciones han sido correctas. En un cultivo microbiano,
tanto el balance de carbono como el de grado de reduccidn tienen que dar 1 (0 1 + a, para el balance de
carbono con urea como fuente de nitrégeno).

1.5.2. Balances de materia en un biorreactor

Para un componente cualquiera del cultivo, incluida la biomasa, se puede plantear el siguiente balance de

materia en el biorreactor:
velocidad B Veloc. Veloc. N Veloc. Veloc.
acumulacion ] | Entrada Salida Form. Cons.
=F-C,-F,-C,+V-r,-V-r, (ec.1.10)

d(C,)
dt

Siendo:
V: volumen del cultivo.
Fi: caudal de alimentacion.
F,: caudal de salida.
Ci1: concentracion del componente i en la alimentacion.
Ci: concentracion componente i a la salida (hipotesis mezclado perfecto: Cjp=C;).

Isi, fei: Velocidades de formacion y consumo del componente i, respectivamente.

29



Cultivo batch:
Considerando que en un cultivo batch los caudales de entrada (F;) y salida (F;) son nulos y por lo tanto V se
mantiene constante en el tiempo.
Aplicando el balance a la biomasa, la ec. 1.10 se reduce a:
r, =C:j—>t(:,u- X (ec.l.11)

Siendo:

dX . - . )

E: velocidad de crecimiento microbiano (g/l.h).

u: velocidad especifica de crecimiento (tiempo™).
X: biomasa (gy/1).
Introduciendo la ec de Monod en la ec. .11, se obtiene:

podX_ S
*“dt "k +s

S

-X (ec.1.12)

Siendo:
S: concentracion de sustrato limitante (g/1).
Mm: velocidad especifica de crecimiento maxima.
ks: constante de saturacion, da una idea de la afinidad del microorganismo por el sustrato (a menor ks,
mayor afinidad).
Al principio del cultivo batch, todos los nutrientes son saturantes, ain el sustrato limitante (s >> ks) y el
microorganismo crecera a p, maximo y constante, entonces la ec. 1.12 se reduce a la siguiente ecuacion:
rxz(::j—)fzym% (ec.1.13)

Integrando se obtiene:
In X —In X, =g, -t (ec.1.14)

Esta fase se denomina fase crecimiento logaritmico porque si se grafica el logaritmo de la concentracion de
células (x) frente al tiempo se obtiene una linea recta cuya pendiente es U, y ordenada al origen es In X.

Por lo tanto durante la fase logaritmica, la velocidad de crecimiento (r,) puede describirse por una ecuacién
de primer orden, considerando que en esta fase el sustrato limitante estd en exceso y la velocidad especifica
de crecimiento es constante y maxima en las condiciones que se opera. Esta fase continua hasta que se agota
un componente del medio (sustrato limitante) o se acumulan sustancias toxicas y el cultivo entra asi en la
fase estacionaria de crecimiento.

Cultivo batch alimentado:

El término cultivo batch alimentado (BA) se refiere a un cultivo batch al cual se alimenta continuamente con
medio de cultivo fresco o con alguno de sus componentes. Si el nutriente que se alimenta es el limitante del

crecimiento, esta técnica permite controlar la velocidad de crecimiento (w) del microorganismo (Fig. 1.10)
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Figura 1.8: Esquema de un cultivo batch alimentado

Considerando que en un cultivo BA el caudal de salida es nulo y por lo tanto V varia con el tiempo, la ec.
1.10 se reduce a:
d(vC
ave) F-C,+V-r,-V-r; (ec.l.15)
dt
Para comenzar un cultivo BA se deben tener células en el reactor, por lo tanto primero se debe hacer un
cultivo batch y cuando las células entran en fase estacionaria se empieza a alimentar.
A partir de la ec. 1.15, haciendo balance para sustrato se obtiene:
dv-S
% =F-S;-V.y  (ec.1.16)

Recordando que el consumo de sustrato viene dado por la ec. de Pirt (Pirt, 1975):

r. = " +m, - X (ec.1.17)

S ’
x/s

Asumiendo que el mantenimiento celular (ms) es despreciable y reemplazando en la ec. 1.16, se obtiene:
%zF-SR—% (ec.1.18)

Considerando que en el sistema BA, en todo momento la concentracion de sustrato limitante es despreciable

(S =0), laec. 1.18 se transforma en:

Vou-X

F-S
" YX/S

(ec.1.19)

Siendo:

X: concentracion de biomasa (g/l).
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Y. factor de rendimiento de biomasa (g./gs).
Sr: concentracion de la FCE en el medio de alimentacion (g/l).
F: flujo de alimentacion (I/h).
V: volumen de medio (I).
i: velocidad especifica de crecimiento microbiano (h™).
Para iniciar un cultivo BA y evitar que se acumule sustrato, a partir de la ec. 1.19, se debera cumplir la
siguiente condicién:
Ho Vo - Xy

XIS

F-S; < (ec.1.20)

La ec. 1.20 asegura gue no se acumulara sustrato en el reactor porque se le esta dando al cultivo, menos de su
capacidad de consumo. Despejando F se obtiene el caudal de alimentacion:
V- X
F=to% %o (g1.20)
YX/S " OR
Los valores de V, y X, corresponden a los valores finales del cultivo batch, el valor de o se lo elige a
voluntad siempre que sea menor a p,,. Queda por calcular el valor de Sg. A partir de la ec, 1.15, haciendo
balance para biomasa se obtiene:
d(VX
%:V r=V.-u-X (ec.1.22)

Combinando las ec. 1.19 y 1.22 se obtiene:
F-Sg-Yys =% (ec.1.23)

Integrando la ec. 1.23, para las condiciones iniciales y finales del cultivo BA, se obtiene la ecuacion de una
linea recta que indica como se acumula la biomasa con el tiempo en el transcurso del cultivo:
Xi Ve =Xy Vo+Y,, - F-S;-t (ec.1.24)

Siendo:

Xo: concentracién inicial de biomasa en el cultivo BA que corresponde a la concentracion final del
cultivo en la etapa batch.

Xs. concentracion de biomasa al final del proceso de alimentacion.

Vo: volumen del medio de cultivo al inicio del proceso de alimentacion (corresponde al volumen de
trabajo en la etapa batch).

V+. volumen del medio de cultivo al final del proceso de alimentacion.

En el cultivo BA a caudal constante, se obtiene:
V, -V, =F -t

Reemplazando en la ec.1.24 y despejando Sr se obtiene:
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_ Xf 'Vf _Xo'Vo
Yx/s ’ (Vf _VO)

Ecuacion que permite calcular la concentracién de sustrato limitante en el reservorio.

Sq (ec.1.25)

Las ecuaciones 1.21 y 1.25 son denominadas ecuaciones de disefio de un sistema de cultivo BA.
Para saber como varia p en el transcurso del proceso BA, desde el valor de o (Seleccionado arbitrariamente),

se despeja p de la ec. 1.22:
I (\2) (ec.1.26)

AEXV T dt
Introduciendo la ec. 1.23 y la ec. 1.24 en la 1.26, se obtiene:
Yx/s F- SR

7, (ec.1.28)

"X,V +Y,. FS, -t

Es decir que p, disminuye con el tiempo durante el transcurso del cultivo.

1.6. OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo de tesis es estudiar procesos biotecnoldgicos para la extraccion de
polisacéridos (pectina y almidén), mediante tecnologias innovadoras de extraccion por via enzimatica,

utilizando extractos con elevada actividad poligalacturonasa producidos por Wickerhamomyces anomalus.
1.7. OBJETIVOS PARTICULARES

e  Optimizar la produccion de la enzima poligalacturonasa por Wickerhamomyces anomalus en medios
de cultivos de bajo costo, a escala frascos agitados y posteriormente a escala biorreactor.

e Desarrollar diferentes estrategias para la extraccion por via enzimatica de pectina y almidon,
utilizando los extractos enziméticos de W. anomalus.

e Evaluar diferentes factores que influyen en los procesos de extraccion.

e Evaluar los rendimientos de extraccion en las condiciones Optimas seleccionadas.

e Caracterizar los polisacaridos obtenidos desde el punto de vista quimico y funcional.
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CAPITULO II: OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION
DE UNA POLIGALACTURONASA POR WICKERHAMOMYCES ANOMALUS

RESUMEN

El objetivo de la presente etapa fue producir una poliglacturonasa por Wickerhanomyces anomalus, en un
medio de cultivo simple de preparar y de bajo costo, mediante los sistemas de cultivo batch y batch
alimentado.

El efecto de varios nutrientes sobre la produccidn de la enzima poliglacturonasa (PGasa) por

W. anomalus, se evalud a escala frascos agitados, a partir de un medio de fermentacién de referencia,
utilizando el método de un factor por vez, el disefio de Plackett-Burman (PB) y la metodologia de superficie
de respuesta (MSR). ElI medio de fermentacion optimizado se utilizd para evaluar el crecimiento de la
levadura y la produccion de la PGasa, por medio de cultivos batch y batch alimentado, a escala biorreactor
de laboratorio.

La actividad PGasa obtenida en el medio de referencia fue de ~ 20 UE/mL. La ausencia de elementos trazas
en el medio de cultivo tuvo un efecto represivo sobre la sintesis de enzimas. La adicion de extracto de
levadura, en lugar de vitaminas y aminoacidos, en el medio de cultivo, mejor6 la produccién de la enzima. El
disefio de Plackett-Burman determind que solo la pectina citrica comercial y el extracto de levadura tuvieron
un efecto significativo y positivo en la produccion de PGasa. El disefio de Doehlert determiné una méaxima
produccién de PGasa al agregar 6,0 y 0,8 g/L de pectina y extracto de levadura, respectivamente, en el medio
de cultivo. EI medio de fermentacidén optimizado incluy6é glucosa, pectina de citrus, urea, extracto de
levadura y sales. En este medio, la sintesis de PGase alcanzé ~25 UE/mL y ~49 UE/mL, en cultivos batch y
batch alimentado, respectivamente, a escala biorreactor de laboratorio.

En esta etapa, se logro obtener un extracto enzimatico con alta actividad PGasa de W. anomalus, en un medio
de cultivo de simple preparacion, mediante sistemas batch y batch alimentado, apropiado para su uso futuro

en la extraccion enzimatica de polisacaridos de interés regional.

Palabras claves: poligalacturonasa, Wickerhamomyces anomalus, optimizacidn, produccién enzimatica.
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11.1. INTRODUCCION

Las enzimas pecticas o pectinasas son las responsables de la degradacion de las sustancias pécticas presentes
en la laminilla media y en la pared celular primaria de las plantas superiores. Segiin su modo de accion se
clasifican en: poligalacturonasa (PGasa), pectinesterase (PE), pectinliasa (PL) y pectatoliasa (PAL). Estas
enzimas juegan un importante rol en la industria de alimentos, principalmente en la maceracion de tejidos
vegetales y en la clarificacion de jugos de frutas y vinos, (Jayani y col., 2005, Tari y col. 2007; Rehman, H.
U.ycol., 2012).

Las enzimas pécticas son producidas por una gran variedad de microorganismos como hongos filamentosos,
levaduras y bacterias (Souza y col., 2003, Anuradha y col., 2014). Las levaduras presentan una fuente
alternativa para la produccion a gran escala de enzimas comerciales. Las levaduras son organismos
unicelulares por lo que su crecimiento es relativamente simple y facil de cambiar de escala y a muchas de
ellas se las considera como microorganismos GRAS (da Silva y col. 2005).

Teniendo en cuenta que el costo de los medios de fermentacion es uno de los factores determinantes en la
produccién de enzimas microbianas, es importante formular medios de cultivos con el menor costo posible y
gue al mismo tiempo provean los requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento adecuado del
microorganismo y la produccién enzimatica (Nighojkar y col. 2006).

El estudio de la formulacion de medios de cultivos para el crecimiento de los microorganismos, ha sido
objeto de estudio de numerosos trabajos tendientes a disminuir los costos de produccion del metabolito de
interés, especialmente cuando no se tiene conocimiento de los requerimientos nutricionales de la cepa en
estudio. Los medios de cultivos definidos son convenientes porque brindan no solo reproducibilidad al
sistema, sino también pureza para las proteinas que son secretadas al medio.

En general la produccién de enzimas ha sido tradicionalmente optimizada por la estrategia de modificar una
variable por vez, mientras se mantienen las otras a un nivel constante. Esta estrategia es laboriosa y consume
tiempo, especialmente para un gran nidmero de variables y no considera la interaccion entre factores. Un
procedimiento mas eficiente es el uso de métodos estadisticos. Para la evaluacion de mas de cinco factores,
se recomienda el disefio Plackett-Burman. (Sharma y Satynarayana, 2006). El disefio de Plackett-Burman
(PB) es un disefio factorial fraccionario, que permite discernir que variables influyen sobre el resultado
experimental pero no permite estudiar la existencia de interacciones entre ellas. Es de gran utilidad para
estudios preliminares en donde se debe investigar gran nimero de variables y en los cuales la utilizacion de
un modelo factorial completo se hace impracticable debido a la gran cantidad de ensayos requeridos. Este
tipo de experimento deja de lado las interacciones entre variables en aras de la sencillez. Segun el disefio de
PB, el nimero de experiencias debe ser maltiplo de cuatro. La metodologia de Superficie de Respuesta
permite examinar la variacion de todos los componentes simultaneamente y permite estimar las interacciones
entre las variables. Sin embargo, esta metodologia es Gtil para un pequefio nimero de variables, pero inviable
para un mayor nimero de factores debido al elevado nimero de experiencias que se requieren realizar. Para

evaluar mas de cinco factores, se recomienda realizar previamente un screening mediante el disefio PB.
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La produccion de la enzima se puede realizar mediante cultivo batch, batch alimentado o continuo. El cultivo
batch alimentado, tiene la ventaja de permitir el control de la velocidad especifica de crecimiento microbiano
(1), manteniendo en todo momento en el biorreactor, condiciones de sustrato limitante y por lo tanto permite
una mayor produccion de biomasa, caracteristicas importantes en la expresion de PGasa, si la enzima esta
asociada al crecimiento.

Wickerhamomyces anomalus, re-clasificacion de la especie Pichia anomala (Kurtzman y col. 2008), es una
levadura autoctona aislada a partir de frutas citricas, en la Provincia de Misiones, Argentina. Esta levadura,
al crecer en un medio de cultivo sintético compuesto por glucosa, pectina de citrus, sales, elementos traza,
vitaminas y aminoacidos, produce en forma asociada al crecimiento, una enzima con actividad
poligalacturonasa (PGasa). Esta enzima es de gran importancia industrial ya que posee actividad PPasa o
capacidad macerante de tejidos vegetales.

La presente etapa de este trabajo de tesis tuvo como objetivo estudiar el efecto que ciertos nutrientes del
medio de cultivo ejercen sobre la expresion de la enzima poligalacturonasa de W. anomaus, en un medio de
cultivo sintético y mediante cultivo batch. Con el prop6sito de aumentar la produccién de la enzima, se

estudid posteriormente un sistema batch alimentado.
11.2. MATERIALES Y METODOS

11.2.1. Microorganismo, mantenimiento y conservacion

Se utiliz6 una levadura autéctona de la Provincia de Misiones, Argentina, aislada a partir de céascaras de
frutas citricas en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Biotecnologia “Dr. Fernando O. Benassi”,
de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales, UNaM. Esta levadura fue identificada por
métodos moleculares como Wickerhamomyces anomalus en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Centro Regional Mendoza, San Juan (Martos y col., 2013a). La cepa fue mantenida
en estrias de un medio de mantenimiento, a 5 °C, hasta 2 meses y conservada por liofilizacion.

Para la conservacion por liofilizacion, se realizd una suspension de células, a partir de estrias jovenes (24 h)
de la levadura, en una solucidn crioprotectora de leche descremada (Nestlé) al 10 % (p/v) e inositol trifosfato
(Anedra) al 5 % (p/v). La suspension fue congelada a — 80 °C y posteriormente liofilizada. Al final del
proceso, las ampollas con el liofilizado fueron selladas y conservadas a 5 °C. Cuando fue necesario, una
ampolla que contenia la levadura fue recuperada luego de re-hidratacién con agua estéril, seguida de cultivo
en estrias de medio de mantenimiento.

11.2.2. Medios de cultivo

a) Medio de mantenimiento (Yeast Medium - g/L): extracto de levadura (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo,
USA), 5; Triptona (Difco-Becton Dickinson & Co.,Sparks, MD, USA), 5; Glucosa (Britania, Buenos Aires,
Argentina), 10; Agar (Britania), 15; pH 5,0.

b) Medio de fermentacién y de referencia (medio FR) (g/L): glucosa (Britania), 10; pectina de citrus
(Parafarm, Buenos Aires, Argentina), 5; (NH4),SO,, 3; KH,PO,, 1; MgSO,, 0,5; CaCl,, 0,1; solucién de
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vitaminas (1000 x), 1 mL/L; solucién de aminodcidos (100 x), 10 mL/L; solucion de elementos traza
(1000x), 1 mL/L; pH 5,0 (Cavalitto y col., 2000).

Solucién de vitaminas 1000x (Sigma, pg/L): biotina, 2; pantotenato de Ca, 400; &cido félico, 2; inositol,
2000; niacina, 400; acido p-aminobenzoico, 200; piridoxina, 400; riboflavina, 200; tiamina, 400.

Solucién de aminoacidos 100x (Sigma, mg/L): histidina, 10; metionina, 20 y triptofano, 20.

Solucion de elementos traza 1000 x (ug/L): CuSO,*5H,0, 40; FeClsg6 H,O; 200; MnSO,*H,0, 400;
NaMoQO,+*2H,0, 200; ZnSO,+7H,0, 400.

Todos los componentes del medio fueron autoclavados (121°C, 15 min), excepto las vitaminas, que se
esterilizaron por separado a través de un papel de filtro celuldsico de 0,22 pm de didmetro de poro (Sartorius
Stedim Biotech, Alemania).

La pectina citrica fue lavada para eliminar los azlcares y otros excipientes presentes en la pectina comercial.
Los lavados se realizaron con alcohol 70 % v/v en HCI (0,05 N) (Cavalitto y col. 1996).

Antes de su utilizacién, se mezclaron las cantidades correspondientes de cada una de las soluciones en forma
aséptica.

11.2.3. Produccion de la enzima PGasa por W. anomalus

Se inocularon frascos Erlenmeyers de 250 mL que contenian 45 mL del medio FR con 5 mL de una
suspension de un cultivo joven de W. anomalus (24 h) en agua destilada estéril (DOgy = 1,10). Los mismos
se incubaron a 30 °C en una incubadora con agitacion orbital (MRC, TOU-50N 25 mm de excentricidad) a
180 rpm, durante 16 h. Finalizado este tiempo, las células se cosecharon por centrifugacion (2350 x g
durante 10 min), fueron lavadas y resuspendidas en agua destilada estéril (DOsgy = 1,10) y utilizadas como
indculo para el siguiente cultivo. Se realizaron 3 (tres) pasajes sucesivos de 16 h cada uno (precultivos) y se
evalud el crecimiento y la produccion de la enzima en el 4to cultivo. Finalizada la etapa de fermentacién, el
cultivo fue centrifugado, para remover las células de levaduras y el sobrenadante, denominado extracto
enzimético (EE), se mantuvo a — 18 °C hasta su utilizacion como fuente de enzima extracelular. Cuando fue
necesario, las muestras se descongelaron rapidamente en un bafio de agua a 30 °C con agitacién, a los efectos
de acelerar el proceso de modo de minimizar la desnaturalizacién de las proteinas presentes (Martos y col.,
2013a) (Fig. 11.1).




Figura I1.1: Esquema del proceso de produccion de PGasa por W. anomalus a escala frascos agitados.

11.2.4. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la produccion de PGasa por W. anomalus
En esta etapa se evalud el efecto de la temperatura de incubacion, pH y velocidad de agitacion, mediante la
aplicacion de un disefio factorial 23, Luego los factores significativos se optimizaron por la metodologia de

superficie de respuesta.

e Disefio factorial 2°

Las fermentaciones se realizaron variando las siguientes condiciones de cultivo, a dos niveles, alto (+1) y
bajo (-1): temperatura de incubacion (30 a 40°C), pH (4,5 y 6,5) y velocidad de agitacion (150 y 250 rpm),
mediante la aplicacion de un disefio factorial 2°. Las variables codificadas y las respectivas variables reales,
se presentan en la Tabla 11.1. Basado en el disefio factorial, se confeccioné una matriz con 8 experimentos
(Tabla 11.2). Las experiencias se realizaron en un orden aleatorio, con tres repeticiones y los resultados se
presentan como valores medios. El analisis de los datos obtenidos se llevé a cabo con el programa estadistico
Statgraphics Centurién XV (Statgraphics Centurion XV, 2009).

Los cultivos se llevaron a cabo segin se describié anteriormente y se incubaron bajo las condiciones
determinadas segun el disefio experimental planteado, durante 16 h. Se midi6 la actividad PGasa de los

sobrenadantes (Ferreyray col., 2002).
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Tabla 11.1: Valores reales y codificados de los factores segun el disefio factorial 2°

Niveles del factor

Factor Codigo
Alto (+1) Bajo (-1)
Temperatura (°C) A 50 30
pH B 6 3
Agitacion (rpm) C 250 150

Tabla 11.2: Disefio a niveles alto y bajo para cada factor.

tc A B C Exp
1 30 3 150 1
a 50 3 150 2
b 30 6 150 3
ab 50 6 150 4
c 30 3 250 5
ac 50 3 250 6
bc 30 6 250 7
abc 50 6 250 8

A: temperatura (°C); B: pH; C: agitacion (rpm)

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) permite examinar la variacién de todos los componentes
simultdneamente y estimar las interacciones entre las variables. Actualmente, esta técnica ha sido
ampliamente usada por diferentes investigadores para optimizar las condiciones de cultivo para la
produccion de metabolitos microbianos (Diaz y col. 2005; Tari y col. 2007; Gogiis y col. 2015).

Teniendo en cuenta los factores con efecto significativo del disefio factorial anterior, se aplico la MSR para
optimizar las condiciones de cultivo sobre la produccién de PGasa por W. anomalus. Se utilizd el disefio
experimental propuesto por Doehlert, en el cual el nimero de experiencias requeridas esta dado por N = n*2
+n + ny, donde n es el nmero de variables y ng es el nimero de puntos centrales. El valor de ng se fij6 en 3;
por lo tanto, el nimero total de puntos de la matriz de Doehlert fue de 9 (Doehlert, D. H., 1970, Butiuk y
col., 2015). Las repeticiones en el nivel central se realizan con objeto de validar el modelo a los datos
experimentales y determinar el error experimental. Los valores reales de las variables independientes fueron

codificados utilizando la siguiente funcion lineal:
AX
X=Zx—+X,
Siendo
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X: valor real del punto central.
AX: diferencia entre el valor méas alto y el mas bajo de los valores reales.
AZ: diferencia entre el valor més alto y el méas bajo de los valores codificados.

En la Tabla 11.3 se presenta la matriz utilizada en el disefio experimental de Doehlert. EIl orden de los
experimentos se seleccion6 al azar, lo que proporciond proteccidn contra efectos de las variables indeseables.
Las fermentaciones se realizaron segun se describi6é anteriormente. Los experimentos se desarrollaron por
triplicado y los resultados corresponden a los valores medios de las actividades.

Los resultados se analizaron aplicando un programa estadistico Statgraphics Centurion XV. Luego las curvas

de superficie de respuesta se graficaron mediante el paguete de gréficos y visualizacion SigmaPlot 10.0.

Tabla 11.3: Valores codificados y reales utilizados en el disefio experimental de Doehlert.

Experiencia Valores codificados Valores reales
Temperatura pH Temperatura (°C) oH

' ! 0 50 45
2 05 -0,866 45 3
3 05 -0,866 35 3
¢ N 0 30 45
5 05 0,866 35 6
6 05 0,866 45 6
! ° 0 40 45
° ° 0 40 45
? 0 0 40 45

11.2.5. Efecto de los componentes nutricionales sobre la produccién de PGasa por anomalus

e Metodologia de un factor por la vez
Se llevaron a cabo estudios preliminares para evaluar el efecto de algunos componentes del medio FR en la
produccion de PGasa por W. anomalus, utilizando el método de "un factor por vez" (Rehman y col., 2012).
Las fermentaciones se llevaron a cabo como se menciono anteriormente, y las pruebas experimentales en el
medio de cultivo original (medio FR) se consideraron como control.

e Efecto de los elementos traza
Para estudiar el efecto de los elementos traza sobre la expresion de PGasa, se realizaron una serie de cultivos
en medio FR, omitiendo la adicion de un elemento en cada experiencia, lo que permitio evaluar la influencia
de ese Unico nutriente (Ferreyra y col., 2002). Para ello, se prepararon cinco medios de cultivos
denominados MR; a MRs (Tabla 11.4).

Tabla I1.4: Soluciones para los microelementos para los medios MR; a MRs.
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Elemento traza MR MR, MR, MR, MR, MRs

Mo + - + + + +
Fe + + - + + +
Zn + + + - + +
Cu + + + + - +
Mn + + + + + -

Las experiencias se realizaron por duplicado y se tomaron para los calculos valores promedios.

e Seleccion de la fuente de nitrogeno
Se investigo el efecto de fuentes de nitrogeno sencillas en el medio de cultivo sobre la produccion de PGasa.
El medio de FR fue suplementado con urea o sulfato de amonio (alternativamente). Se utilizaron cantidades
equivalentes en nitrégeno (0,64 gn/L) de ambas fuentes. Considerando biomasa estandar (CH; 76005No2), la
demanda estequiométrica de nitrogeno resulta ser del 0,108 gn/gx. Para 5 g,/L de biomasa, se requeriran 0,6
gn/L, suponiendo un rendimiento maximo teérico de 0,5 g,/gs ¥ 10 g/L de la fuente de carbono y energia

(FCE). La composicidn en nitrégeno total de cada una de las fuentes ensayadas se detalla en la Tabla I1.5.

Tabla I11.5: Concentracién de las fuentes de nitrdgeno en el medio de cultivo.

. » Concentracion de
Composicion Concentracion

Fuente de o Nitroégeno en el
o nitrégeno total del compuesto i .
nitrégeno ] medio de cultivo
(% p/p) en el medio (g/L)
(9/L)
Sulfato de amonio 21,2 3 0,636
Urea 45,16 1,408 0,636

El medio FR se prepard segun se mencioné anteriormente. El sulfato de amonio se esterilizé en autoclave 15
min a 121 °C, previo ajuste del pH a 5,0; y la urea por filtracion, utilizando membranas de nitrato de celulosa
de 0,22 um de tamafo de poro (Sartorius).

Las experiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los calculos valores promedios.

o Efecto del extracto de levadura
El extracto de levadura es un reactivo muy utilizado en la preparacion de medios de cultivos
microbiolégicos, debido a que contiene vitaminas esenciales, minerales y aminoacidos que son Utiles para el
crecimiento de los microorganismos y suele ser muy utilizado a nivel industrial para la produccién de
metabolitos. El extracto de levadura es rico en vitaminas especialmente del complejo B, aminoacidos

(alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
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metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano, tirosina, valina) y cationes (calcio, magnesio,
potasio, sodio) (Tesis Cavalitto, 2003).

En la presente etapa del trabajo se investigo el uso de extracto de levadura en reemplazo de las vitaminas y
amino&cidos del medio FR, a fin de obtener un medio de cultivo econémico y més simple de preparar para su
posterior utilizacién a mayor escala.

El medio FR se prepard segin se mencion6 anteriormente pero sin el agregado de vitaminas y aminoéacidos.
El extracto de levadura se esteriliz por separado, en autoclave 15 min a 121 °C, previo ajuste del pH a 5,0.
Se evaluaron distintas concentraciones de extracto de levadura en un rango de 0,1 a 1 g/L, en el medio de
cultivo.

Las experiencias se realizaron por duplicado y se tomaron para los calculos valores promedios.

o Disefios experimentales

e Disefio experimental Plackett-Burman
El disefio de Plackett-Burman (PB) es una herramienta Gtil que permite realizar un screening de una gran
nimero de variables (mayor a 5) que influyen sobre el resultado experimental (Cavalitto y Mignone, 2007;
Shabbiri y col., 2012; Brzozowski, 2014).
En la presente etapa se aplico el disefio PB para analizar el efecto de siete factores nutricionales sobre la
produccién de PGasa por W. anomalus. Los factores nutricionales estudiados fueron: concentracion de
pectina citrica comercial (A), extracto de levadura (B), presencia/ausencia de elementos traza (C),
concentracién de Fe*? (D), Ca™ (E), Mg*? (F) y PO,HK (G). Estos factores se analizaron en dos niveles: alto
(+1) y bajo (-1). Las variables codificadas y las respectivas variables reales, se presentan en la Tabla 11.6. El
rango de los factores evaluados se seleccion6 en base a resultados obtenidos anteriormente al variar un factor
por vez y de referencias bibliograficas. Basado en el disefio PB, se obtuvo la matriz correspondiente.
Para el disefio de PB se utilizé el medio FR sin el agregado de vitaminas y aminoacidos. Las fermentaciones

se realizaron segun se describié anteriormente.

Tabla 11.6: Valores reales y codificados de los factores para disefio Plackett-Burman

Niveles del factor

Factor Caodigo

Alto (+1) Bajo (-1)
Pectina (g/L) A 10 2,5
Extracto de levadura (g/L) B 15 0,1
Elementos traza 1000 x . .
(mL/L)
Fe*? (mg/L) D 0,2 0,1
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Ca* (g/L) E 0,1 0,05
Mg*? (g/L) F 0,5 0,25

K,HPO, (g/L) G 1 0,5

Las experiencias se realizaron en un orden aleatorio, por triplicado y se tomaron para los calculos valores
promedios. El andlisis de los datos obtenidos se llevd a cabo con el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV.

e Metodologia de Superficie de Respuesta: Disefio de Doehlert

El disefio de PB no permite estudiar la existencia de interacciones entre las variables, ni predecir valores
6ptimos (Chen y col., 2009).

Teniendo en cuenta los factores que presentaron efecto significativo sobre la produccién de PGasa mediante
el disefio PB, en la presente etapa se aplicé la metodologia de superficie de respuesta, para encontrar las
concentraciones 6ptimas de duchos factores, utilizando el disefio experimental propuesto por Doehlert, el que
se describid anteriormente. El valor de ng se fijo a 3; por lo tanto, el nimero total de puntos de la matriz de
Doehlert fue de 9. En la Tabla I1.7 se presenta la matriz utilizada en el disefio experimental de Doehlert.

Las curvas de superficie de respuesta se obtuvieron a través del programa estadistico Statgraphics Centurién
XV, software para determinar los niveles 6ptimos de las variables para la produccién maxima de la enzima

PGasa por W. anomalus. Luego se grafic6 mediante el paquete de graficos y visualizacion SigmaPlot 10.0.

Tabla I11.7: Valores codificados y reales utilizados en el disefio experimental de Doehlert

Valores codificados Valores reales
Experiencia Ext. de levadura Pectina Ext. de levadura Pectina

(9/L) (/L) (9/L) (9/L)
1 1 0 15 6,25
2 0,5 -0,866 1,15 10
3 -0,5 -0,866 0,45 10
4 -1 0 0,1 6,25
5 -0,5 0,866 0,45 2,5
6 0,5 0,866 1,15 2,5
7 0 0 0,8 6,25
8 0 0 0,8 6,25
9 0 0 0,8 6,25
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11.2.6. Validacion de los modelos experimentales

Para validar el modelo aplicado, se llevaron a cabo ensayos adicionales para la produccién de PGasa por W.
anomalus a escala frascos agitados que contenian el medio de fermentacion optimizado (FO), previsto por la
superficie de respuesta (Shabbiri y col., 2012; Uzuner y Cekmecelioglu, 2015).

Los cultivos se realizaron en frascos Erlenmeyers de 500 mL conteniendo 90 mL del medio FO, inoculados
con 10 mL de una suspension de células (Absgx=0,96) proveniente de una estria joven (24 h) en medio de
conservacion de la levadura en estudio. Los frascos Erlenmeyers se incubaron bajo las condiciones y medio
de cultivo optimizadas anteriormente, en una incubadora con agitacion orbital (MRC, TOU-50N 25 mm de
excentricidad). Se midio cactividad PGasa del EE, libre de células.

Las expreiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los célculos valores promedios.

11.2.7. Cultivos a escala biorreactor

La cinética de crecimiento y la produccion de PGasa de W. anomalus en cultivos batch y batch alimentado se
llevaron a cabo en un biorreactor de 5 L (New Brunswick Scientific CO. INC.; Edison, N. J., U. S. A;;
Modelo MA 107), a 30° C, con aireacion (2,82 L/min) y agitacion (500 rpm).

e Cultivo batch

Precultivos: se inocularon cuatro frascos Erlenmeyers de 500 mL que contenian 90 mL del medio de FO, con
10 mL de in6culo (DOgyo = 0,98) proveniente de un cultivo joven (24 h) de W. anomalus en medio YM. Los
frascos Erlenmeyers se incubaron en las condiciones anteriormente optimizadas, en una incubadora con
agitacion orbital (MRC, TOU-50N 25 mm de excentricidad), durante 16 h. Al cabo de este tiempo, los
cultivos se utilizaron como indculo para la etapa de fermentacion.

Fermentacion: se utilizd un biorreactor de 5 L de capacidad, conteniendo un volumen final de 3 L de medio
de FO. El fermentador se esteriliz6 en autoclave (121°C, 15 min) con la solucion de glucosa y pectina a la
que se le agregd 300 pL de antiespumante (Sigma). El resto de las soluciones de nutrientes y el inoculo, se
agregaron por separado al biorreactor utilizando frascos Erlenmeyers con salida lateral, antes de su
utilizacidn. El cultivo se agitdé a 500 rpm y se le suministré aire estéril con un caudal de 2,82 L/min. Luego
de 5 min se comenzaron a tomar muestras en funcion del tiempo. Se extrajeron primeramente 20 mL, los que
fueron descartados y posteriormente 10 mL. Se midi6 crecimiento microbiano por medida de DO a 620 nm,
y luego las muestras se centrifugaron a 2350 x g por 10 min, para remover las células de levadura. El
sobrenadante se utiliz6 para evaluar actividad PGasa, glucosa residual y pH.

La experiencia se realizé por duplicado y se tomaron para los célculos valores promedios (Fig. 11.2).

:Precultivos: Frascos Erlenmeyer|
1 de 500 ml con 90 ml del medio
"'FO. |

=

|
Wickerhamomyces anomalus '




Figura 11.2: Esquema del proceso de produccion de PGasa por W. anomalus a escala biorreactor, mediante
cultivo batch.

e Cultivo batch alimentado
Con el proposito de aumentar la expresién de la enzima y por consiguiente la productividad del proceso, se
realizé la produccion de la enzima en un sistema de cultivo tipo batch alimentado (BA).
El cultivo BA se inici6 con un cultivo batch con el medio de cultivo optimizado (medio FO, 3 L), como se
describio6 previamente, y cuando se agoto la glucosa, se inicié la alimentacién de medio fresco, bajo régimen
de flujo constante (F), por medio de una bomba peristaltica (Fig. 11.3).
Para controlar la velocidad de alimentaciéon de la glucosa y evitar la acumulaciéon de la FCE (sustrato
limitante), la concentracién de glucosa en el reservorio (Sg) y el valor de F, fueron estimados con las
siguientes ecuaciones que derivan de balances de masa para el sustrato y biomasa en cultivos limitados
(ecuaciones de disefio del cultivo BA), utilizando los parametros cinéticos y estequiométricos del cultivo
batch (Rojas y col., 2011).

:Xf-Vf—XO-VO F::uo'vo'xo
Yx/s '(Vf _VO) SR 'YX/S

Sg

Siendo:

Sg: concentracion del sustrato limitante (glucosa) en el medio de alimentacion.
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Xo ¥ X¢ las concentraciones de biomasa al comienzo y al final de la fase de alimentacién (g/L),
respectivamente.

Vo Y V¢ volumenes inicial y final (L), respectivamente.

F: caudal de alimentacion (mL/h).

Ho: velocidad especifica inicial de crecimiento (Mo < Mmax)-

Y. coeficinete de rendimiento celular basado en el consumo de fuente de carbono (geeiua/9rce)-

El medio de alimentacion se formulé con medio FO y concentrado (5 x), pero sin la adicion de pectina de
citrus y con la concentracion de glucosa (Sg) estimada mediante la ecuacion 1.

Durante la etapa de alimentacion, se tomaron muestras en funcién del tiempo (cada 1 h). Se calcul6 el
volumen de medio en el reactor a los diferentes tiempos, biomasa, glucosa residual y actividad PGasa.

El reservorio de alimentacién conteniendo la FCE, fue esterilizado previamente en autoclave (15 min, a 121
°C). El resto de los componentes (vitaminas, urea y sales), fueron agregados al reservorio antes de su

utilizacion.

Figura 11.3: Cultivo batch alimentado para la produccion de PGasa por W. anomalus, a escala biorreactor.

11.2.8. Determinaciones analiticas

Medida de la actividad PG: la actividad PGasa se midi6 por determinacion de los grupos reductores

liberados a partir de una solucién de &cido poligalacturénico 2 g/L.  (Sigma), en una solucion tampén de
acetato sodico/acido acético (BAc, 0,2 M, pH 5,0) usando el método Somogy-Nelson, usando acido
galacturonico (AG) como referencia (Herber y col., 1971).

Procedimiento: En bafio agua-hielo, se agregan 20 uL de la solucién enzimatica diluida convenientemente, a
tubos de ensayos que contienen 180 pL de sustrato (APG, 2 g/L, en Buffer acetato de sodio/acido acético
(BAc: 0,2 M, pH 5,0). Los mismos son incubados a 37°C durante 10 min. Luego, los tubos se colocan
nuevamente en bafo de agua-hielo y se agrega a cada uno de ellos, 200 pL de reactivo Somogy. Se
transfieren los tubos a bafio de agua hirviente, durante 10 min. Luego se agregan 200 pL de reactivo Nelson,

se agita en vortex vigorosamente y se deja en reposo por 30 min. Finalmente se adicionan 1,8 mL de agua
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destilada y se lee la Agg. EI blanco de la reaccion se realiza con la enzima inactivada térmicamente (5 min,
100°C). Mediante una curva de calibracion de AG (Sigma) en el rango de 0 a 500 mg/L, se determina la
cantidad equivalente de grupos reductores producidos durante la reaccion.

Una unidad de actividad PG se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de acido galacturénico
por minuto bajo las condiciones de ensayo. (Cavalitto y col., 2000; Ferreyra y col., 2002).

Determinacion de biomasa: el crecimiento microbiano (g/L) se determiné por medidas de DOgyo Y peso seco.

Luego del proceso de centrifugacion, las células fueron lavadas con agua destilada, centrifugadas y
colocadas en estufa a 80°C, hasta peso constante.

Glucosa residual: se utilizo el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (Glicemia, Wiener, Argentina).

11.3. RESULTADOS Y DISCUSION

11.3.1. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la produccion de PGasa por W. anomalus

e Disefio factorial 23
En la Tabla I1.8 se presenta el Andlisis de Varianza para la produccion de PGasa por W. anomalus mediante
el disefio factorial 2°. En la Figura I1.4 se presenta el Diagrama de Pareto y en la Figura 11.5 el gréfico de los
Efectos Principales.

Tabla 11.8: Analisis de Varianza para la produccién de PG por W. anomalus mediante el
disefio factorial 2°.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio
A:Temperatura 1139,08 1 1139,08 3722,3 0,0000
B:pH 18,7884 1 18,7884 61,40 0,0043
C:Agitacion 0,26645 1 0,26645 0,87 0,4196
AB 19,7192 1 19,7192 64,44 0,0040
Error total 0,91805 3 0,30602
Total (corr.) 1178,77 7
A:Temperatura £+
- -
AB
B:pH
C:Agitacion
0 20 20 60 80

Efecto estandarizado
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Figura I1.4: Diagrama de Pareto para la produccion de PG por W. anomalus.
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Figura I1.5: Grafica de los efectos Principales para la produccién de PG por W. anomalus

La Tabla de Analisis de Varianza (Tabla 11.8) muestra que la temperatura, el pH y la interaccion entre éstos,
influyeron significativamente en la produccion de la enzima, siendo el valor de P menor a 0,05, para un nivel
de confianza del 95,0%. El R? estadistico (0,99) indic que el modelo presentd un buen ajuste a los datos
experimentales. El valor R? es siempre entre 0'y 1, y un valor > 0,75 indica idoneidad del modelo.

El pH influy6 de manera positiva sobre la produccidon de la enzima, mientras que la temperatura lo hizo de
manera negativa, al igual que la interaccion entre ambos factores. La velocidad de agitacion no influyé sobre
la misma variable de respuesta (Fig. 11.4). El aumento de temperatura mostré una marcada disminucion en la

produccion de la PGasa (Fig. 11.5).

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert
Los dos factores que influyeron significativamente en la produccion de PGasa (temperatura de incubacion y
pH) se optimizaron utilizando la MSR, mediante el disefio experimental de Doehlert.
Los datos de la Tabla 11.3 fueron convertidos en una ecuacion polinomial de segundo orden. La produccion

de PGasa puede ser predicha por la ecuacion de regresion que se presenta a continuacion:

UE
PGasa (ﬂ) = 7,363 —8,525 T + 0,759 * pH + 2,892 * T? — 2,645 * sz (ec..1IL.3)

En dicha ecuacién, la temperatura de incubacion (T) y pH representan los datos codificados. El valor de R?
para la ecuacion (2) resulté 0,99, de modo que la ecuacion presentd un muy buen ajuste a los datos
experimentales.

Segun la ec. I11.3, se puede puntualizar que las dos variables independientes tuvieron un efecto lineal
significativo, positivo (pH) y negativo (T). La temperatura fue la variable lineal més importante que afect6 la
produccién de la PGasa, ya que posee el mayor coeficiente de regresion. Ambos factores tuvieron efectos
cuadraticos significativos, negativo (pH) y positivo (T), indicando la existencia de un maximo de produccién

para la temperatura y un minimo para el pH.
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En la Figura 11.6 se presenta la superficie de respuesta para la produccion de la PGasa en funcion de las dos
variables independientes.

20

=
(4]

PG (UE/mL)
1S5

50 Y eﬂ\pe‘

Figura 11.6: Superficie de respuesta mostrando el efecto de la temperatura y el pH sobre la produccién de
PGasa por W. anémalus.

La Figura I1.6 muestra que la mayor produccion de la enzima se obtuvo a temperaturas bajas y pH en el
rango de 5 a 6. La ec. 3 arroj6 un valor maximo de produccién de PGasa de 18,84 UE/mL a 30°C y pH 5,1.
Esta temperatura de 30°C coincide con el valor de temperatura mas bajo ensayado, por lo tanto es posible
suponer que la misma no se corresponde con la temperatura 6ptima para la produccion de la enzima y que la
temepratura Optima se encontraria a valores ain mas bajos. Sin embargo, se seleccion esta temperatura
minima, a los efectos de evitar costos adicionales en el proceso, debido a la necesidad de refrigerar el cultivo
en el biorreactor, en las épocas de elevadas temperaturas en la region.

Moyo y col. (2003) determinaron que los efectos de la temperatura y el pH fueron los factores mas
significativos en la produccién de enzimas con actividad pectinolitica de Kluyveromyces wickerhamii. Las
condiciones 6ptimas estimadas fueron pH 5,0 y temperatura a 32°C. Segun inform6 Tari y col. (2008), en
general, las PGasas flngicas presentan su mayor actividad a pHs acidos, en el rango de 3,5 — 5,0. Martos y
col. (2009) reportaron un valor de pH éptimo de 4,1 para la produccion de PGasa por A. niger. Rehman y
col. (2012) obtuvieron valores de pH y temperatura Optimos para la enzima poligalacturonasa por B.
licheniformis KIBGE 1B-21 de 7,0 y 37°C respectivamente. Siddiqui y col (2012) informaron valores de pH
y temperatura 6ptimos para la enzima poligalacturonasa por Rhizomucor pusillus de 5 y 55°C

respectivamente. Ray (2014) informé valores de pH 6ptimos entre 4 y 7; y temperatura éptima de 27°C para
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la enzima poligalacturonasa por Saccharomyces cerevisae. Otros autores informaron que la temperatura de
fermentacion ejercid un efecto significativo sobre la produccion de PGasa por Bacillus subtilis, obteniéndose
elevados rendimientos entre 30-35°C (Uzuner y Cekmecelioglu, 2015).
11.3.2. Efecto de los componentes nutricionales en la produccion de PGasa por W. anomalus

e Metodologia de un factor por vez

o Efecto de los elementos traza sobre la expresién de PGasa
La Figura I1.7 muestra la produccion de PGasa por W. anomalus en el medio FR sin la adicion de elementos
traza (A) y omitiendo la adicion de un elemento a la vez (B). En estas figuras, los resultados se presentan
como porcentaje del valor alcanzado con el medio FR (19,57 + 0,55 UE/mL) y este valor corresponde al

100% de la actividad de la enzima.
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Figura 11.7: Efecto de omision de los elementos trazas (A), y efecto de omisién de un elemento por vez (B),

en el medio FR, sobre la produccién de PGasa por W. anomalus.

Como se observa en la Figura I1.7A, la ausencia de la solucién de elementos traza en el medio de FR tuvo
un efecto represivo sobre la sintesis de la enzima, siendo el nivel de significacion menor a 0,05 % para el 95
% de nivel de confianza, observandose una disminucion del 93% respecto a los valores obtenidos en el

medio FR completo.
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Para determinar cudl o cuéles de los elementos traza fueron responsables de la disminucion en la produccién
de PGasa, se realizé una serie de cultivos en los que al medio FR le fue extraido alternativamente cada uno
de ellos. En la Figura 11.7B se muestran los valores de actividad PGasa de los sobrenadantes de los cultivos
de W. anomalus, obtenidos a las 16 h, en ausencia de los diferentes elementos traza y se comparan con los
valores obtenidos en el medio FR completo. La ausencia de Mn*?, Mo** y Cu*? y disminuyeron en un 93,7,
93,5 y 81,4%, respectivamente la produccion de PGasa respecto al medio FR completo. El efecto represor
fue menor en ausencia de Zn*?, con una disminucion el 54,8 %. Esto demuestra gue algunos elementos trazas
son necesarios para una buena produccion de PGasa de W. anomalus. Cavalitto y Mignone (2007) estudiaron
el efecto de Ca, Mg, Mo, |, B, Co, Mn, Zn, Fe, Cu y K,HPO,, sobre la produccion de protopectinasa por G.
klebahnii, un microorganismo similar a la levadura, y concluyeron que solo Fe tuvo un efecto positivo en la
produccién de enzimas.
e Seleccion de la fuente de nitrogeno
En la Figura 11.8 se presentan los valores de actividad PGasa por W. anomalus obtenidos a las 12 y 24 h de

cultivo en el medio de FR, al utilizar sulfato de amonio o urea como fuentes de nitrégeno.
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Figura 11.8: Produccién de PGasa utilizando fuentes sencillas de nitrégeno. SA: sulfato de amonio.

Segun el analisis de varianza, no se observaron diferencias significativas en la sintesis de PGasa con urea (12
y 24 h) o sulfato de amonio (12 h) como fuente de nitrégeno, siendo el nivel de significacion superior al 0,05
% para el 95 % de nivel de confianza (Fig. 8). Sin embargo, se observo una disminucion en los valores de
PGasa luego de 24 h de cultivo, en el medio que contenia sulfato de amonio como fuente de nitrégeno.

El pH se mantuvo en valores cercanos a 4,0 en el transcurso del proceso fermentativo al utilizar urea como
FN, a diferencia de lo observado en el medio que contenia sulfato de amonio, en el cual el pH disminuyé de
un valor de 5,0 al inicio de la fermentacién hasta 2,6 luego de 24 h.

W. anomalus es un microorganismo ureasa +, de manera que la urea es hidrolizada en forma periplasmatica

por esta enzima, liberando amoniaco y diéxido de carbono. Mientras haya FCE en el medio, el NH; es
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asimilado a la biomasa y por lo tanto el pH se mantiene a un valor constante (Cavalitto, 2003). Con sulfato
de amonio como FN, es sabido que el consumo de amonio por parte del microorganismo, implica el
incremento equivalente en la concentracion de protones en el medio de cultivo, con el consiguiente descenso
continuo en el pH, resultado que efectivamente se observo ya que el mismo alcanzo valores de 2,6.
De estudios previos se determind que PGasa de W. anomalus no es estable a estos bajos valores de pH y a
ello se podria atribuir los menores titulos obtenidos en la actividad PGasa en el medio de cultivo con sulfato
de amonio como FN luego de 24 h de cultivo (Martos y col, 2014).
Si bien el uso de una sal de amonio en el medio de cultivo simplifica el proceso de esterilizacién (puede
hacerse en autoclave conjuntamente con el resto del medio), el uso de sulfato de amonio como FN fue
descartado en las experiencias posteriores, teniendo en cuenta la potencial pérdida de actividad enzimatica
por efecto del pH. Considerando que al utilizar urea como FN, el pH del medio permanecié practicamente
constante, se decidio utilizar esta FN para los estudios posteriores.

e Efecto del extracto de levadura
La Figura 11.9 muestra la produccién de PGasa en el medio de FR con diferentes concentraciones de extracto
de levadura (EL) pero omitiendo la adicion de soluciones de aminoacidos y vitaminas.
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Figura 11.9: Efecto del extracto de levadura sobre la produccion de PGasa por W. anomalus.

En la Figura 11.9 se observa un incremento en los valores de produccién de PGasa con el aumento en las
concentraciones del extracto de levadura, hasta un nivel maximo ~0,8 g/L, por encima de esta
concentracion, la sintesis de enzimas disminuyo.

La disminucion observada a valores superiores de EL podria deberse a que dicho nutriente tiene vitaminas
esenciales, minerales y aminoacidos que son Utiles para el crecimiento de la levadura y la produccion de
enzimas, sin embargo, a altas concentraciones otros componentes podrian inhibir la produccion de la enzima.

Segun informaron Ertola & Hours (1998), el efecto inhibitorio ejercido por el extracto de levadura sobre la
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formacion de diversos productos estuvo relacionado principalmente con la produccién de enzimas tales como

polifenoloxidasa, glucoamilasa y alfa-amilasa. La produccion de PGasa de Bacillus licheniformis KIBGE IB-

21 aumento con un aumento en la concentracion de EL y la produccion méxima se logré cuando se incorpord
un 0,3% al medio (Rehman y col., 2012).

o Disefo experimental de Plackett-Burman

En la Tabla 11.9 se presenta la matriz del disefio PB y los resultados obtenidos al estudiar el efecto de las

diferentes variables (pectina, extracto de levadura, presencia/ausencia de microelementos, Fe*?, Ca™, Mg+2 y

PO,HKS) sobre la produccion de PGasa por W. anomalus. En la Tabla 10 se presenta el andlisis de varianza

correspondiente y en la Figura 11.10 el gréafico de Pareto.

Tabla 11.9: Matriz experimental del disefio Plackett-Burman y la actividad PGasa obtenida.
Factores PGasa®
Exp. N°
A B C D E F G (UE/mL)
1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 20,447
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 20,839
3 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 6,616
4 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 17,184
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 16,098
6 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 18,440
7 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 20,632
8 '1 '1 +1 ‘1 '1 '1 '1 11’921
9 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 14,942
10 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 13,899
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 19,540
12 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 9,658

Pectina (A), extracto de levadura (B), elementos traza (C), Fe* (D), Ca™ (E), Mg** (F),
PO,HK; (G) R?=93,4%. @ Media de tres valores, desviacion estandar dentro del 10 %.
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Tabla 11.10: Andlisis de varianza para la produccion de PGasa por W. anomalus usando disefio
Plackett-Burman.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F p-Valor
Cuadrados Medio
A: Pectina 65,2494 1 65,2494 14,94 0,0181
B: EL 49,4264 1 49,4264 11,32 0,0282
C:elementos traza 0,004107 1 0,004107 0 0,977
D:Fe 30,4518 1 30,4518 6,97 0,0576
E:Ca 57,9393 1 57,9393 13,26 0,0219
F:Mg 0,345441 1 0,345441 0,08 0,7925
G:K;HPO, 13,8417 1 13,8417 3,17 0,1497
Error total 17,4727 4 4,36817
Total (corr.) 234,731 11

La Tabla de andlisis de varianza (Tabla de ANOVA - Tabla 11.10) muestra que la pectina, el extracto de
levadura y el Ca*?, influyeron significativamente en la produccion de PGasa, siendo el nivel de significacion
superior al 0,05 % para el 95 % de nivel de confianza. El R? estadistico indica que el modelo se ajusté en un
93,4 % de la variabilidad de PGasa, lo que indica un buen ajuste a los datos experimentales.

A: Pectina

I

E: Ca
B: EL

D: Fe
G: KzHPOA
F: Mg

C: elementos traza

=

L L L L
1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 11.10: Diagrama de Pareto para la produccion de PGasa por W. anomalus.

El diagrama de Pareto (Fig. 11.10) indica que la pectina y el extracto de levadura influyeron positivamente
sobre la produccion de PGasa. El Ca** tuvo una influencia negativa, lo que significa que una reduccion en la
concentracién de ésta sal en el medio de cultivo mejorara la sintesis de enzimas. En presencia de extracto de
levadura, la influencia de los elementos traza no fue significativa, dado que también es una fuente mineral
(Rehmany col., 2012).
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El efecto de las sales en la produccion de enzimas ha sido objeto de estudio de diferentes publicaciones.
Cheng y col. (2012) evaluaron el efecto de NH,CI, MgSO,, KH,PQO,, FeSO,, ZnSQ,, CaCl,, MnSO, y NaCl
sobre la produccién de quitosanasa por S. albus YT2 e informaron que solo MgSO, tuvo un efecto
significativo. Mahesh y col. (2014) determinaron que MgSO, y CuSO, eran responsables de mejorar la
producciéon de una endo-PGasa por A. niger MTCC 3323; KH,PO, mostré6 menos efecto y los factores
restantes como CaCl,, ZnSO,, FeSO,, MnSO, y K,HPO, no mostraron un efecto significativo. Segin Paudel
y col. (2015), la produccion de PGasa por Bacillus sp HD2 disminuy6 al aumentar la concentracion de Ca en
el medio de cultivo.

En base al disefio PB se han podido identificar los componentes que influyeron tanto positiva como
negativamente sobre la produccién de PGasa por W. anomalus. Para aumentar la produccidn sera necesario
establecer las concentraciones éptimas de los nutrientes que presentaron efectos positivos, mediante la MSR
y mantener todas las variables no significativas en su nivel méas bajo (-1). De esta manera, el medio de
fermentacion que se utilizé para la etapa siguiente de optimizacion se resume en la Tabla I1.11, en el cual se
omitié la adicion de los elementos trazas, vitaminas y aminoacidos del medio FR original y los demas

factores se mantuvieron en sus valores basales.

Tabla I1.11: Medio de fermentacion para la etapa de optimizacion

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 10
Pectina 2,5-10
Extracto de levadura 01-15
Mg*2 0,25
Ca™ 0,05
KH,PO, 0,5
Urea 1,4

e Metodologia de Superficie de respuesta: Disefio de Doehlert

De los tres factores que influyeron significativa y positivamente en la produccion de PGasa, segun el disefio
PB, la pectina y el extracto de levadura se optimizaron utilizando la MSR, mediante el disefio experimental
de Doehlert.

Se utilizé para el presente estudio el medio de fermentacion descripto en la Tabla 11.11.

La concentracion de pectina y extracto de levadura se varié segun el disefio experimental planteado (Tabla
11.7). La matriz del disefio de Doehlert y los resultados de la actividad enzimatica obtenidos en cada
experimento se muestran en la Tabla I11.12. Los valores de los coeficientes lineales, cuadraticos e

interacciones y su nivel de significancia (calculados por ANOVA) se presentan en la Tabla 11.13.
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Tabla 11.12: Valores codificados y reales, y actividades PGasa obtenidos del disefio Doehlert.

Valores Codificados Valores reales (g/L) Actividad
Exp. N° _ _ PGasa®
EL Pectina EL Pectina
(UE/mL)
1 1 0 15 6,25 9,739
2 0,5 -0,866 1,15 10 13,735
3 -0,5 -0,866 0,45 10 10,129
4 -1 0 0,1 6,25 14,813
5 -0,5 0,866 0,45 2,5 11,352
6 0,5 0,866 1,15 2,5 11,573
7 0 0 0,8 6,25 22,318
8 0 0 0,8 6,25 22,527
9 0 0 0,8 6,25 22,641

®  Media de tres valores, desviacion estandar dentro del 10 %. EL: extracto de levadura.

Tabla 11.13: Coeficientes y p-valores calculados por ANOVA,
de acuerdo con el disefio de Doehlert.

Coeficiente p-valor
Constante -16,20 0,00040
EL 29,97 0,00000
Pectina 9,08 0,00000
EL® -17,86 0,00260
EL . pectina -0,44 0,00000
Pectina’ -0,72 0,00000

R?=0.99

Los datos de la Tabla 11.12 se convirtieron en una ecuacion polinomial de segundo orden (ec.4). La

produccién de PGasa puede ser predicha por la ecuacion de regresion que se presenta a continuacion:

UE
PGasa (ﬂ) = —16.2 + 29.97 x EL + 9.08 * Pectina — 17.86 * EL?> — 0.44 = EL * Pectina — 0.72

* Pectina? (ec.1l. 4)

La Figura 11.11 muestra la superficie de respuesta para la produccion de PGasa después de 16 h de cultivo, en

funcion de las dos variables independientes (EL y pectina).

56



L7
L7277
27

77
407

(77
77
2279%

....
LA
e a2 ¥

7 """I

5
Q
R

pGasa (UE/ML)

Figura 11.11: Superficie de respuesta mostrando el efecto de la concentracion de extracto de levadura (EL) y

pectina sobre la productividad PGasa por W. anémalus.

Se observo un incremento en la produccion de PGasa cuando la pectina aumentd hasta 6 g/L y el EL hasta
0.8 g/L; por encima de estos valores, la actividad de la enzima disminuyo (Fig. 11.11).

La ecuacion polinomial de segundo orden (ec.l11.4) determind un valor maximo de PGasa de 23,54 + 0,43
UE/mL, en el medio que contiene 6 g/L de pectina citrica y 0,75 g/L de EL. Una baja concentracion inicial
de pectina da como resultado una baja produccion de enzimas, ya que la PGasa de W. anomalus es una
enzima inducible (Martos y col., 2013a). La reduccion en la produccion de PGasa observada a altas
concentraciones de pectina podria atribuirse al aumento en la viscosidad del medio de cultivo, lo que podria
haber causado problemas para mantener la homogeneidad y en la transferencia de oxigeno (Rehman vy col.,
2012).

El EL contiene vitaminas esenciales, minerales y aminoécidos, que son necesario para el crecimiento de
microorganismos y la produccion de enzimas (Rehman y col., 2012; Paudel y col., 2015). Sin embargo, los
menores titulos de actividad PGasa observados al utilizar mayores concentraciones de EL, hacen suponer que
habria algun componente con efectos deletéreos sobre la produccion enzimatica. El extracto de levadura
contiene una importante cantidad de sustancias complejantes y es posible que su utilizacion en el medio de

cultivo disminuya la disponibilidad de ciertos metales indispensables para la expresion de la enzima

(Ferreyray col., 2002).
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Efectos no lineales analogos reportaron Paudel y col. (2015) con Bacillus HD2 y Uzuner y Cekmecelioglu
(2015) con Bacillus subtilis sobre la produccion de PGasa. Resultados similares se inform¢ para la
produccion de fitasa por P. anomala (Kaur y Satyanarayana, 2005).

La composicidn final del medio de Fermentacion Optimizado (medio FO) se muestra en la Tabla 11.14.

Tabla I1.14: Composicion del Medio de Fermentacion Optimizado.

Componente (g/L)
Glucosa 10
Pectina 6
Urea 1,4
EL 0,75
KH,PO, 0,5
CaCl, 0,05
MgSO, 0,25

11.3.3. Validacion del modelo experimental

La produccién de PGasa por W. andmalus alcanzada a escala frascos agitados, en el medio y las condiciones
de cultivo optimizadas después de 16 h de cultivo, predicho por la MSR fue de 23,2 £ 0,78 UE/mL. El
analisis de varianza no revel6 diferencias significativas (p <0.05) en la actividad enzimética entre los valores

predichos y experimentales, lo que demuestra la validez del modelo utilizado.

11.3.4. Cultivos a escala biorreactor
e Cultivo batch

En la Figura 11.12 se presentan los perfiles de crecimiento microbiano, concentracion de glucosa residual, los
valores de actividad PGasa y pH durante el cultivo de W. andmalus en el biorreactor, operado en sistema tipo
batch.

EIl microorganismo crecid en fase exponencial hasta las 10 h de cultivo, al mismo tiempo en que se consumié
la totalidad de la FCE, alcanzando una concentracién final de biomasa maxima de 3,03 g/L, con un
rendimiento (Yy;s) de 0,30 g,/gs (g de peso celular seco por gramo de glucosa consumida). De la curva de
crecimiento microbiano se determin6 un valor de velocidad especifica de crecimiento maxima (uy,) de 0,164
h™' (R% 0,920). La sintesis de PGasa parece estar asociada con el crecimiento de la levadura, alcanzando
25,52 + 0,38 UE/mL al final del cultivo. Se inici6 el cultivo con un pH igual a 5,1 (optimizado
anteriormente), en el trascurso del cultivo descendio levente y se mantuvo en valores cercanos a 4.0 en el

curso del proceso.
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Figura 11.12: Evolucién de un cultivo tipico de W. anomalus y su produccion de PGasa en el medio
optimizado.

La endo-PGasa producida por esta cepa de levadura salvaje fue superior a la informada por otros autores
(utilizando la misma técnica de cuantificacion para la actividad de la PGasa). Contreras Esquivel y col.
(1999) informaron que A. kawachii produjo 65 mU/mL de una PPasa &cida, que se asocio con el crecimiento
de hongos. Se informaron valores de 10 a 11 UE/mL para la produccién de una endo-PGasa con actividad
liberadora de pectina por Geotrichum klebanii ATCC 42397 en un medio definido basado en urea, glucosa,
sales minerales y vitaminas (Cavalitto y col., 2000). Tari y col. (2007) informa que A. sojae ATCC 20235
cultivado en un medio liquido con glucosa, peptona, sales y maltodextrina, produjo una actividad de PGasa
maxima de 13,5 UE/mL. Rojas y col. (2011) informaron que una S. cerevisiae recombinante que expresaba
la PPasa acida de A. kawachii, produjo en un cultivo discontinuo 3 UE/mL de la enzima después de la

induccién con galactosa.

e Cultivo batch alimentado

Con el propo6sito de aumentar la produccion de PGasa por W. anomalus, se estudié un sistema batch
alimentado (BA). Este sistema de cultivo tiene la ventaja de permitir el control de p y el aumento en el
crecimiento de biomasa, caracteristicas importantes en la expresion de PGasa, considerando que la misma
esta directamente asociada al crecimiento.

Para el disefio del sistema BA, se utilizaron los siguientes datos obtenidos del cultivo batch realizado en la
etapa anterior: py, = 0,164 (h™), Y, = 0,3 (9,/9s), Xo (biomasa inicio del BA) = 3 g/L, V, (volumen inicial del
BA) = 3 L. Los valores de Vs (volumen final del BA), X; (biomasa final del BA) y o, fueron elegidos
arbitrariamente para el experimento: X; = 6 gJ/L, Vi = 3,5 Ly po = 0,160 h™(<u). Con estos datos y
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utilizando las ecuaciones de disefio del cultivo BA (ec. 1 y ec. 2), se determind la concentracién de glucosa
en el reservorio (Sg), que resulté un valor de 80 g/L y el valor del caudal de alimentacion (F) de 60 mL/h.

En las Figuras 11.13A y 11.13B se presentan los resultados obtenidos respecto de la cantidad total de biomasa
formada y la actividad PGasa total en funcion del tiempo de alimentacion, respectivamente.
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Figura 11.13: biomasa total (A) y producciéon de PGasa total (B) durante el cultivo de W. anomalus en
sistema tipo batch alimentado. Medio de FO. Condiciones de operacién: 500 rpmy 30 °C.

En la Figura 11.13 se observo una velocidad de formacion de biomasa constante (X.V), y la concentracién de
glucosa medida en el medio de cultivo, fue despreciable durante todo el proceso, lo cual es acorde con el
comportamiento tipico de una sistema de cultivo batch alimentado (Pirt, 1975).

La actividad de PGasa aumentd con el tiempo de alimentacién, alcanzando al final del cultivo un valor de
48,93 + 0,38 UE/mL, lo que corresponde a una productividad de 3,19 UE/mL.h. Esta actividad enzimética
fue mayor que la obtenida en el cultivo batch.

El motivo de la mejora de la productividad de la PGasa fue la mayor concentracién de biomasa lograda en
este sistema de cultivo, considerando que la PGasa esta asociada al crecimiento (Martos y col., 2014,
Cavalitto y col., 2000). Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por otros autores (Gummadi y
Kumar, 2008; Rojas y col., 2011).

11.4. CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones de cultivo (temperatura, pH y velocidad de agitacion), en un medio de
fermentacion de referencia compuesto por glucosa, pectina citrica comercial, (NH4),SO,, vitaminas,
aminodcidos, KH,PO,, MgSO,, CaCl, y elementos traza (Mo*?, Cu*?, Fe*®, Mn*? y Zn*?), a escala frascos
agitados, durante 16 h, para la produccién de PGasa por W. anomalus. Luego de aplicar un disefio 2°® y una
superficie de respuesta, los mayores titulos para la produccion de la enzima PGasa se obtuvieron a 30°C y

pH de 5,1, la influencia de la velocidad de agitacion fue no significativa.
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Se estudio la influencia de la composicién del cultivo sobre la produccién de PGasa, en busca de un medio
econoémico y de simple preparacion. Los elementos traza resultaron indispensables para la produccién de
PGasa por W. anomalus. La ausencia de Mo*?, Cu*?, Fe*®* y Mn*? reprimieron severamente la produccion de
la enzima, mientras que con Zn*? el efecto represor fue menor.

La fermentacion utilizando urea como FN, a las 12 y 24 h, dio valores de PGasa similares a los obtenidos al
utilizar sulfato de amonio como FN (a las 12 h).

La utilizacion de extracto de levadura en reemplazo de las vitaminas, aminoacidos y elementos traza del
medio original, resulté apropiado para el disefio de un medio de cultivo méas simple de preparar, apto para su
utilizacién a mayor escala.

Se logr6 disefiar un medio de cultivo de facil preparacion para la produccion de PGasa a partir de W.
anomalus, mediante la aplicacion de un disefio PB y luego, una superficie de respuesta. EI medio de
fermentacion optimizado incluy6 glucosa, pectina, urea, extracto de levadura, KH,PO,, CaCl,, MgSO, Las
soluciones de aminoacidos, vitaminas y elementos trazas se eliminaron del medio original.

En este medio optimizado, la sintesis de PGasa alcanzd valores ~25 UE/mL, después de 10 h de cultivo,
mediante cultivo batch y en un biorreactor a escala de laboratorio. En el sistema batch alimentado, la
actividad de PGasa aumentd con el tiempo de alimentacién, alcanzando al final del cultivo un valor de ~49
UE/mL.

Por lo tanto, el cultivo batch alimentado, utilizando el medio de fermentacion optimizado podria ser una
alternativa adecuada para la produccion industrial de PGasa por W. anomalus, enzima de interés en
tecnologia de los alimentos.
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CAPITULO II1: USO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES PARA LA PRODUCCION
DE LA ENZIMA POLIGALACTURONASA POR WICKERHAMOMYCES ANOMALUS

RESUMEN

El objetivo de la presente etapa del trabajo fue evaluar el uso de diferentes residuos agroindustriales, de la
provincia de Misiones, en el medio de cultivo, como inductores para la produccién de la enzima PGasa por
W. anomalus, mediante el uso de disefios estadisticos.

Los cultivos se llevaron a cabo en frascos Erlenmeyers conteniendo un medio de cultivo compuesto por
glucosa (fuente de carbono y energia), residuos agroindustriales (inductores), urea, KH,PO,, MgSO,, CaCl,,
extracto de levadura, vitaminas y microelementos, pH 5,0. Los mismos se incubaron a 30 °C, con agitacion
(180 rpm), hasta 16 h. Finalizada la fermentacion el cultivo se centrifugd y el sobrenadante, libre de células,
denominado extracto enzimatico (EE), fue conservado a — 18 °C, hasta su utilizacion. Se evalud el uso de 8
(ocho) desechos agroindustriales crudos (residuos de cascara de naranja, limoén, banana, pomelo, maracuya,
anana y mamaén) como inductores de la produccién de la enzima (concentracion en el medio del 4% p/p), por
el método de un factor por vez. Posteriormente se aplico el disefio experimental de Plackett-Burman, para
evaluar la influencia del residuo seleccionado, y de otros factores nutricionales como extracto de levadura,
Mg+2, Ca*?, KH,PO,, Fe*?, vitaminas y microelementos, sobre la produccién de la enzima. Los cultivos
realizados con pectina de citrus como inductor fueron considerados como control. Posteriormente se aplicé la
metodologia de superficie de respuesta, utilizando el disefio experimental propuesto por Doehlert para
encontrar las condiciones 6ptimas de produccion de la enzima PGasa por W. anomalus. El analisis de los
datos obtenidos se llevé a cabo con el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.

El residuo de limén result6 ser el mejor inductor para la produccién de PGasa, observandose una actividad
relativa ain mayor a la obtenida con el control, 105,09% (21,74 UE/mL). El anélisis de PB determiné que el
K,HPO,, el Mgy el residuo de limén, influyeron significativamente en la produccion de PGasa (p< 0,05). El
efecto de las otras variables (yeast extract, Ca*, Fe*?, amino acid and trace element solution), fue no
significativa en medios conteniendo el residuo de limén. La influencia del K,HPO, y Mg fue positiva, en el
rango de concentracién evaluado, mientras que el residuo de limon lo hizo de manera negativa.

Se empled un método de superficie de respuesta para encontrar el nivel éptimo de las variables residuo de
limon y tiempo de fermentacion, para la produccion de PGasa por W. anomalus, mediante el disefio
experimental Doehlert. Los datos revelaron que ambas variables exhibieron un efecto significativo sobre la
produccién de PGasa, en el rango estudiado, asi como también la interaccion entre ellos fue significativa (p
<0.05). El residuo de limon y el tiempo de fermentacién mostraron efectos lineales y cuadraticos
significativos, sobre la produccion de PGasa. La sintesis de la enzima aumentd cuando la concentracion del
residuo de limén disminuy6 del 10% al 2% (p/v) y con el tiempo de fermentacion de 3 h a 12 h. La ecuacion

polinomial de segundo orden determiné un valor méximo de PGasa de 30,06 + 1,27 UE/mL, en el medio que
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contiene 2% (p/v) de residuo de limén a las 12 h de cultivo, este valor fue mayor al obtenido en medio de
FR.

El medio de fermentacion optimizado (medio FO) quedd compuesto por glucosa, residuo de limén, urea,
KH,PO,, Mg*?, vitaminas. Al estimar los costos del medio de cultivo, se obtuvo que el medio FO costaria
US$ 0,6/L, este valor es mas bajo que el del medio FR (US$ 1,6/L). Se obtuvo una produccion enzimética de
31,28 + 0,93 UE/mL a las 12 h, en el medio FO, durante el cultivo batch, a escala biorreactor,

En la presente etapa del trabajo se logré disefiar un medio de cultivo de bajo costo, usando un residuo
agroindustrial de la industria citrica como es el residuo de limon, en el cual se obtuvo una buena produccion

de la enzima PGasa por W. anomalus, apropiado para su futura produccién a mayor escala.

Palabras claves: poligalacturonasa, residuos agroindustriales, inductor, produccién enzimatica.

63



I11.1. INTRODUCCION

Aunque se empleen las mas sofisticadas tecnologias, los procesos de industrializacion de los productos
agroindustriales, generan residuos (Bhushan . 2008; Vendruscolo y col. 2008). En los ultimos afios, se ha
observado que existe un creciente interés en todo el mundo por la utilizacion eficiente de los desechos
agroindustriales, los que podrian ser utilizados para la produccion de productos de valor afiadido, como
puede ser la produccién de enzimas microbianas (Botella y col. 2007; Shankar and Mulimani 2007).

La pared celular de las células vegetales estd formada por dos capas: la pared secundaria mas interna
compuesta basicamente de fibras de celulosa y hemicelulosa y la pared primaria, mas externa, formada por
las mismas fibras embebidas en sustancias pécticas y algo de proteinas. Las paredes primarias de dos células
contiguas se hallan unidas por la laminilla media, la cual esta constituida casi exclusivamente por sustancias
pépticas. El contenido de las sustancias pécticas varia segin el origen botanico del vegetal, la industria
tradicionalmente utiliza pulpa de manzana y cascaras de citricos, principalmente de limén y naranja, como
fuente de pectina. Sin embargo, actualmente se estan estudiando otras alternativas no convencionales como
fuente de pectina (maracuya, melocot6n, banano, mango guayaba, etc.).

Las enzimas que hidrolizan sustancias pécticas se conocen como enzimas pécticas o pectinasas. Estas
enzimas son producidas por microorganismos, tanto por bacterias, como por hongos filamentosos y
levaduras en forma constitutiva o inducible por pectina o sustancias pécticas relacionadas (Da Silva et al.
2005) (Happi Emaga y col. 2008; Yeoh y col. 2008; Kumar and Chauhan 2010).

Teniendo en cuenta que el costo de los medios de fermentacion es uno de los factores determinantes en la
produccion de enzimas microbianas, es importante formular medios de cultivos con el menor costo posible y
gue al mismo tiempo provean los requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento adecuado del
microorganismo y la produccion enzimatica (Nighojkar y col. 2006).

Los residuos agroindustriales de ciertas frutas con alto contenido de pectina pueden ser utilizados como
sustratos e inductores para la produccion de enzimas pécticas, lo que permitiria minimizar los problemas
ambientales y aprovechar las grandes cantidades de biomasa para elaborar productos con mayor valor
agregado, disminuyendo los costos del proceso (Ahmed and Mostafa 2013; Mamma and Christakopoulos
2013; G. E. Ortiz y col. 2015).

Entre los residuos producidos en la provincia de Misiones se encuentran los generados por las industrias
alimenticias: fabricas de mermeladas, jugos, dulces, etc. donde se emplean grandes cantidades y variedades
de frutas. Estos residuos podrian ser utilizados en el medio de cultivo, como inductores para la produccion
de enzimas pécticas, en el medio de cultivde interés biotecnolégico.

Una levadura, aislada de frutas citricas en la Provincia de Misiones (Argentina) e identificada como
Wickerhamomyces anomalus, es capaz de producir una PGasa extracelular, la cual es inducida por pectina o
alguno de sus derivados (Martos y col. 2013a; Martos y col. 2013b). Esta enzima, a diferencia de otras

PGasas, posee la capacidad de desintegrar tejidos de mandioca, produciendo la lisis celular, con la
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consecuente liberacion de los granulos de almidon de su interior. Se trata de una tecnologia innovadora,
alternativa al método tradicional de extraccion, proceso de interés en la Provincia de Misiones, Argentina.

La enzima PGasa es una enzima inducible por pectina o alguno de sus derivados por tal motivo estos
compuestos deben estar presentes en el medio de cultivo para su produccion por W. anomalus (Martos y
col., 2014a),

El objetivo del presente trabajo fue utilizar residuos agroindustriales, ricos en pectina, como inductores de la
produccién de la enzima PGasa por W. anomalus, y que al mismo tiempo aporten otros componentes
nutricionales necesarios para el crecimiento del microorganismo, a fin de obtener un medio de cultivo

econdmico y simple de preparar para su posterior escalado.
I11.2. MATERIALES Y METODOS

111.2.1. Microorganismo
Microorganismo: Wickerhamomyces anomalus, aislado de céscaras de frutas citricas en la Facultad de

Ciencias Exactas Quimicas y Naturales (UNaM) (Martos y col., 2013a).

111.2.2. Medios de cultivos

Medio de Conservacion (YM) (g/L): extracto de levadura (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, USA), 5;
triptona (Difco-Becton Dickinson & Co.,Sparks, MD, USA), 5; glucosa (Britania, Buenos Aires, Argentina),
10; agar, 18; pH 5.

Medio de fermentacion y de referencia (medio FR) (g/L): glucosa (Britania), 10; pectina (Parafarm, Buenos
Aires, Argentina), 5; urea, 1,4; KH,POy,, 1; MgS0O,, 0,5; CaCl,, 0,1; solucion de vitaminas (1000 x), 1 mL/L;
solucién de aminoéacidos (100 x), 10 mL/L; solucién de elementos traza (1000 x), 1 mL/L; pH 5,0 (Cavalitto
y col., 2000).

Solucién (1000 x) de vitaminas (Sigma) (ug/L): D-biotin, 2; calcium pantothenate, 400; pyridoxine, 400;
thiamine, 400 (Tesis Martos, 2012).

Solucion (100 x) de aminoacidos (Sigma) (mg/L): histidina, 10; metionina, 20 y triptéfano, 20.

Solucion de elementos traza 1000 x (ug/L): CuSO,-5H,0, 40; FeCl;-6 H,0O; 200; MnSQ,4-H,0, 400;
NaMoO,-2H,0, 200; ZnSO,-7H,0, 400.

Todos los componentes del medio se esterilizaron por separado, en autoclave 15 min a 121 °C, previo ajuste
del pH a 5,0. La urea y las vitaminas se esterilizaron, por filtracion, utilizando membranas de nitrato de
celulosa de 0,22 um de tamafio de poro (Sartorius Stedim Biotech, Alemania). Antes de su utilizacion, se

mezclaron las cantidades correspondientes de cada una de las soluciones en forma aséptica.
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111.2.3. Produccion de la enzima PGasa por W. anomalus a escala frascos agitados

Se inocularon frascos Erlenmeyers de 250 mL que contenian 45 mL del medio FR, con 5 mL de una
suspension de un cultivo joven de W. anomalus (24 h) en agua destilada estéril (DOgy = 0,96). Los mismos
se incubaron a 30 °C en una incubadora con agitacion orbital (MRC, TOU-50N, 25 mm de excentricidad) a
150 rpm, pH 5,1, durante 16 h. Se realizaron 3 (tres) pasajes sucesivos (precultivos) de 5 mL a medios de
cultivo fresco y se evaluo el crecimiento y la produccion de la enzima en el 4to cultivo. Finalizada la etapa
de fermentacién, el cultivo se centrifugd, para remover las células de levaduras y el sobrenadante,
denominado extracto enzimatico (EE), se mantuvo a — 18 °C hasta su utilizacion como fuente de enzima

extracelular (Martos y col., 2013a).

I11.2.4. Caracterizacion de residuos agroindustriales

A los efectos de disminuir el costo del medio de cultivo, y en consecuencia, la produccién de la PGasa por
W. anomalus, se evalud la produccién de la enzima en el medio FR, utilizando residuos agroindustriales
como inductores, en reemplazo de pectina de citrus comercial.

Se utilizaron residuos proporcionados por industrias locales de la provincia de Misiones, Argentina (CTM
Cooperativa Agroindustrial de Misiones, Cooperativa de Productores de Jardin América Ltda.) y residuos
domésticos. Los residuos evaluados fueron las céscaras de naranja, limén, banana, pomelo, mandarina,
maracuyd, anana y mamon. Estos residuos se secaron a 45 °C en un horno de secado por aire caliente (0,4 m
/'s), hasta peso constante, se molieron en un molinillo (Arcano, 24000 rpm, 460W), se hicieron pasar a
través de un tamiz de 35 mesh para tener particulas de tamafio uniforme del material, y finalmente, se
conservaron en recipientes libre de humedad, hasta el momento de ser utilizado (Ahmed and Mostafa 2013;
Gogiis y col. 2015; E. Ortiz y col. 2015).

Los mismos se caracterizaron por determinacion de su composicion centesimal, donde los carbohidratos,
proteinas, grasas, fibra dietaria, sales y contenido de cenizas se determinaron mediante técnicas AOAC
(AOAC International, 1990). La pectina se determind midiendo la cantidad de &cido galacturénico (AG)
solubilizado, por el método del m-hidroxidifenilo y se informé como mg de AG solubilizados por mg de

residuo himedo (Melton y Smith, 2001; VVasco-Correa y Zapata Zapata, 2017).

111.2.5. Seleccidn del residuo agroindustrial mediante la metodologia de un factor por vez

Se llevaron a cabo estudios preliminares para seleccionar los mejores residuos agroindustriales como
inductores para la produccion de la enzima PGasa, utilizando la metodologia de un factor por vez. Este
método permite evaluar la influencia de ese Unico nutriente sobre la expresion de la enzima ( Rehman y col.,
2012, Hoa and Hung 2013; Embaby y col. 2014). Para ello, se realizaron una serie de cultivos de W.
anomalus en el medio FR, que contenia 4% (p/v) de cada uno de los diferentes residuos agroindustriales

evaluados, en reemplazo de pectina de citrus comercial.
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Las fermentaciones se realizaron como se detall6 anteriormente, y los valores de produccion obtenidos en el
medio FR con pectinas de citrus como inductor, se tomaron como control. Las experiencias se realizaron por

triplicado y se tomaron para los célculos los valores promedios.

111.2.6. Disefios experimentales y andlisis estadistico para la optimizacion del medio de cultivo
e Disefo experimental de Plackett-Burman

En la presente etapa, los cultivos se realizaron en el medio FR, pero sin el agregado de pectina citrica
comercial, la cual se reemplazo por el residuo seleccionado en la etapa anterior.

Se aplico el Disefio experimental de Plackett-Burman (PB), para analizar el efecto de los factores
nutricionales sobre la produccién de PGasa por W. anomalus (Embaby y col. 2014; Ortiz y col. 2015). Los
factores estudiados fueron: concentracion del residuo seleccionado, extracto de levadura, Ca*?, Mg*, Fe®,
PO4HK,, aminoacidos y elementos traza. Estos factores se analizaron a dos niveles: -1 y +1, niveles bajo y
alto, respectivamente. Los factores evaluados en el disefio PB y sus valores codificados y reales, se presentan
en la Tabla Ill.1. La variable respuesta estudiada fue la actividad PGasa (UE/mL). Basado en el disefio de

PB, se confecciond una matriz con 12 experimentos.

Tabla I11.1: Valores reales y codificados de los factores para disefio de Plackett-Burman

Niveles del factor

Factor Cadigo
(+1) (-1)

Residuo % (p/v) A 10 2
Extracto de levadura (g/L) B 15 0
Ca(g/L) C 0,1 0,05
Mg** (g/L) D 0,25 0,125
PO,HK; (g/L) E 0,5 0,25
Fe*(g/L) F 0,0001 0
Solucion aminoacidos G 1 0
Solucion elementos traza H 1 0

Las experiencias se realizaron en un orden aleatorio, con tres repeticiones y los resultados se presentan como
valores medios (Diaz y col. 2005; Sharma and Satyanarayana 2006; Shabbiri y col. 2012; Brzozowski and
Lewandoska 2014).

Los resultados se analizaron utilizando el software estadistico Statgraphics Centurion XV (Stat Graphics
Centurion XV, 2009).

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert
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Teniendo en cuenta las variables que resultaron significativas para la produccion de PGasa, mediante el
disefio PB, en la presente etapa se aplicd la metodologia de superficie de respuesta, utilizando el disefio
experimental propuesto por Doehlert para encontrar las condiciones éptimas de produccion de la enzima
PGasa por W. anomalus (Doehlert, 1970; Cavalitto & Mignone 2007; Butiuk y col. 2018).

En el disefio experimental seleccionado, el nimero de experiencias requeridas esti dado por N = n*2 + n +
No, donde n es el numero de variables y ny es el nimero de puntos centrales. Las repeticiones en el nivel
central se realizan con objeto de validar el modelo a los datos experimentales y determinar el error
experimental. Los valores reales de las variables independientes fueron codificados utilizando la siguiente

funcion lineal:

X—ZXAX+X
N Az

Siendo
X: valor real del punto central.
AX: diferencia entre el valor mas alto y el mas bajo de los valores reales.

AZ: diferencia entre el valor mas alto y el mas bajo de los valores codificados.

Las curvas de superficie de respuesta se obtuvieron a través del programa estadistico Statgraphics Centurion
XV, software para determinar los niveles 6ptimos de las variables para la produccién maxima de la enzima

PGasa por W. anomalus.

111.2.7 Validacion de los modelos experimentales

Para validar el modelo, se llevaron a cabo ensayos adicionales para la produccion de PGasa por W. anomalus
a escala frascos agitados, en el medio de fermentacion optimizado (FO), previsto por la superficie de
respuesta (Shabbiri y col., 2012; Uzuner y Cekmecelioglu, 2015). Los cultivos se realizaron en frascos
Erlenmeyers de 500 mL conteniendo 90 mL del medio de produccion optimizado, y se prosiguio segin se

explico anteriormente.

111.2.8. Produccion de la enzima PGasa por W. anomalus a escala biorreactor

Se realizaron precultivos en frascos Erlenmeyer de 500 mL que contenian 90 mL del medio de fermentacion
optimizado (medio FO) y 10 mL de una suspension en agua destilada del microorganismo (DOgy = 1,169),
proveniente de un cultivo joven (24 h) de W. anomalus en medio YM, a 30 °C, pH 5,1, a 150 rpm, durante 16
h. Estos cultivos se utilizaron como indculo para la etapa de fermentacion en el biorreactor.

La fermentacion en cultivo batch se realizd en un biorreactor de 5 L (New Brunswick Scientific CO. INC.;
Edison, N. J., U. S. A.; Modelo MA 107) que contenia 3 L del medio de FO, a 30 °C, pH 5,1, a 500 rpm, con
aireacion (2,82 L/min), hasta agotarse la FCE. Las muestras se recogieron en periodos de incubacion de 1 h,
se centrifugaron y los EE se usaron para determinar la glucosa residual y la actividad de la PGasa.

e Determinaciones analiticas
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e Medida de la actividad PGasa:
Se ensay6 midiendo los grupos reductores liberados a partir de una solucion de acido poligalacturénico 2 g/L
(Sigma), en una solucion tampon de acetato sédico/acido acético (BAc: 0,2 M, pH 5,0) usando el método
Somogy-Nelson. (Herbert y col. 1971; Cavalitto y col. 2000; Ferreyra y col. 2002).

e Glucosa residual:

Se utiliz6 el método de glucosa oxidasa-peroxidasa (Glicemia, Wiener, Argentina).

111.3. RESULTADOS Y DISCUSION

111.3.1. Caracterizacion de residuos agroindustriales
La Tabla 111.2 presenta los resultados de la caracterizacion de los residuos agroindustriales expresados en

base seca de la muestra examinada.
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Tabla 111.2: Caracterizacién fisicoquimica de los residuos agroindustriales

Componentes ) ) ] Pomelo
Mamon Anana Naranja ~ Mandarina Limén Banana Maracuya

(g % bs*) rosado
Proteina 6,3+t0,16  6,9+0,11  8,2+0,15 9,87+0,12 4,56+0,14  7,49+0,03  3,97+0,15 2,93%0,13
Cenizas 12,0+0,04 5,5+0,05 3,9+0,03 4,21+0,09 9,03+0,01  16,95+0,01 6,14+0,01  3,05+0,01
Carbohidratos 45,7+0,03 34,2+0,01 51,2+0,03 91,20+0,02 26,62+0,06 43,49+0,03 21,14+0,03 91,41+0,02
Grasas 6,7£0,01  2,5+0,01 3,2+0,01  2,18+0,01 3,73+0,04  7,49+0,03 4,92+0,01  4,1140,13
Sodio 288,4+0,01 68,7+0,04 45,4+0,05 66,85+0,04 21,59+0,01 468,57+0,02 291,88+1,27 37,72+1,06
Calcio 0,11+0,21 0,06+0,02 0,02+0,07 0,12+0,01 0,39+0,02 0,02+0,01  0,09+0,01  0,0740,01
Fibra dietaria 83,9+0,05 152,5+0,11 107,3+0,01 59,11+0,02 168,42+0,18 70,25+0,01 215,12+0,03 73,90+0,05
AGA(Mgaca/MYresian) 6,2%0,78  2,5+0,06  36,62+0,73 25,26+0,14 129,57+0,41 17,46+0,27 32,80+0,66 34,35+0,77

*bs: base seca, AGA: &cido galacturénico, MIE: material insoluble en etanol.
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El andlisis fisicoquimico realizado a los residuos agroindustriales (Tabla 111.2) mostré que el
contenido de proteina fue mayor para el residuo de mandarina (~ 9,87%), seguido del de naranja
(~8,12%) y el menor valor para el residuo de limoén (~ 4,56%). Los residuos de pomelo y mandarina
mostraron el mayor contenido de carbohidratos con un valor de ~ 91,41% y ~ 91,20%,
respectivamente.

El contenido de ceniza (minerales) estuvo entre 3,05 y 16,95%, en los diferentes residuos
evaluados.

El residuo de limon presentd el nivel més alto de calcio ~ 0,39% y pectina (determinada como
AGA, ~ 129,57mgaca’/M0residuo)-

Los residuos agroindustriales, como las cascaras de frutas, son excelentes sustratos para los
bioprocesos en términos de su alto contenido en carbohidratos, proteinas, sales minerales, calcio,
todos son nutrientes esenciales para la levadura. Estos materiales son una fuente natural de
sustancias pécticas y pueden utilizarse como sustrato para la produccion de enzimas por
microorganismos (Héctor A. Ruiz y col., 2012). El contenido de pectina es de especial interés en

estos residuos, para ser utilizados como inductor de la produccion de la PGasa por W. anomalus.

111.3.2. Seleccion del residuo agroindustrial mediante la metodologia de un factor por vez

En la Figura 111.1 se presentan los valores de produccién de PGasa por W. anomalus en el medio
FR, obtenidos a las 16 h, utilizando los residuos agroindustriales como inductores, en reemplazo de
pectina de citrus comercial. Las actividades enzimaticas se presentan como porcentaje del valor
alcanzado en el medio FR (30°C, 16 h - 180 rpm), el cual representé el 100% de la actividad PGasa
(19,57 £ 0,55 UE/mL).
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Figura I11.1: Produccién de PGasa por W. anomalus con diferentes residuos al 4% (p/v).

El residuo de limon resultd ser el mejor inductor para la producciéon de PGasa, observandose una
actividad relativa ain mayor a la obtenida con el control, 105,09% (21,74 UE/mL). La produccion
de PGasa fue menor (16,52+0,14 UE/mL) al utilizar residuo de naranja, y este valor no presentd
diferencia significativa (p > 0,005) con los valores obtenidos al utilizar pomelo, mandarina o
maracuya como inductores. El uso de mamoén o platano, resulté en una menor produccién de la
enzima.

Debido a estos resultados, en las experiencias posteriores se utiliz6 el residuo de limén en el medio
FR; en reemplazo de pectina comercial. Cabe destacar que ademas de pectina, este residuo
contribuye al medio de cultivo con otros nutrientes como proteina y calcio (Tabla 111.2).

Larios y col. (1989) mostraron que la produccion de endo-PGasa por Aspergillus sp. CH-Y-1043
fue cuatro veces mayor con cascara de limon en lugar de pectina. Maller y col. (2011) observaron
que la cascara de naranja era el mejor inductor de PGasa para la fermentacion sumergida. Segun
informé Embaby y col. (2014), los residuos de cascara de naranja demostraron ser el mejor inductor
de PGasa por Bacillus licheniformis SHG10; similares resultados obtuvieron Anuradha y col.

(2014), en la produccion de una PGasa por Aspergillus awamori MTCC 9166.

111.3.3. Disefios experimentales y andlisis estadistico para la optimizacién del medio de cultivo
¢ Disefio experimental de Plackett-Burman
En la Figura I11.2 se presenta el gréafico de Pareto que indica el efecto de las variables evaluadas

sobre la produccion de PGasa por W. anomalus, en el medio FR, a las 16 h de incubacion.
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Figura I11.2: Diagrama de Pareto para la produccion de PGasa por W. anomalus.

La Figura 111.2 indica que el K,HPO,, el Mgy el residuo de limon, influyeron significativamente en
la produccion de PGasa (p< 0,05), mientras que los demas factores no presentaron influencia
significativa. El R? estadistico (97%) indicé que el modelo presentd un buen ajuste a los datos
experimentales. La influencia del K,HPO, y Mg fue positiva, en el rango de concentracion
evaluado, mientras que el residuo de limén lo hizo de manera negativa, lo que indica que pueden
utilizarse los niveles méas bajos de este Gltimo compuesto en la formulacion del medio de cultivo.

Es importante mencionar que cuando se usé residuo de limén en el medio de FR, en lugar de
pectina comercial, la influencia del extracto de levadura, Ca*, Fe*?, solucién de aminoacidos y
elementos traza no fue significativa, esto se debe al hecho de que este residuo agroindustrial es
también una fuente de minerales y proteinas (Tabla 111.2) (Ruiz y col., 2012).

El efecto de diferentes nutrientes en la produccion de enzimas microbianas ha sido objeto de
diferentes publicaciones. Segun Demlir y col. (2012), la produccién de PGasa por Aspergillus sojae
M3 se vi6 incrementada por la concentracién de cascaras de naranja en el medio de cultivo;
similares resultados obtuvieron Gogiis y col. (2015), en la produccion de una PGasa por Aspergillus
sojae. Rekha y col. (2013) observaron que la cascara de naranja y el Mg* tuvieron una gran
influencia en la produccién de PGasa por T. frigidphilos profundus, mientras que el Fe*® y el Ca*?
mostraron menos efectos. Segun Ortiz y col. (2017), un aumento en K,HPQO,, soluciones de trazas y
factores de Ca'? ejerce un efecto positivo en la produccién de PGase por Aspergillus giganteus
NRRL10. El extracto de levadura y el Fe*? tuvieron un efecto insignificante en la productividad de
las enzimas. Poondla y col. (2016) estudiaron la influencia de diferentes iones metélicos en la
produccion de PGasa por Saccharomyces cerevisiae, la produccion de enzimas aumento
considerablemente con MnSO,> KH,PO,> ZnSO,> CaCl,> MgSO,> CoCl,. En este trabajo, la
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disminucién en la produccion de PGasa observada cuando aumentaron las concentraciones de
residuo de limon, podria deberse al aumento de la viscosidad del medio de cultivo, lo que causo
problemas para mantener la homogeneidad y los problemas de transferencia de oxigeno durante el
proceso de fermentacion (Malvessi & da Silveira, 2004; Rehman y col. 2012).

Los estudios subsiguientes se realizaron utilizando un medio al que se lo denomind “medio de
fermentacion modificado” (medio FM), de acuerdo con los resultados del diseiio de PB. Los
factores significativos y positivos (Mg** y PO,HK;) se mantuvieron en su nivel alto. Las otras
variables no significativas (extracto de levadura, Fe*?, Ca*?, aminoacidos y solucion de elementos
traza) se omitieron, y la pectina comercial se reemplazo por residuo de limdn. La composicion del

medio FM se presenta en la Tabla 111.3.

Tabla 111.3;: Medio de fermentacion modificado

Componentes

Glucosa 10 (g/L)
Residuo de limén 10 - 2% (w/v)
Urea 1,4 (g/L)
KH,PO, 0,5 (g/L)
Mg* 0,25 (g/L)
Solucion de vitaminas 1000 x

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert
Se empled un método de superficie de respuesta para encontrar el nivel dptimo de las variables
residuo de limén y tiempo de fermentacién, para la produccién de PGasa por W. anomalus,
utilizando el medio FM. Se aplicé el disefio experimental Doehlert. EI nimero de puntos centrales
de valor (ny) se fijé en 3 y con dos factores, el total de puntos de la matriz de Doehlert fue 9. La
Tabla I11.4 muestra la matriz del disefio Doehlert y los resultados de la actividad enzimatica

obtenidos en cada experimento.
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Tabla 111.4: Valores codificados y reales, y actividades PGasa obtenidos del disefio Doehlert.

Valores codificados

Valores reales

i Actividad
) ) o Tiempo de
Exp. _ o Tiempode  Residuo de limén Ny PGasa®
Residuo de limén ) Fermentacion
Fermentacion (% p/v) 0 (UE/mL)
1 1 0 10 7,5 0,44+ 0,898
2 0,5 -0,866 8 3 5,145+ 1,333
3 -0,5 -0,866 4 3 7,523+ 0,475
4 -1 0 2 7,5 16,312+ 1,471
5 -0,5 0,866 4 12 25,508+ 1,454
6 0,5 0,866 8 12 12,778+ 1,269
7 0 0 6 7,5 11,208+ 1,910
8 0 0 6 7,5 11,122+ 1,712
9 0 0 6 7,5 11,058+ 1,613

@Media de tres valores, DS dentro del 10%.

Los valores de los coeficientes lineales, cuadraticos e interacciones y su nivel de significancia

(calculados por ANOVA) se muestran en la Tabla I11.5.

El coeficiente de regresion encontrado (R? = 0,99) indicé que el modelo pudo explicar mas del 99%

de la respuesta observada. Los datos revelaron que ambas variables (residuo de limén y tiempo de

fermentacion) exhibieron un efecto significativo sobre la produccion de PGasa, en el rango

estudiado, asi como también la interaccion entre ellos fue significativa (p <0.05).

Tabla 111.5: Coeficientes y p-valores calculados por ANOVA, de acuerdo

con el disefio de Doehlert.

Coeficientes  p-valores
Constante 11,13
Residuo de limén -7,81 0,0000
Tiempo de fermentacion 7,40 0,0000
Residuo de limén 2 -2,75 0,0076
Residuo de limén ¢ Tiempo de fermentacion -5,98 0,0002
Tiempo de fermentacion® 3,06 0,0006

R*=0.99
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Los coeficientes de regresion se calcularon en términos de valores codificados de variables

independientes y los datos se ajustaron a una ecuacién polinémica de segundo orden (ec. I11.1).

PGase (E[]{) = 11,13 — 7,81[Residuo de limén] + 7,40[Tiempo de fermentaciéon]| —

mL
2,75[Residuo de limén]? — 5,98[Residuo de limén][Tiempo de fermentacién] +

3,06 [Tiempo de fermentacién]? (ec. 111.1)

La Figura I11.3 muestra la curva de la superficie de respuesta para la produccion de PGasa por W.
anomalus como funcién de las dos variables independientes.
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Figura I11.3: Curva de superficie de respuesta para la produccion de PGasa por W. anomalus, en
funcion de la concentracion del residuo de limén y del tiempo de fermentacion.

El residuo de lim6n y el tiempo de fermentacion mostraron un efecto lineal y cuadratico
significativo (p <0,05), asi como sus interacciones, sobre la produccion de PGasa. El factor mas
importante que afectd la sintesis de PGasa fue el residuo de limén, con el coeficiente mas alto (-

7,81), seguido del tiempo de fermentacion (7,40). El valor negativo del efecto cuadratico para la
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variable de residuo de limén indico la existencia de un maximo en funcién de esta variable y el
valor positivo para el tiempo de fermentacion indicd la existencia de un minimo en funcion de esta
variable. Existié una interaccion negativa entre ambas variables segun se indica en el valor del
coeficiente (-5,98).

Como se observa en la Figura I11.3, la sintesis de la enzima aumentd cuando la concentracion del
residuo de limoén disminuy6 del 10% al 2% (p/v). A medida que el tiempo de fermentacién aumento
de 3 ha 12 h, se observo una mayor produccion de PGasa.

La ecuacion polinomial de segundo orden (ec. 1) determin6 un valor maximo de PGasa de 30,06 +
1,27 UE/mL, en el medio que contiene 2% (p/v) de residuo de limdn a las 12 h de cultivo, este valor
fue mayor al obtenido en medio de FR.

La composicion final del denominado medio de “Fermentacion Optimizado con residuos” (medio

FOR) se muestra en la Tabla I11.6.

Tabla 111.6: Composicién del medio de Fermentacion Optimizado con residuos (FOR).

Componentes

Glucosa 10 (g/L)
Residuo de limén 2% (p/v)
Urea 1,4 (g/L)
KH,PO, 0,5 (g/L)
Mg 0,25 (g/L)
Solucioén de vitaminas 1000 x

Al estimar los costos del medio de cultivo, se obtuvo que el medio FOR costaria US$ 0,2/L, este
valor es mas bajo que el del medio FR (US$ 1,22/L).

Segun Naidu y Panda (1998), mayores concentraciones de fuente de carbono inhiben la sintesis de
enzimas. Pedrolli y Carmona (2008) observaron que A. giganteus produjo una actividad
significativa de pectina liasa en medio con contenido de residuos de naranja, con un pico de
produccion con 2% (p/v) del residuo. Segun Ahmed y Mostafa (2013), el bagazo de naranja
constituye un excelente sustrato inductor para la produccion de PGasa por P. pinophilum Hedg
NRRL 3503, que representd un aumento del 69,20% en la produccion de enzimas en comparacion
con el control. Ahmed y col. (2015) mostraron una actividad enzimatica maxima con una
concentracion Optima de céascara de naranja del 4% para la produccion de pectinasa por A. niger.
Jahan y col. (2017) incorporaron por separado el 1% de cada desecho agroindustrial (cascara de

manzana, cascara de naranja, cascara de limén, cascara de patata y salvado de trigo) en un medio
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seleccionado para la produccion de PGasa por Bacillus licheniformis KIBE-IB3, un aumento

adicional a esta concentracion disminuye la produccion de la enzima.

111.3.4. Validacién del modelo experimental

La produccién de enzima alcanzada a escala frascos agitados, conteniendo el medio FOR (Tabla
111.6), fue de 31,12 + 0,39 UE/mL, después de 12 h de cultivo. El analisis de varianza no reveld
diferencias significativas (p<0,05) en la actividad PGasa obtenida con los valores predichos y
experimentales, lo que demuestra la validez del modelo utilizado.

111.3.5. Produccion de la enzima PGasa por W. anomalus a escala biorreactor

El efecto del aumento de escala en la produccién de PGasa por W. anomalus se evalué en un
biorreactor de 5 L de capacidad, conteniendo 3 L de medio de anteriormente optimizado.

La Figura I11.4 muestra el curso de un cultivo batch de W. anomalus en el medio FOR, a escala
biorreactor, mediante cultivo batch.
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18
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Figura I11.4: Cultivo batch de W. anomalus y su produccién de PGasa en el medio optimizado con
residuo de limon.
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La Figura 111.4 muestra que la produccion detectable de PGasa comenz6 a las 2 h de cultivo,
obteniendo una produccién maxima a las 12 h, coincidiendo con el agotamiento de la glucosa. A
partir de este momento, la actividad enzimatica en el sobrenadante del cultivo se mantuvo
constante. Se obtuvo una produccion enzimatica maxima de 31,28 + 0,93 UE/mL a las 12 h. El pH
disminuyd ligeramente durante el cultivo desde un valor inicial de 5,1, hasta aproximadamente 4,9
al final del proceso de fermentacion.

En el capitulo anterior, la produccion méaxima de PGasa obtenida W. anomalus fue de ~25,52
UE/mL en un medio sintético optimizado compuesto por: glucosa, pectina de citricos comercial,
urea, extracto de levadura, KH,PQO,, CaCl, y MgSO,, en un sistema batch, a escala biorreactor de

laboratorio.
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111.3.6. Comparacion de medios.

En la Tabla 111.7 se muestra una comparacion en cuanto a la cantidad de componentes y costo del medio FR, el medio FO y el medio FOR. Se
observa una gran reduccion en costos y una facil preparacién al utilizar residuos de limén en el medio de cultivo. EI medio FO no result6 en una
reduccion en costos, sin embargo, se logré una mejora significativa en cuanto a la simplicidad de su composicion y féacil preparacion.

Tabla 111.7: Comparacion de cantidades y costo de los componentes de los medios de cultivo evaluados.

Cantidades Cantidades Cantidades

Componentes Medio RF (g/L) U  MedioFo(gr) Y% Medio FOR (g/L) Ve
glucosa 10,000 0,142 10,000 0,142 10,000 0,142
urea 1,400 0,042 1,400 0,042 1,400 0,042
cloruro de calcio (CaCly) 0,100 0,002 0,050 0,001 0,050 0,001
sulfato de magnesio (SO,MQ) 0,500 0,005 0,250 0,003 0,250 0,003
fosfato potasico (KH,POy,) 1,000 0,028 0,500 0,014 0,500 0,014
extracto de levadura - - 0,750 0,109 - -
pectina citrica 5,000 0,849 6,000 1,019 - -
Vitaminas

biotina 2E-06 3E-04 - - 2E-06 3E-04
pantotenato de Calcio 4E-04 1E-04 - - 4E-04 1E-04
acido folico 2E-06 4E-05 - - - -
inositol 2E-03 2E-03 - - - -
niacina 4E-04 TE-04 - - - -
acido p-aminobenzoico 2E-04 9E-06 - - - -
piridoxina 4E-04 2E-04 - - 4E-04 2E-04
riboflabina 2E-04 1E-03 - - - -
tiamina 4E-04 1E-03 - - 4E-04 1E-03
Aminoacidos

histidina 0,010 0,025 - - - -
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metionina 0,020 0,041 - -
triptofano 0,020 0,078 - -
Elementos traza
sulfato de cobre
pentahidratado
(CuS0,-5H,0) 4,E-05 1,E-06 - -
cloruro ferrico
hexahidratado(FeCl;-6 H,0) 2,E-04 5,E-05 - -
sulfato de manganeso
monohidratado (MnSQ4-H,0) 4,E-04 1,E-05 - -
molibdato de sodio
bihidratado (NaMo00O,-2H,0) 2,E-04 3,E-05 - -
sulfato de zinc heptahidratado
(ZnS0O,-7H,0) 4,E-04 8,E-06 - -
Precio U$s total del
medio por L 1,2179 1,3297 0,2034
Precio $ total del medio
por L 69,4222 75,7909 11,5937
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111.4. CONCLUSIONES

El medio de fermentacion optimizado quedé compuesto por glucosa, residuo de limén, urea,
vitaminas, KH,PO, y MgSQO,. En este medio, la sintesis de PGasa alcanzé un valor de ~31 UE/mL a
las 12 h, en cultivo batch, a escala biorreactor. La actividad de la PGasa mejoré un ~37%, con
respecto al valor obtenido con el medio de fermentacién de referencia original; y un ~18% respecto
del medio sintético optimizado en el capitulo anterior.

En esta etapa del trabajo, se logr6 aumentar la produccion de la enzima y obtener un medio de
cultivo de bajo costo para su produccion, utilizando un residuo agroindustrial. La provincia de
Misiones genera grandes cantidades de residuos de las industrias agricolas. La produccion de PGasa
por W. anomalus, utilizando dichos desechos agricolas en el medio de cultivo, representa una
alternativa adecuada para la revalorizacion de este tipo de residuos, reduciendo la contaminacion
ambiental y generando productos con un alto valor agregado, con ventajas econémicas y ecolégicas.
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CAPITULO IV: EXTRACCION ENZIMATICA DE ALMIDON DE MANDIOCA
CON PGASA DE WICKERHAMOMYCES ANOMALUS

RESUMEN

El objetivo de la presente etapa fue estudiar el efecto de diferentes factores sobre el proceso de
extraccion de almidén de mandioca, mediante la enzima poligalaturonasa de W. anomalus, a fin de
encontrar un protocolo 6ptimo para la extraccion mediante un proceso biotecnolégico.

Para el proceso de extraccion, la mandioca pelada y cortada, se colocé en frascos Erlenmeyers a los
que se les agreg6 el EE de W. anomalus y buffer de reaccién. La mezcla se incub6 a 40°C, 6 h, con
agitacion y posteriormente se filtrd. El filtrado, denominado material extraido (ME), se centrifugo,
lavé y secd a 45°C. El rendimiento se expresé como porcentaje de almidon extraido respecto al
peso seco del tejido original (% p/p). Se estudiaron diferentes factores sobre el rendimiento del
proceso extractivo: tamafo de tejido, dosis de la enzima (15 a mL) y la relacion sélido/liquido
(S/L), mediante un factor por vez. Se optimiz6 la temperatura y el tiempo de extraccién, utilizando
la metodologia de superficie de respuesta. El proceso se compard con el uso de una enzima
comercial.

La mandioca “procesada (MP)” permitié un mayor rendimiento de extraccion. Los blancos con el
EE inactivo arrojaron valores despreciables. Los mayores rendimientos se obtuvieron con una
relacién S/L de 30/60 gmp/MLpyrer + enzima- EI rendimiento aumentd con el volumen del EE hasta los
30 mL (PGasa en el medio de reaccién: ~15,5 UE/mL). La temperatura y el tiempo de reaccion,
tuvieron un efecto significativo. EI 6ptimo rendimiento de extraccion de almidon se presentd a 40°C
y 5 h. La ecuacion polinomial de segundo orden determin6é un valor maximo de extraccion de
almidén de 32,57 + 0,41 % (p/p). Al realizar la extraccion a escala reactor, en las condiciones
optimizadas, se obtuvo un rendimiento: 33,06 + 0,49 % (p/p). El protocolo final de extraccion
resultd ser: mandioca cruda, lavada y procesada (MP) + EE (relacion S/L 30/60 — PGasa = 15
UE/mL), incubaci6n en reactor a 40 °C, 5 h, 400 rpm, filtracion, lavado (2 veces),
sedimentacion, secado (45 °C — 24 h), molido y tamizado (100 mesh).

Se evaluaron las caracteristicas fisico-quimicas y funcionales del almidon extraido. La composicién
proximal del almidén extraido por via enzimatica (AE) presenté contenidos de humedad, proteina,
fibra cruda y grasa levemente mayores a los del almidén comercial (AC). El contenido de cenizas y
carbohidratos, resulté ligeramente menor al de AC y estos valores estan dentro de los pardmetros
exigidos segun el Codigo Alimentario Argentino. EI mayor indice de solubilidad en agua (% ISA) y

poder de hinchamiento (PH) se present6 a los 70 °C en ambos almidones. EL PH del AE presento
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un valor ligeramente menor respecto al del AC, siendo los valores obtenidos de 1,97 gagua/Oae Y
2,08 Qaqua/9ac, para AE y AC, respectivamente. Respecto a los valores de ISA, el AC no presento
diferencia significativa en comparacion con el AE (3,14% y 3,97% respectivamente). El AE
presenté una temperatura de empastamiento (comienzo de la gelatinizacion) de 63,5 °C, un pico de
viscosidad maxima de 355 UB, la viscosidad de la pasta a los 95 °C fue de 352,5 UB, la estabilidad
de la pasta durante la coccion (breakdown) fue de 132,5 UB y la tendencia a la retrogradacion
(setback) fue de 80 UB.La sinéresis debido a la refrigeracion y congelacion de las pastas de AE fue
mas alta respecto a la del AC. Los valores de transmitancia (%T) obtenidos fueron de 52,32%T para
AE, semejante al obtenido para AC (55,17%T), dentro del dentro del rango de referencias de la
FAO (2007). La pasta de AE es considerada clara o transparente. La temperatura de gelificacion
resultante para AE fue de 63 °C.

El AE podria ser utilizado en alimentos como mermeladas, gelatinas, y en confiteria para la
elaboracién de gomitas, etc. EI método de extraccion enziméatica podria ser un método
biotecnoldgico innovador, obteniéndose un producto de similares caracteristicas quimicas y

microscopicas a los almidones comerciales, extraidos por métodos mecanicos.

Palabras claves: extraccion enzimatica, almidon de mandioca, caracterizacion.
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IV.1. INTRODUCCION

El almiddn es una materia prima con un amplio campo de aplicaciones, es utilizado en la industria
alimenticia como estabilizante, agente de relleno, ligante, formador de peliculas, gelificante,
humectante, espesante, etc.

La mandioca (Manihot esculenta), contiene méas almidoén por peso seco que cualquier otro cultivo
alimentario. Misiones es la principal provincia productora de mandioca de la Argentina y potencial
proveedor del mundo. La mandioca es utilizada como materia prima de la industria para la
extraccion de almidon.

Los granulos de almidon se encuentran en el interior de las células. El proceso tradicional de
extraccion del almidon de mandioca consiste en romper las paredes celulares para liberar los
granulos de almidon mediante un proceso de molienda y rallado. La eficiencia de esta operacién
determina, en gran parte, el rendimiento total de la extraccién de almidén. Si durante el rallado no
se desintegra bien el tejido para liberar los granulos de almidon del interior de las células, el
rendimiento del proceso de extraccion baja y se pierde mucho almidén en el afrecho desechado. Se
estima que alrededor del 10-15 % del almidén original no es extraido y se pierde en el residuo
solido de la extraccion. Por otra parte, el rallado puede afectar la integridad de los granulos de
almidon obtenidos, produciendo asi lo que se denomina almidén dafiado. Este almidén impacta
negativamente sobre sus propiedades funcionales y reoldgicas, Finalmente, es importante
mencionar que esta etapa demanda un alto gasto energético responsable en gran parte del costo total
del proceso (Cobana y Antezana, 2007; Torre y col., 2010).

Las enzimas pécticas o pectinasas, son las responsables de la degradacion de las sustancias pécticas
presentes en la laminilla media y en la pared celular primaria de las plantas superiores. Algunas
pectinasas tienen la capacidad de hidrolizar restringidamente la protopectina presente en los tejidos
vegetales, liberando pectina soluble y se las conocen como enzimas solubilizadoras de pectina o
protopectinasas (PPasas) (Cavalitto y col., 2000; Tari y col., 2007; Zapata Zapata, 2008).
Wickerhamomyces anomalus, es una levadura autéctona aislada a partir de frutas citricas, en la
Universidad Nacional de Misiones, Misiones, Argentina (Martos y col., 2013). Dicha levadura
produce, al crecer en un medio liquido, extractos enziméticos con elevada actividad endo-
poligalacturonasa (endo-PG, EC 3.2.1.15). Esta enzima fue purificada, caracterizada y finalmente
identificada como una endopoligalacturonasa (endo-PG), la cual presenta ademés actividad PPasa
(Martos y col., 2014a). De estudios previos se demostrd que los sobrenadantes crudos del cultivo de
W. anomalus producen la desintegracién de tejidos de mandioca con la consecuente liberacion de

los granulos de almiddn de su interior. Es de destacar que la Unica actividad enzimética detectada en
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los sobrenadantes de cultivo de W. anomalus es dicha PGasa, por lo cual la actividad macerante y/o
desintegrante se adjudicd a esta enzima.

La extraccion de almidén de mandioca por via enzimética, presentaria ventajas respecto a los
métodos mecanicos utilizados tradicionalmente. Las condiciones usadas para la extraccion de
almiddn por via enzimética son mucho méas suaves, se tendria un menor dafio en los granulos de
almidon preservando su integridad con una mejora en su calidad y un ahorro energético del proceso
de extraccion en su conjunto. Es también factible que se alcancen mayores rendimientos en el
almidén obtenido respecto al peso de mandioca procesada.

En la presente etapa de este trabajo de tesis, se decididé profundizar en el estudio del proceso de
desintegracion enzimaética de tejidos de mandioca con liberacién del almidon como alternativa al
conocido proceso de disrupcion mecanica y realizar la caracterizacion del almidon obtenido para

compararlo con el almidén de mandioca comercial.

IV.2. MATERIALES Y METODOS

IV.2.1. Obtencion del Extracto Enzimatico

El extracto enzimético (EE) se obtuvo a partir de cultivos de la levadura W. andémalus en el medio
optimizado, con glucosa (10 g/l), residuo de limon (2 % p/v) como FCE e inductor,
respectivamente, sales y vitaminas; a escala biorreactor, agitacion (550 rpm), durante 12 h a 30 °C,
segun se detall6 en el capitulo 111, de la presente tesis Una vez terminada la fermentacion, el cultivo
fue centrifugado a 2350 x g durante 10 min para remover las células de levadura. El sobrenadante
obtenido (EE), se concentr6 2 x a presion reducida en un rotavapor a escala banco (Bichi; 30
vueltas por min, a 38 °C) y fue denominado extracto enzimatico concentrado (EEC). ElI EEC se
mantuvo a —18°C hasta su utilizacién. Cuando fue necesario, las muestras se descongelaron
rapidamente en un bafio de agua a 30 °C con agitacion a los efectos de acelerar el proceso, a modo
de evitar la desnaturalizacion de las proteinas presentes.

La actividad PGasa del EE y del EEc se determind por el método de Somogyi Nelson.

IV.2.2. Obtencion de la materia prima
Los tubérculos de mandioca (Manihot esculenta) fueron proporcionados por un productor local, de
la ciudad de Posadas, Misiones, Argentina. Las raices se lavaron con agua del grifo, pelaron y

cortaron en diferentes formas y tamafios, segun se menciona mas adelante. .
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IV.2.3. Protocolo de la extraccion enzimética de almidon

Extraccion: para extraer el almidon de mandioca se empled la metodologia descrita por Sit y col.
(2015), con algunas modificaciones. El EEC fue diluido con buffer acetato de sodio/&cido acético
(0,2 M, pH 5,0), de manera de obtener una actividad PGasa similar a la del EE original (~31
UE/mL). El proceso de extraccion se llevo a cabo en frascos Erlenmeyers de 500 mL conteniendo
30 g de material vegetal, 25 mL de buffer acetato de sodio/acido acético (0,2 M, pH 5,0) y 25 mL
del EE (~31 UE/mL), con una relacion sélido/liquido (S/L) de 30/60 (p/v). La mezcla de reaccién
se incub6 a 40°C, durante 6 h, en una incubadora con agitacion (MRC, TOU-50N, ancho de
vibracion de 25 mm) a 150 rpm.

Tratamiento del material extraido (ME): después de la extraccidn, la suspensidon resultante se filtré
a través de un pafio de muselina de doble doblez en un vaso de precipitados y el filtrado se
centrifugd a 2,350 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se descartd, se limpié raspando la
superficie de sedimento de impurezas visibles. El sedimento final se sec6 a 45 ° C durante 24 h en
un horno de secado con aire caliente (0,4 m/s) (horno Dalvo, Modelo EHRF, Industria Argentina).
El producto obtenido fue denominado “material extraido (ME)”. El ME se pes6 y se mantuvo en
recipientes de plastico herméticos para su posterior analisis.

El rendimiento se expres6 como porcentaje de material extraido (ME) respecto al peso seco del
tejido original (% p/p) (Nakamura y col., 1995).

IRendimiento ME (% p/p) = ME* (g)x 100/mandioca en base seca (g)|

Las experiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los célculos valores promedios.

*ME: material extraido

IV.2.4. Influencia de diferentes factores en el proceso de extraccion enzimatica de almidon
En esta etapa del trabajo, se evalué la influencia del tamafio del tejido vegetal (raices de mandioca),
la relacion solido/liquido (S/L) y la actividad PGasa, sobre el rendimiento del proceso de extraccion
de almidon utilizando el EE de W. anémalus, con el fin de determinar las mejores condiciones para
llevar a cabo el proceso extractivo. Se siguid el protocolo descripto en el item 2.3.

¢ Influencia de la forma y tamafio del tejido
Las raices de mandioca lavadas y peladas se cortaron en diferentes formas y tamafos, a saber:

a) Bastones largos 1x1x2 cm®: las raices de mandioca se cortaron utilizando un cuchillo a 2

cm de largo, luego se cortaron los bastones mediante un corta papas de cocina.
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b) Cubos de 1 cm®: los bastones obtenidos como se describié anteriormente se cortaron
utilizando un cuchillo de modo de obtener cubos de 1 cm®.
c) Rodajas de 3 mm de espesor: las raices de mandioca se cortaron transversalmente
utilizando una mandolina de cocina, adaptada al espesor de 3mm.
d) Rodajas de 1 mm de espesor: las raices de mandioca se cortaron transversalmente
utilizando una mandolina de cocina, adaptada al espesor de 1mm.
e) Ralladas: las raices de mandioca se rallaron utilizando un rallador de cocina.
f) Procesadas: las raices de mandioca se procesaron utilizando una multiprocesadora de
cocina durante 10 segundos.
Para el proceso de extraccién se siguieron los pasos descriptos anteriormente (item 2.3). En cada
experiencia se preparé un blanco con agua destilada en lugar de enzima, sometiéndolo a iguales
condiciones de extraccién. En todos los casos, las experiencias se realizaron por triplicado y se
tomaron para los célculos valores promedios. Los resultados se analizaron mediante ANOVA

simple, aplicando el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.

¢ Influencia de la relacién solido/liquido

El efecto de la relacién sélido/liquido (S/L) ha sido estudiado por otros autores para diferentes
materias primas. Se sabe que una disminucion de la relacion S/L aumenta el rendimiento de la
extraccion. Es necesario encontrar una relacion adecuada entre el solvente y la materia prima a ser
extraida. Una proporcién alta, da lugar a extractos demasiado diluidos y aumenta los costos del
posterior secado y si es muy baja no habra buena difusion (Cacace y Mazza, 2003; Herodez y col.,
2003; Pinelo y col., 2005; Spigno, 2007).

En esta etapa, se evalué el rendimiento de extraccién de almidén empleando diferentes relaciones
S/L (Qrmateriat vegeta! MLputter + enzima): 30/20, 30/40, 30/60, 30/80 y 30/100, bajo las mismas condiciones

de extraccion que las mencionadas en el item 2.3 y manteniendo la misma relacion buffer y enzima.

¢ Influencia de la actividad PGasa
Se estudio la posibilidad de utilizar un menor volumen del EE, a fin de disminuir los costos del
proceso. Para ello se evalud la extraccion de almiddn, utilizando diferentes volumenes de EE (15,
30 y 45 mL), pero manteniendo las mismas condiciones de extraccion mencionadas en el item 2.3y
utilizando la relacién S/L seleccionada en la etapa anterior.
En todos los casos, el proceso de extraccion se realizé segin se mencion6 anteriormente. En cada
experiencia, se prepar0 un blanco con agua destilada en lugar de enzima, sometiéndolo a iguales

condiciones de extraccion.
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Las experiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los célculos valores promedios. Los
resultados se analizaron mediante ANOVA simple, aplicando el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV.

Para experiencias posteriores, el protocolo de extraccion y tratamiento del ME se fue ajustando a los
resultados experimentales que fueron surgiendo, a fin obtener mayores rendimientos y un almidén

de mejor calidad.

IV.2.5. Metodologia de superficie de respuesta: optimizacion de la temperatura y el tiempo de
extraccion.

En la presente etapa del trabajo, se optimizo el efecto de la temperatura y el tiempo de incubacion,
sobre la extraccién de almidon de mandioca por el EE de W. anomalus mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MSR). Actualmente, esta técnica ha sido ampliamente usada por diferentes
investigadores para optimizar las condiciones de extraccién de polisacaridos (Zapata y col., 2009).
Se evaluo el proceso de extraccion de almidén a diferentes temperaturas (30 a 50°C), dentro del
rango de estabilidad de la enzima, y tiempos de incubacién (1 a 6 h), utilizando el disefio
experimental de Doehlert (Martos y col., 2014, Doehlert, 1970). EI valor de n, se fijo a 3; por lo
tanto, se realizaron un total de nueve experiencias, las que estudiaron el efecto de dos variables
independientes a cinco niveles cada una, con tres repeticiones en el punto central (Butiuk y col.,
2015).

En la Tabla IV.1 se presenta la matriz utilizada en el disefio experimental de Doehlert. Se siguio el
protocolo de extraccién descripto anteriormente (item 2.3), pero utilizando la forma y tamafio del
tejido vegetal seleccionado previamente, asi como también la relaciéon S/L, la temperatura y la
actividad PGasa que condujeron a un mayor rendimiento de extraccion.

En cada experiencia se realiz6 un control con agua destilada en lugar de enzima. En todos los
casos, las experiencias se realizaron por triplicado y se tomaron para los calculos valores
promedios. Los resultados se analizaron aplicando el programa estadistico Statgraphics Centurion
XV.
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Tabla IVV.1: Valores codificados y reales utilizados en el disefio experimental de Doehlert

Valores codificados Valores reales

B Temperatura (°C)  Tiempo (h) Temperatura (°C)  Tiempo (h)
1 1 0 50 3,5
2 0,5 -0,866 45 1

3 -0,5 -0,866 35 1

4 -1 0 30 3,5
5 -0,5 0,866 35 6

6 0,5 0,866 45 6

7 0 0 40 3,5
8 0 0 40 3,5
9 0 0 40 3,5

1V.2.6. Comparacion de rendimientos de extraccion con enzimas comerciales

El proceso de extraccion enzimatica de almidon de mandioca con PGasa de W. andmalus se
compard con la extraccion realizada con enzimas comerciales, Pectinex Ultra Clear Batch
SON50034, una poligalacturonasa provista por Frutos Patagonicos SRL. Se sigui6 el protocolo de

extraccion optimizado en las etapas anteriores.

1V.2.7. Escalado del proceso de extraccion del almidén de mandioca con el EE de W. anomalus
El proceso de extraccién se llevo a cabo, inicialmente, a escala frascos agitados y utilizando un
Erlenmeyer de 3 L. La extraccién se realizd en una incubadora con agitacion (MRC, TOU-50N,
ancho de vibracion de 25 mm) a 150 rpm, en las condiciones de temperatura y tiempo optimizadas.
Posteriormente, se realizo la extraccion de almidon en un reactor de 5 L de capacidad, con agitacion
mecanica 400 rpm, bajo las condiciones de reaccion seleccionadas y optimizadas en las etapas
anteriores.

Las experiencias se realizaron por triplicado (frascos Erlenmeyers) y duplicado (reactor), y se

tomaron para los calculos los valores promedios.

1V.2.8. Caracterizacion del almidon extraido
Se realiz6 la caracterizacion quimica y funcional del almidon nativo extraido por via enzimatica
(AE) y se compar6 con un almidon nativo comercial (AC), obtenido por el método de extraccion

tradicional.
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e Anélisis proximal
Las propiedades fisicoquimicas son las que determinan el uso del almidén de mandioca. Entre las
propiedades fisicoquimicas mas importantes encontramos la composicién proximal (contenido de
proteina cruda, grasas, fibra cruda, cenizas y humedad). Se determind el contenido de humedad
mediante secado a 105 °C hasta peso constante (Técnica Analitica del CAA; 13.21, 1989), fibra
cruda (por tratamiento con 4cido y alcali), cenizas (temperatura 550 °C durante 3 h), proteinas (N
total por el método Kjeldahl « 6,75, factor proteinas vegetales), grasa (por método de Twisselman
por Soxhlet con extraccion con éter de petréleo) y carbohidratos (por diferencia), fueron

cuantificados segun las metodologias descritas por AOAC (1990).

e Analisis microscopico del almiddn extraido

e Microscopia Optica
Para la caracterizacién microscépica de los granulos de almidén se colocd una pequefia porcién de
almidén sobre un portaobjetos y se agreg6 una gota de una solucion de yodo/yoduro de potasio al
0,2 %. Las muestras se observaron en un microscopio de luz invertido OLYMPUS®, modelo
IX51® (Olympus America, Inc., Melville, NY, USA) y las imagenes se captaron utilizando
aumento a 40X y 100X. (Vargas Aguilar et al., 2012).

e Microscopia de electronica de barrido
Para obtener las micrografias del almidén se us6 un microscopio electronico de barrido (JEOL 5800
LV) del servicio de microscopia de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE, Corrientes,
Argentina), trabajando con un haz de energia de 15kV. Las muestras secas se montaron en una
lamina metalica de aluminio utilizando cinta bifaz para adherir las mismas. Luego se llev6 a cabo el
metalizado o sputtering, se cubrié el material con oro, durante tres minutos, a fin de evitar los

fendmenos de carga eléctrica por iluminacion del haz electronico (Sivoli et al., 2009; 2012).

e Caracterizacion funcional del almiddn extraido
Para poder evaluar el potencial uso industrial en alimentos del almidén de mandioca extraido, es
fundamental determinar sus propiedades funcionales.

e Determinacion del indice de solubilidad en agua y poder de hinchamiento
Para la determinacion del indice de solubilidad en agua (ISA) y el poder de hinchamiento (PH) se
utilizé la técnica desarrollada por Leach, McCowen y Schoch (1959), con algunas modificaciones
(Colussi y col., 2014). Se pes6 1 g de muestra y de dispersé en 50 mL de agua destilada en un tubo
de centrifuga, los tubos se agitaron y se llevaron a un bafio termostatizado (Vicking, Dubnoff,

Argentina) manteniendo la temperatura durante 30 minutos en escalones de 10 °C desde 50 a 90 °C.
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Luego, se dejd enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a 5000 rpm durante 30 minutos en
una centrifuga (Rolco, Argentina).

Para el célculo del indice de solubilidad en agua, se colocd el sobrenadante en una capsula,
previamente secada y pesada, y se llevd a estufa a 103+1°C hasta peso constante.

Wso—W¢

ISA(%) =

x 100 A

Wm
Siendo:
W,,: peso de la cépsula con el sobrenadante seco (g)
W_: peso de la capsula (g)
W, peso de la muestra en base seca (g)

La solubilidad se expres6 como porcentaje de peso del s6lido seco respecto al peso de almiddn
seco.
Para el calculo del poder de hinchamiento se consideré el sedimento resultante de la centrifugacion

(almidon hidratado) y el peso inicial del almidén seco (restando la fraccion soluble).

PH (g/ g) = —Vvll,/;e__lvsvz B

Siendo:
We.: peso del sedimento himedo (g)
W;: peso del tubo vacio (g)
Wi, peso de la muestra en base seca (g)

ISA: fraccion soluble

El resultado se expresé como los gramos del sedimento del gel por gramo de almidén. Las
determinaciones se efectuaron por duplicado.
o Perfiles de viscosidad Brabender

Para determinar la temperatura de gelatinizacion de las muestras de almidon y las viscosidades en
Unidades Brabender (UB), se considerd la norma ISI 19, 2000. Se prepar6 500 mL de una
suspension acuosa de cada muestra de almidén al 5% en base seca, se ajustd el pH 5,5 y se analiz6
en un viscoamilégrafo Brabender (Micro-Visco-Amylo-Graph, 803201, Germany). El equipo
trabajé con una rampa incremental de temperatura con una pendiente positiva de 1,5 °C/minuto,

elevando la temperatura inicial de 50°C a 95°C, la cual se mantuvo durante 30 minutos. Por ultimo,
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se disminuyd la temperatura hasta 50°C con una rampa decreciente de temperatura con una
pendiente negativa de 1,5 °C/minuto, se mantuvo esta temperatura durante 5 minutos. A partir de
los amilogramas resultantes se evaluaron los siguientes puntos significativos de la curva:

A: Temperatura de empastamiento (comienzo de la gelatinizacion).

B: Pico de viscosidad 0 maxima viscosidad (PV).

C: Viscosidad al comienzo del primer periodo de mantenimiento a 95 °C.

D: Viscosidad al comienzo del periodo de enfriamiento a 95 °C.

E: Viscosidad al final del periodo de enfriamiento a 50 °C.

F: Viscosidad al final del segundo periodo de mantenimiento a 50 °C.

B — D: Estabilidad de la pasta durante la coccidn (breakdown).

D — E: Retrogradacion (setback).

Las medidas se realizaron por triplicado sobre cada muestra de almidén.

o Estabilidad de refrigeracién y congelacion
Se pesaron 2g (base seca) de muestra, la uge se dispers6 en 40 mL de agua destilada en un tubo de
centrifuga (previamente pesados), los tubos se agitaron y se calentaron a 95 ° C durante 30 min con
agitacion constante. EI gel se centrifugé a 2.350 x g durante 10 min, se eliminé el agua libre
(sobrenadante). Entonces se determind el peso de la pasta. Esto se sometio a ciclos alternativos de
congelacién y descongelacion (22 h de congelacién a -20 ° C seguido de 2 h de descongelacion a 30
° C); y de refrigeracion (22 h de refrigeracion a -5 ° C seguido de 2 h a 30 ° C) durante 5 dias.
Luego de cada ciclo, se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos y el porcentaje de agua se separd

y pesod. El porcentaje de sinéresis se determind como el peso de los exudados al peso de la muestra.

peso exudados (g) x 100
peso muestra (g)

%Sineresis =

e Claridad de las pastas
La claridad indica el grado de transparencia de las pastas y estd directamente relacionada con el
estado de dispersion de los solutos y con la tendencia a la retrogradacion de los almidones. La
capacidad para transmitir la luz cuando son sometidos al paso de un haz radiante mide su claridad.
Se empled la técnica propuesta por Craig y col. (2002), descripta en la Guia técnica para produccion
y analisis de almidon de yuca, FAO (2007). Se realizaron suspensiones acuosas con muestras de
200 mg de (AE y AC, respectivamente) y 20 mL de agua destilada. Se gelatinizaron las muestras

durante 30 minutos en un bafio de agua en ebullicién y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
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Mediante un espectrofotometro (SHIMADZU, UV: 2550, Japdn) se midié el porcentaje de
transmitancia (%T) de las suspensiones, a 650 nm, usando agua destilada como referencia. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

e Temperatura de gelificacion
Los granulos de almiddn son insolubles en agua fria; cuando se calientan en solucion a temperaturas
altas alcanzan una temperatura especifica en la cual se inicia el hinchamiento de los granulos. Esta
temperatura es llamada temperatura de gelatinizacion. Se empled la técnica propuesta por Grace y
col. (1977), descripta en la Guia técnica para produccién y analisis de almidén de yuca, FAO
(2007). Se realizaron suspensiones acuosas con muestras de 10 g de almidén de mandioca y 100 mL
de agua destilada. Se calenté 100 mL de agua a 85 °C. Se tomaron 50 mL de la suspension en un
vaso de precipitados de 100 mL, el mismo se introdujo en el agua a 85 °C. Con un termémetro se
agito la suspension, hasta que se formo de una pasta y la temperatura se estabilizd. A continuacion,
se leyo la temperatura de gelificacion en el termometro. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1. Influencia de diferentes factores en el proceso de extraccion enzimatica de almidon

¢ Influencia de la forma y tamafio del tejido vegetal
En la Figura V.1 se presenta el rendimiento del ME, utilizando diferentes tamafios y formas de la
materia prima (raices de mandioca). La forma “procesada” resultd ser la mas conveniente para
llevar a cabo la extraccion enzimatica de almiddn, dado que a partir del mismo se obtuvo el mayor

rendimiento de extraccion, el cual resulté ser de 35,9740,253 % (gme/100 Qmaterial seco)-
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Figura 1V.1: Rendimiento de extraccion del ME con el extracto enzimatico de W. anomalus,
utilizando diferentes tamafios y formas del material vegetal. Condiciones de extraccion: relacion
S/L: 30/50 (p/v), pH: 5, 40 °C, 6 h, a 150 rpm, actividad PGasa en el medio de reaccion: ~15
UE/mL.

En base a los resultados obtenidos, los estudios posteriores de extraccion enzimatica del almidén, se

realizaron utilizando mandioca “procesada” (MP) como materia prima.

¢ Influencia de la relacion solido/liquido
En la Tabla IV.2 y en la Figura 1V.2 se presentan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la
relacién S/L (gwmp/MLpysrer+ee), SObre la extraccion de almidén de mandioca por el EE de W.
anomalus. En la Tabla IV.3, se presenta el andlisis de varianza correspondiente, en la Tabla V.4 el
analisis de rangos multiples y en la Figura IV.3 el gréfico de comparacion de medias. Se mantuvo
en todas las experiencias una actividad PGasa en el medio de reaccién de ~15 UE/mL en el medio

de reaccion.
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Tabla 1V.2: Extraccion de almidon de mandioca con diferente relacion sélido/liquido.

Rendim. Rendim.

MP (q) Buffer(ml) EE(ml) o 2conSh e @) % Prom. *+
(Imp/MLputter + e2)

30 10 10 30720 1340 8,634

30 10 10 30/20 1562 10,065 8,801+ 1,189
30 10 10 30/20 1196 7,704

30 10 10 (H,0) 30720 0,355 2,284

30 20 20 30/40 2791 30,867

30 20 20 30/40 4,942 31,843 30,852+ 0,099
30 20 20 30/40 4,632 29,846

30 20 20 (H,0) 30/40 0,363 2,340

30 30 30 30/60 6,230 40,142

30 30 30 30/60 6,335 40,820 40,822 + 0,681
30 30 30 30/60 6,442 41,505

30 30 30 (H,0) 30/60 0540 3477

30 40 40 30/80 6,152 39,639

30 40 40 30/80 6,250 40,267 40,496 + 0,991
30 40 40 30/80 6,453 41,581

30 40 40 (H,0) 30/80 0400 2576

30 50 50 30/100 6216 40,053

30 50 50 30/100 6521 42,019 40,499 + 1,353
30 50 50 30/100 6,119 39,426

30 50 50 (H,0) 307100 0581 3,746

* g ME/100 g mandioca seca, ME: material extraido
**|_os resultados corresponden al promedio de tres repeticiones + DS.
Condiciones de extraccién: actividad PGasa en el medio de reaccion: ~15 UE/mL, pH: 5, 40 °C, 6

h, a 150 rpm.
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Figura 1V.2: Efecto de la relacion solido/liquido en el rendimiento de extraccion enzimatica de

almidén.

Tabla IV.3: Andlisis de Varianza para el rendimiento segun la relacién S/L

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos 2283,98 4 570,996 501,89 10,0000
Intra grupos 11,377 10 1,1377

Total (Corr.) 2295,36 14
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Tabla 1V.4: Andlisis de rangos maltiples

Relacion  Cantidad Media

Grupos Homogéneos

30g/20ml 3 8,801 X

30g/40ml 3 30,852 X

30g/60ml 3 40,8223 X

30g/80ml 3 40,4957 X

30g/100ml 3 40,4993 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
309/100ml - 30g/20mI  * 31,6983 1,94049
309/100ml - 30g/40ml  * 9,64733 1,94049
30g/100ml - 30g/60ml -0,323 1,94049
30g/100ml - 30g/80ml 0,00366667 1,94049
30g/20ml - 30g/40ml * -22,051 1,94049
30g/20ml - 30g/60ml * -32,0213 1,94049
30g/20ml - 30g/80ml * -31,6947 1,94049
30g/40ml - 30g/60ml * -9,97033 1,94049
30g/40ml - 30g/80ml * -9,64367 1,94049
30g/60ml - 30g/80ml 0,326667 1,94049

* indica una diferencia significativa.

Rendimiento (% p/p)

50

40

30

20

10

LA FELILIL A L L L BN |

Lo b b b s baaaa |l

30g/100mL 30g/20mL  30g/40mL 30g/60mL 30g/80mL
Relacion Sélido/Liquido (p/v)

Figura 1V.3: Grafico de comparacion de medias para el efecto de la relacion S/L (gmp/MLpyter + ££)

sobre el rendimiento de extraccion enzimatica del ME.
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De la Tabla de Anélisis de Varianza (Tabla 1V.3) se pudo concluir que la relacion S/L (gwp/MLpufrer +
enzima) INFlUyO significativamente en el proceso de extraccion del ME, siendo el nivel de
significacion (p) menor a 0,05 para el 95 % del nivel de confianza. El Test de Rangos Mdltiples
(Tabla IV.4), indic6 que hubo diferencia entre las relaciones 30/20 y 30/40 con las demas relaciones
evaluadas: 30/60, 30/80 y 30/100, pero no hubo diferencia significativa entre estas tltimas.

En la Figura 1V.3, se observa que los mayores rendimientos de 40,82 %, se obtuvieron con una
relacién S/L de 30/60 (p/v). Puede observarse que a mayores relaciones S/L, los rendimientos
obtenidos no variaron significativamente.

En base a los resultados obtenidos en esta etapa, en las sucesivas experiencias se empled la relacion
S/L 30/60 (gmp/MLputter + EE)-

¢ Influencia de la actividad PGasa
En la Tabla IV.5y en la Figura IV.4 se presentan los resultados obtenidos al evaluar el volumen de
EE (diferentes actividades PGasa en el medio de reaccién), sobre la capacidad de extraccion del
ME.
Tabla 1V.5: Efecto de la actividad PGasa de W. anomalus .sobre el proceso del ME.

Buffer PGasa en el medio de Rendim  Rendim.
MP (g) (mL) EE (mL) reaccion (UE/mL)  ME (g) (%)* Promedio**
30 45 15 8,255 6,496 41,857
30 45 15 7,855 6,445 41,525 41,592+0,238
30 45 15 7,614 6,424 41,394
30 45 15 (H,0) 7,984 0,688 4,430
30 30 30 16,252 6,779 43,677
30 30 30 15,872 6,770 43,620 43,595+0,097
30 30 30 13,158 6,749 43,488
30 30 30 (H,0) 15,194 0,793 5,110
30 15 45 22,882 6,617 42,635
30 15 45 23,436 6,811 43,885 43,41+0,677
30 15 45 23,375 6,784 43,711
30 15 45 (H,0) 23,308 0,660 4,249

MP: mandioca procesada, EE: extracto enzimatico, Relacion S/L: gyp/MLpyter + ec-
Condiciones de extraccion: relacion S/L: 30/60, 40°C a 150 rpm, 6 h, pH: 5.

*g ME/100 g mandioca seca, ME: material extraido

**|_os resultados corresponden al promedio de tres repeticiones + DS.
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Figura 1V.4: Efecto de la actividad PGasa de W. anomalus sobre el rendimiento del ME.

El Anélisis de Varianza de indicé que la actividad enzimatica influyd significativamente en el
rendimiento del proceso extractivo, siendo el nivel de significacién (p) menor a 0,05 para el 95 %
del nivel de confianza (datos no mostrados).

En la Tabla IV.5 y en la Figura IV.4 se observa que hubo un aumento en el rendimiento de ME
desde un valor de 41,59 % + 0,24 (p/p) con 15 mL de EE (PGasa en el medio de reaccién: ~8
UE/mL), hasta un valor de 43,59 + 0,097 % (p/p) con 30 mL de EE (PGasa en el medio de reaccion:
~15 UE/mL). No hubo diferencia significativa en los valores de rendimiento al utilizar 30 o 45 mL
de EE.

En base a los resultados obtenidos en esta etapa, en las sucesivas experiencias se utilizaron 30 mL
del EE enzimatico y 30 mL de buffer de reaccién (actividad PGasa en el medio ~15 UE/mL).

Los altos rendimientos observados se debié a un elevado porcentaje de fibras que resulté ser de
2,61£0,12 % p/p (Maidana y col., 2015). La fibra cruda (celulosa, lignina y hemicelulosas) es
considerada como una impureza y su presencia en el almiddn esta relacionada con el método de
extraccion del almidon y con las etapas siguientes de purificacion (Torres Rapelo y col., 2013). Por
tal motivo, se evalu6 incorporar etapas de purificacion y eliminacion de fibras al ME antes del
secado y a fin de obtener un almidon de mejor calidad, segun el procedimiento descripto por Sit y

col., 2014 con algunas modificaciones.
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1V.3.2. Protocolo del tratamiento del ME modificado

A fin de disminuir el contenido de fibras y obtener un almidén de mejor calidad, se incorporaron
etapas de purificacion del ME.

Luego del proceso de extraccion, la suspension resultante se filtro a través de un pafio de muselina
de doble doblez, en un vaso de precipitados y el filtrado se dejé sedimentar durante 1 h. El
sobrenadante se descartd, y el sedimento se lavod dos veces con agua destilada, se secd hasta peso
constante, se molié y se tamiz6 con un tamiz de 100 mesh.

Cobana y Antezana (2007), encontraron que el contenido de fibra en almidén de mandioca, extraido
por el método convencional, fue significativamente afectado por el tiempo de molienda, por la

velocidad de rotacion del tamizado y por una premolienda en himedo.

1V.3.3. Metodologia de superficie de respuesta: optimizacion de la temperatura y el tiempo de
extraccion.

Los disefios experimentales basados en la estadistica ha sido ampliamente usada por diferentes
investigadores para optimizar las condiciones de extraccién de polisacaridos (Zapata y col., 2009)
En esta etapa, se empled el método de superficie de respuesta con el fin de obtener el nivel 6ptimo
de las variables temperatura y tiempo de extraccion de almidén. Las otras variables se mantuvieron
en los valores anteriormente determinados.

Se aplico el disefio experimental Doehlert. EI nimero de puntos centrales de valor (no) se fijo en 3y
con dos factores, el total de puntos de la matriz de Doehlert fue 9. La Tabla IV.6 mostrd la matriz
del disefio Doehlert y los resultados en rendimientos de la extraccion enzimatica de almidon

obtenidos en cada experimento.
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Tabla IVV.6: Matriz y resultados del disefio Doehlert

Valores codificados Valores reales o
Rendimiento %

Exp. Temperatura de Tiempo de Temperatura de Tiempo de

(p/p)®
extraccion extraccion extraccion (°C) extraccion (h)
1 1 0 50 3,5 3,084+0,993
2 0.5 -0.866 45 1 6,076+ 0,658
3 -0.5 -0.866 35 1 21,152+0,714
4 -1 0 30 3,5 8,938+0,449
5 -0.5 0.866 35 6 24,953+0,874
6 0.5 0.866 45 6 26,387+0,995
7 0 0 40 3,5 29,996+0,698
8 0 0 40 35 30,806+0,730
9 0 0 40 3,5 30,732+0,717

(a) Promedio de tres valores + DS dentro del 10%. R* = 0,99

Los valores de los coeficientes lineales, cuadraticos, las interacciones y su nivel de significancia

(calculados por ANOVA) se muestran en la Tabla IV.7.

Tabla 1V.7: Coeficientes y p-valores calculados por ANOVA, de acuerdo con el disefio de

Doehlert.
Coeficiente P valor

Constante 30,588

Temperatura de extraccion  -2,921 0,0258
Tiempo de extraccion 8,573 0,0019
Temperatura de extraccion® -24,534 0,0001
Tiempo de extracion? 9,141 0,0049
Temperatura.Tiempo 6,308 0,0312

El coeficiente de regresion encontrado (R? = 0,99) indic6 que el modelo presenté un muy buen
ajuste a los datos experimentales.

Los datos en la Tabla IV.7 se convirtieron en una ecuacion polinémica de segundo orden:

Rendimiento % = 30,59 — 2,92Temperatura + 8,57Tiempo — 24,53Temperaatura® +
6,31Temperatura * Tiempo — 9,14Tiempo? (ec. 1V.4)

102



Las dos variables independientes tuvieron un efecto lineal significativo, positivo (tiempo) y
negativo (temperatura). El tiempo fue la variable lineal mas importante que afectd la extraccion de
almidon, ya que posee el mayor coeficiente de regresion.
En la Figura IV.5 se presenta la superficie de respuesta para la extraccion de almidon de mandioca

con el EE de W. anomalus, en funcidn de las dos variables independientes (tiempo y temperatura de
extraccion).

w
o

20

Rendimiento (% p/P)

N
A

Figura 1V.5: Superficie de respuesta mostrando el efecto del tiempo y temperatura de extraccion
enzimatica de almidon de mandioca por PGasa por W. anémalus.

Los valores negativos del efecto cuadratico para ambas variables evaluadas (ec. 1V.4), indican la
existencia de un maximo en funcion de las mismas. Esto también puede observarse en la superficie
de respuesta (Fig. 1V.5) donde el éptimo rendimiento de extraccion de almidon se presenta a una
temperatura de 40°C y a las 5 h de extraccion. En estas condiciones de extraccion la ecuacion

polinomial de segundo orden (ec. 1V.4) determind un valor maximo de extraccion de almidon de
32,57+0,412 % plp.
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Los menores rendimientos obtenidos respecto a los valores anteriores, se debieron a las etapas de
purificacion (lavado y tamizado) incorporadas en estas experiencias, como se mencioné en el item
anterior, a fin de obtener un almidén con menor contenido de impurezas (fibras).

Segun la bibliografia consultada, el contenido de almidén en mandioca varia en el rango de 24 — 35
%, dependiendo de la variedad y el tiempo del cultivo.

1V.3.4. Comparacion de rendimientos de extraccién con enzima comercial
En la Tabla IV.8 se compara el rendimiento de extraccion de almidon de mandioca, en las
condiciones Optimas (relacion S/L: 30/60, 40°C, 5h, 30 mL EE, pH 5), utilizando PGasa de W.

anomalus, respecto al rendimiento de extraccion obtenido con enzimas comerciales.

Tabla IVV.8: Comparacidn de la extraccion enzimética de almidén de mandioca.

Enzima % ME (9me/Umandioca seca)
EE PGasa de W. anomalus 32,57+0,412
Enzima comercial 21,58+0,514
Control (sin enzima) 6,360,615

Condiciones de extraccién: relacion S/L: 30/60, 40°C a 150 rpm, 5 h, pH: 5.

La extraccion de almidén utilizando PGasa de W. anomalus resultd ser ~34% superior que la

extraccién con la enzima comercial.

IV.3.5. Extraccién enzimatica de almidén a mayor escala

En esta etapa el proceso de extraccién de almidén se realizé utilizando MP, manteniendo la relacion
S/L y la actividad PGasa optimizada en las etapas anteriores (S/L: 30/60, ~15 UE/mL). La mezcla
de reaccion se incubd con agitacion en las condiciones 6ptimas de temperatura y tiempo.

Finalizada la extraccion, el contenido total obtenido, se traté segin se menciond en el item 3.3.

e Escala frascos agitados:
En base a los resultados obtenidos en las experiencias anteriores, la extraccion de almidon se llevd a
cabo en un Erlenmeyer de 3 L, mezclando 300 g de mandioca cruda procesada, 300 mL de buffer
Ac/Ac y 300 mL de EE. La extraccion se llevo a cabo a 40 °C, a 150 rpm en un agitador rotatorio,
durante 5 h. En la Tabla IV.9 se presentan los rendimientos de almidon extraido. La experiencia se
realizo por triplicado y se obtuvo un rendimiento promedio de 33,99+0,138 % (p/p). Se prepard un

blanco con agua destilada en lugar de enzima, sometiéndolo a iguales condiciones de extraccion,
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cuyo rendimiento fue de 10,672 % (p/p). En la Figura IV.6 se muestra la extraccion enzimatica de
almidon de mandioca a escala frascos agitados.

Tabla 1V.9: Extraccion enzimatica de almidon de mandioca, escala frascos agitados.

Rendimiento )
Muestra  Peso (g) promedio DS*
% (p/p)
M1 49,338 34,073
M2 49,347 34,079 33,997 0,138
M3 48,997 33,838
Blanco 15,453 10,672

*DS: desviacion estandar

Figura IV.6: Extraccion enzimatica de almidon de mandioca, a escala frascos agitados.

e Escala reactor:
La extraccion de almidén se llevo a cabo en un reactor de 5 L, mezclando 1000 g de mandioca
cruda procesada, 1000 mL de buffer Ac/Ac y 1000 mL de EE. La extraccién se llevé a cabo a 40
°C, con agitacién mecanica a 400 rpm, durante 5 h. El proceso de extraccion se realizd por
duplicado y se obtuvo un rendimiento promedio de 33,06:£0,49 % (p/p) y un blanco con agua
destilada en lugar de enzima de 12,81 % (p/p). En la Tabla IV.9 se presentan los rendimientos de
almidon extraido. En la Figura V.7 se muestra la extraccion enzimatica de almidon de mandioca a

escala reactor.
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Tabla IVV.10: Extraccion enzimatica de almiddn de mandioca, escala reactor.

Rendimiento )
Muestra Peso (g) promedio DS*
% (p/p)
R1 161,23 33,40
33,06 0,49
R2 157,92 32,72
Blanco 61,83 12,81

*DS: desviacion estandar

Figura IV.7: Extraccion enzimética de almidén de mandioca, a escala reactor.
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1V:3.6. Protocolo de extraccion definitivo

El esquema general definitivo del proceso de extraccion de almidén de mandioca, utilizando el
extracto enzimatico de W. anomalus, se detalla en la Figura IV.8.

Materia Prima:
Mandioca

Hidrolisis enzimética
pH: 5.0 <— 1000 mL de Extracto enzimatico
Temperatura: 40 °C <———1000 mL de Buffer Ac/Ac
Tiempo: 5h <———1000g de Mandioca triturada

Agitacion: 400 rpm

Recirculacion

r\

Residuo <—

Filtrado
—_—

Sobrenadante
e

Sedimentacion — 1 h

Filtracién con doble .
Sedimento

pafio de muselina

Lavado x 2,

Secado hasta peso constante,
Molido,
Tamizado — 100 mesh,
Almacenado

Figura 1V.8: Protocolo definitivo del proceso de extraccion de almidon de mandioca, utilizando el
extracto enzimético de W. anomalus.
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IV.3.7. Caracterizacion del almiddn extraido
Se realizd la caracterizacion fisicoquimica y funcional del almidon nativo extraido por via

enzimética (AE) y del almidon comercial, extraido por el método de extraccion tradicional (AC).
e Analisis proximal
En la Tabla IV.10 se muestra el analisis proximal del almidén de mandioca comercial (AC) y del

almidén extraido por via enzimética (AE) con el EE PGasa de W. anomalus.

Tabla IV.10: Composicion quimica de los almidones evaluados

Componentes (%) AE AC
Humedad 12,09£0,012 11,8+0,17
Proteinas 0,738+0,179 0,633+0,095
Fibra* 0,90+0,042  0,71+0,029
Grasas 0,5+0,01 0,420,141
Cenizas 0,240,017 0,23+0,01
Carbohidratos 84,76 86,21

*Se realiz6 fibra cruda, asemejando el resultado a fibra dietaria.

El contenido de humedad resulté del 11,8 % para AC y 12,09 % para AE, valores superiores a los
reportados por Herndndez Medina y col. (2008) para almidén de mandioca. Alvis y col. (2008),
obtuvieron entre 7,8 a 8,47 % de humedad de almidon, en tres variedades de mandioca. El
contenido de humedad esta dentro de los parametros exigidos por el Cédigo Alimentario Argentino.
El contenido de fibra cruda (celulosa, lignina y hemicelulosa) del almidén extraido fue de 0,9+0,04
%, levemente mayor al valor obtenido en el almidén comercial (0,71+£0,03 %). Este bajo valor de
fibra cruda obtenido para AE demuestra que las etapas incorporadas de purificacion permitieron
obtener un almidon de mejor calidad, con menos contenido de impurezas (celulosa, lignina y
hemicelulosa).

El contenido de proteina en el AC (0,63 %) fue ligeramente inferior al valor obtenido para el AE
(0,74 %), similares a los valores reportados por Alvis y col. (2008) para tres variedades almidon de
mandioca, 0,6 % respectivamente. Melian (2010) afirma que un alto contenido de proteina en el
almiddn, cambia sus propiedades fisico-quimicas influyendo en su viscosidad, ademas le confiere
una capacidad a espumar.

Singh y Kaur (2009) mencionan que la pureza del almidon esta relacionada con el contenido de

carbohidratos, es decir, habrd mayor pureza debido a gran presencia de carbohidratos. En el AC se
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obtuvo 86,21 %, valor similar al obtenido en el AE (84,76 %). Herndndez Medina y col. (2008)
reportan un porcentaje del 98,44 % de carbohidratos para la mandioca, mientras que Alvis y col.
(2008) obtuvieron valores de carbohidratos entre 90,43 % y 91,12 % para las tres variedades de
mandioca estudiadas.

Melian (2010) sostiene que el contenido de grasa puede influir sobre el comportamiento reoldgico
de los almidones y en consecuencia disminuir la viscosidad de la pasta y la fuerza del gel. En este
estudio se encontrd un contenido de grasa para el AC de 0,42 %, ligeramente menor al obtenido en
el AE (0,5 %), ambos superiores a los reportados por Hernandez Medina y col. (2008) (0,2 %) y
para las tres variedades de mandioca estudiadas por Alvis y col. (2008) (0,3 %).

El contenido de cenizas presentes en los almidones representa la cantidad de minerales y sales
remanentes que quedaron, producto de la extraccién y del contenido de minerales de la materia
prima. Se encontrd un contenido de cenizas del 0,23 % en el AC y del 0,2 % en el AE; valor
ligeramente inferior del valor reportado por Herndndez Medina y col. (2008) para almidon de
mandioca (0,29 %). Alvis y col. (2008), reportaron un rango de valores menores para las diferentes
variedades de mandioca que estudiaron (0,11 — 0,15 %).

La composicion proximal del AE presentd contenidos de humedad, proteina, fibra cruda y grasa
levemente mayores a los que present6 el AC. Sin embargo, el contenido de cenizas y carbohidratos,
result6 ligeramente menor al de AC. Estos valores estan dentro de los pardmetros exigidos segun el
Cadigo Alimentario Argentino (Capitulo IX - Art. 674).

El andlisis proximal de AE no presentd diferencias significativas con el AC.

e Analisis microscopico del almidén extraido

e Microscopia dptica
La Figura 1V.9 muestra microfotografias del almidén obtenido luego del proceso de secado. Se
observa que los granulos de almidén de mandioca presentaron una forma redonda y/o esférica, con
un hilum bien definido en el centro, sin evidenciarse dafio de los mismos. Estas observaciones
concuerdan con lo documentado por varios autores, quienes han identificado las principales
caracteristicas de los granulos de almidon de varias fuentes botanicas, incluido el almidon de

mandioca (Vargas Aguilar y col., 2012).
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Figura 1V.9: Microfotografias de los almidones de mandioca extraido con EE de W. anomalus
A:100x%, B: 40x%.

e Microscopia de electronica de barrido
Las Figuras IV.10 A, B y C muestran micrografias del almidon extraido por via enzimética luego
del proceso de secado, observado por un microscopio electronico de barrido. Las Figuras IV.10 Dy
E muestran micrografias del almidén comercial de extraccion mecénica tradicional. Los almidones
de mandioca (Manihot esculenta Crantz) mostraron una forma esférica-truncada, tipico de este tipo
de almiddn, tal como lo reportaron Sosa (2003) en dos variedades cubanas de mandioca y
Hernandez-Medina (2008) con mandioca cultivada en el estado de Yucatan, México. El tamafio de
los granulos fue homogéneo, se reportaron didmetros promedio de 14,6 pm. No se evidenci6 dafio
de los granulos del almidon extraido por via enzimética. Sin embargo, como se observa en la Figura
IV. D, el almidon comercial de extraccion mecanica tradicional presenta dafio en algunos de sus

granulos.
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Figura 1V.10: Microfotografias de los almidones de mandioca extraido con EE de W. anomalus: A.
2500x%, B.1000x%, C. 500x; y almidon comercial: D. 2500x%, E. 500x.

e Determinacion del indice de solubilidad (ISA) en agua y poder de hinchamiento (PH)

El poder de hinchamiento de los almidones es una propiedad de su contenido de amilopectina,
siendo la amilosa un diluyente e inhibidor del hinchamiento. En la Figura IV.11A y IV.11B, se
presentan el poder de hinchamiento (PH) y el indice de solubilidad en agua (ISA) para las muestras
de AC y AE. EI mayor % ISA y PH se presentd a los 70 °C en ambos almidones. El PH de AE
present6 un valor ligeramente menor respecto del AC, siendo los valores obtenidos de 1,97 Qagua/0ae
Y 2,08 Qaqua/0ac, respectivamente. Dichos valores se encuentran dentro del rango de referencia
(0,79-15,45) segun la Food and Agriculture Organization (FAO, 2007). Respecto a los valores de
ISA, el AC no present6 diferencia significativa en comparacion con el AE (3,14% y 3,97%
respectivamente). Los valores de ISA deben variar entre 0,27-12,32% (FAO, 2007). Garcia y col.
(2013) reportaron valores levemente inferiores para ISA para almidén de mandioca extraido por un
método artesanal convencional (entre 2-3,3%). Alvis y col. (2008) presentaron valores similares de
ISA, entre 2,6 % y 3,7 % para tres variedades de mandioca. Estos valores fueron menores a los
reportados por Sit y col (2015) para los almidones de taro extraidos de manera convencional (PH
13,3 g/g; ISA 20,2 %) y enzimatica, con un pool de celulasas y xilanasas (PH 14,95 g/g; ISA 19,08
%), a los 90 °C.

Segun estudios realizados por Hernandez Medina y col. 2008, el almidon de mandioca presentd un

mayor PH de 58,83 Jagua/Jaimiasn @ 90 °C. A menor temperatura, el valor de PH fue menor. En cuanto
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al ISA, observaron que la misma aumentd conforme se incrementd la temperatura a la que se

sometio el almidén de mandioca.
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Figura 1V.11: A. Poder de hinchamiento (PH - Qagua/Qaimiden) del AC (-m-) y del AE (-+-). B. indice
de solubilidad en agua (ISA - %) del AC (-m-) y del AE (-=-).

e Perfiles de viscosidad Brabender
Los perfiles viscoamilogréficos de los almidones fueron determinados mediante un visco-
amilégrafo C. W. Brabender (Modelo VA-VE 177506, Brabeder Gmbh & Co KG, Duisburg,
Alemania). Durante la realizacion del ensayo la suspension de almidén en agua se sometié a
calentamientos y enfriamientos controlados, registrandose en forma continua, mediante un gréafico,
la viscosidad aparente en unidades Brabender (UB) de la suspension.
En la Figura IV.12 se presentan los amilogramas para AE y AC, y la Tabla IV.11 muestra los
resultados obtenidos de los amilogramas correspondientes.
El AE present6 una temperatura de empastamiento (comienzo de la gelatinizacion) de 63,5 °C,
similar al del AC, estos datos estan en concordancia con lo reportado en la bibliografia para
almidén de mandioca (58 — 65 °C) (Alvis y col., 2008; Herndndez Medina y col., 2008).
Para AE, se obtuvo un pico de viscosidad maxima de 355 UB, menor al valor obtenido para AC
(440 UB). La viscosidad de la pasta de AE a los 95 °C fue de 352,5 UB, valor este superior al del
AC (310 UB). La estabilidad de la pasta para AE, durante la coccién (breakdown) fue de 132,5 UB,
siendo este valor de 160 UB para AC. La tendencia a la retrogradacion (setback) para AE fue de 80
UB, mientras que para AC fue de 90 UB.
Estos resultados indican que el AE present6 un menor PH (menor valor de viscosidad maxima), en
concordancia con los valores obtenidos anteriormente de PH (1,97 Qagua/0ae, 2,08 Qagua/9ac)-

Ademas, AE presentd una tendencia a la retrogradacion levemente menor respecto al AC.
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Tabla 1V.11: Propiedades del empastamiento para el almidon extraido por via enzimética y el

almidén comercial.

Puntos del amilograma Almidén  Tiempo Viscosidad Temp. (°C)
(min) (uB)

A Temperatura de AE 9 2,5 63,5
gelatinizacién (pasting). AC 8 12 62

B Viscosidad maxima AE 26 355 89

AC 20 440 80

C Viscosidad al comienzo del AE 30 352,5 95
primer periodo de AC 30 310 95
mantenimiento a 95°C.

D Viscosidad al comienzo del AE 60 220 95
periodo de enfriamiento a AC 60 150 95
95°C.

E Viscosidad al final del AE 90 300 50
periodo de enfriamiento a AC 90 240 50
50°C.

F Viscosidad al final del AE 120 3175 50
segundo periodo de AC 120 235 50
mantenimiento a 50°C.

BD Estabilidad de la pasta AE 132,5
durante la coccion AC 160
(breakdown).

EF Retrogradacion (setback). AE 80

AC 90
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Figura IV.12: Amilogramas de comparacién del AC y AE.

Sriroth y col. (2000) obtuvieron una temperatura de gelatinizacién de 69 °C y una viscosidad
méaxima de 359 UB para almiddn de mandioca extraido con un pool enzimatico de celulasas y
pectinasas. La estabilidad de la pasta durante la coccion fue de 236 UB, y la tendencia a la
retrogradacion de 77 UB.

Sit y col. (2015) reportaron propiedades de empastamiento con diferencias no significativas para
almidén de taro extraido por via enzimatica y con el método convencional, aungue la temperatura
de gelatinizacion fue ligeramente mayor y las viscosidades fueron mas bajas en las pastas de
almidon extraido por el método enzimatico. Dzogbefia et al. (2008) tampoco observaron diferencias
significativas en las propiedades de empastamiento en el almidén de mandioca extraido por

métodos enzimaticos y convencionales.

e Estabilidad de refrigeracion y congelacion
Para la formacion de cristales en la retrogradacion, la amilosa y las ramificaciones de amilopectina
se tienen que desligar del agua generando exudados, lo cual se conoce como el fendmeno de

sinéresis (Bertolini, 2010). La evaluacion de la estabilidad a la refrigeracion y congelacion consiste
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en verificar la expulsion del agua (sinéresis) contenida en los geles como consecuencia de la
reorganizacion de las moléculas del almidén por la retrogradacion (Betancur-Ancona y col., 2001).

La estabilidad de refrigeracion y congelacion de los geles de almidén de mandioca extraido por via
enzimética, a partir de PGasa de W. anomalus, se evaluaron hasta tres ciclos y se muestra en la
Figura IV.13. La sinéresis debido a la refrigeracion y congelacion de las pastas de AE fue més alta
respecto de la del AC en el primer ciclo, luego disminuy6 hasta una sinéresis nula en el tercer ciclo.
Las diferencias de estabilidad de refrigeracion y congelacion de los geles fueron mayores entre los
tres ciclos para AE. Esto implica que la pasta de AE resultd ser menos estable a la ambos procesos
de conservacion que la pasta de AC. Las diferencias en la estabilidad de refrigeracion y congelacién
entre los diferentes tipos de almidones pueden deberse a una variedad de factores, en particular el
contenido de amilosa. La menor estabilidad de refrigeracién y congelacién del almidén extraido
enzimaticamente puede atribuirse a la pérdida de amilosa durante la extraccion (Sit y col., 2015).
Debido a su alta sinéresis, el AE puede ser utilizado en aquellos alimentos que requieren ser
almacenados en refrigeracion y necesitan cierta exudacion de humedad para proporcionar una

apariencia fresca, como los flanes o salsas (Hernandez Medina y col., 2008).
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Figura 1V.13: Ciclos de estabilidad de: A. refrigeracion y B. congelacion de los geles de almidén
de mandioca extraido por via enzimatica, a partir de PGasa de W. anomalus

e Claridad de las pastas
La claridad es un parametro clave para determinar la aplicacion de los almidones en productos
alimenticios debido a que pueden dar brillantez u opacidad al producto final (Betancur-Ancona
2007). Es una propiedad a tener en cuenta para la fabricacion de algunos productos alimenticios

como aderezos de ensaladas y productos de confiteria (Ayucitra 2012).
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Los valores de transmitancia (%T) obtenidos fueron de 52,32%T para AE, semejante al obtenido
para AC (55,17%T). Segun las referencias de la FAO (2007), el valor de la claridad en pastas de
almidon varia entre 12,5-95 por ciento, por lo que la claridad de la pasta de AC y AE se encuentras
dentro del rango. De acuerdo con Sanchez y Aristizabal (2007), las pastas de almidén con una
transmitancia menor a 40% son consideradas opacas o turbias, mientras que aquellas con
transmitancia superior a 40% son consideradas claras o transparentes. Por lo que la pasta de AE es
considerada clara o transparente. Valores similares fueron reportados por Hernandez Medina y col.

(2008) y Vargas y col. (2016) para almidones de mandioca (51,76%T y 57,4%T, respectivamente)

o Temperatura de gelificacion
Segun las referencias de la FAO (2007), el valor de la temperatura de gelificacion en almidones de
mandioca varia entre 57,5-70 °C. La temperatura de gelificacion resultante para AE fue de 63 °C,
mientras que para AC fue de 60 °C.

IV.4. CONCLUSIONES

El 6ptimo rendimiento de extraccion de almiddn se presenté con mandioca cruda procesada, con
una relacion S/L de %2, una relacion EE/buffer 1:1, a 40°C y 5 h de extraccion.

Al realiza la extraccion a escala reactor, en las condiciones optimizadas, se obtuvo un rendimiento:
33,06 + 0,49 % (p/p). El protocolo final de extraccion resulto ser: produccion del EE, mandioca
cruda, lavada y procesada (MP), MP + Solucién EE y Buffer (Relacion S/L 30/60 — PGasa = 15
UE/mL), incubacion en reactor de tanque agitado de 5 L - 40 °C - 5 h — 400 rpm, filtracién,
lavado (2 veces), sedimentacion y descarte sobrenadante, secado (45 °C — 24 h), molido y tamizado
(100 mesh).

El andlisis proximal del AE no present6 diferencias significativas respecto a los valores obtenidos
con el del AC. El analisis funcional revel6 que el AE presentd una tendencia a la retrogradacion
levemente menor a la del AC. La sinéresis debido a la refrigeracion y congelacion de las pastas de
AE fue mas alta respecto a la del AC. Esto implica que la pasta de AE resulté ser menos estable a
ambos procesos que la de AC. Segun los resultados de claridad de la pasta, la de AE es considerada
una pasta clara o transparente.

Segun el analisis funcional, el AE podria ser utilizado en alimentos como mermeladas, gelatinas, y

en confiteria para la elaboracion de gomitas, etc.
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El almidéon de mandioca extraido utilizando el extracto enzimatico de W. anomalus presento
caracteristicas quimicas y funcionales similares a la de los almidones comerciales, sin evidenciarse
dafio en los mismos.

En base a los resultados obtenidos se concluye que el método de extraccion por via enzimética

podria ser una medida alternativa para la extraccion de almidén de mandioca.
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CAPITULO V: EXTRACCION ENZIMATICA DE PECTINA A PARTIR DE
RESIDUOS DE LIMON, CON PGASA DE WICKERHAMOMYCES ANOMALUS

RESUMEN

El objetivo de la presente etapa fue estudiar el efecto de diferentes factores sobre el proceso de
extraccion de pectina a partir de residuos de limén, mediante la enzima poligalaturonasa de W.
anomalus, a fin de encontrar un protocolo 6ptimo de extraccion de pectina.

Se evalud la aplicacion del EE en la extraccion enzimatica de pectina a partir de residuos de limon.
Para ello, se estudi6 el efecto de diferentes factores tales como el pH, la temperatura y el tiempo de
extraccion utilizando un disefio factorial 2°. Luego, se optimizé la temperatura (30 a 50°C) y tiempo
de extraccion (1 a 8 h) utilizando metodologia de superficie de respuesta, segun el disefio
experimental de Doehlert. Posteriormente, se compar6 el rendimiento del proceso extractivo por
PGasa de W. anomalus con aquel utilizando la enzima comercial Pectinex Ultra Clear Batch
SON50034: Poligalacturonasa, provista por Frutos Patagénicos SRL, y por el método quimico.
Finalmente se caracterizd parcialmente la pectina extraida.

Se ajusto el pH a 5,0, pH 6ptimo de enzima. El éptimo rendimiento de extraccion de pectina
(35,69+0,741 % p/p) se muestra con una temperatura de 42°C a las 6,6 horas de extraccion.

El rendimiento de extraccién por el método enzimatico con el EE de W. anomalus aumenté un
~32% respecto al método quimico (24 £0,99 % (p/p)), y ~30% respecto a la extraccion con la
enzima comercial (25,32+0,614 % (p/p)).

Se observé que los rendimientos obtenidos en el presente estudio empleando el EE de W. anomalus
fueron mayores a los obtenidos por el método quimico y con un enzima comercial, lo cual confirma
la bondad del proceso enzimatico utilizado. El método de extraccion enzimética podria ser un
método biotecnoldgico innovador, obteniéndose un producto de calidad y de manera mas amigable

al medio ambiente.

Palabras claves: residuo de limon, levadura pectinolitica, poligalacturonasa, extraccion
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V.1. INTRODUCCION

Las pectinas tienen gran importancia en la industria alimenticia. Existen diferentes técnicas para la
extraccion de pectina a partir de tejidos vegetales, las cuales utilizan procedimientos fisico-
quimicos o enzimaticos. Los procedimientos fisico-quimicos, si bien son los mas utilizados a nivel
industrial (Sakamoto y col., 1995; Contreras Esquivel y col., 1997), tienen las desventajas que
conlleva el manejo, tanto de &cidos fuertes como de altas temperaturas, sin mencionar sus altos
requerimientos energéticos y los problemas de contaminacién ambiental que generan. En cambio,
las condiciones usadas para la extraccion enzimatica son mucho mas suaves que las empleadas
mediante el método quimico de extraccion. Desde hace algunos afios se ha informado sobre
diversos trabajos relacionados con el uso de las técnicas enzimaticas, sin embargo, son escasos los
estudios que relacionan dichos procesos con la optimizacién de las condiciones de operacién
(Sakamoto y col., 1994; Contreras Esquivel y col., 1997; Schroder, 2004).

Teniendo en cuenta la alta demanda de pectina requerida para diversos productos alimenticios y
demas aplicaciones, surge la necesidad de desarrollar un proceso experimental a escala de
laboratorio, para la extraccion de este polisacarido, a partir de residuos citricos. Esto permitiria,
generar un producto de alto valor agregado, como es el caso de la pectina, a partir de residuos
agroindustriales, disminuyendo asi la deposicion de los residuos de las industrias citricas de la
zona.

En esta parte de la tesis se estudio la extraccion de pectina por via enzimatica, a partir de residuo de
limén, utilizando los extractos enzimaticos de W. anomalus. Se trata de una tecnologia innovadora,
alternativa al método tradicional de extraccion quimica con el consiguiente aporte al desarrollo de la
industria agroalimentaria de la region. Con este trabajo se podrian cumplir simultdneamente varios
objetivos tales como: revalorizar un residuo industrial, brindar nuevas opciones tecnoldgicas y

minimizar un impacto ambiental.

V.2. MATERIALES Y METODOS

V.2.1. Obtencion del Extracto Enzimatico.

El EE se obtuvo a partir de cultivos de la levadura W. anémalus en el medio de cultivo optimizado
en las etapas anteriores, compuesto por glucosa (10 g/L, FCE), residuo de limén (2 % plv,
inductor), sales y vitaminas; a escala biorreactor, agitacion (550 rpm), durante 12 h a 30 °C, segun

se detallo en el capitulo I11.
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V.2.2. Obtencion de la materia prima.

Los residuos de limon fueron proporcionados por una agroindustria local, Cooperativa Tabacalera
de Misiones (CTM). Se utilizaron residuos de limén para esta etapa de extraccion de pectina debido
a que fue el residuo con mayor contenido de pectina, segln se detall6 en el capitulo I11.

V.2.3. Protocolo de extraccion de pectina

e Pretratamiento del material vegetal
Los residuos de limoén se recibieron de la industria en piezas pequefas, luego, se secaron durante
toda la noche a 45 °C en un horno de secado por aire caliente (0,4 m / s), se molieron en un
molinillo (Arcano, 24000 rpm, 460W), se pasaron a través de un tamiz de 35 mesh para tener
particulas de tamafio uniforme del material, y finalmente, se conservaron en recipientes libre de
humedad, hasta el momento de ser utilizado (Ahmed y Mostafa, 2013; Gogiis y col., 2015; Ortiz y
col., 2015).

e Tratamiento del material vegetal con la enzima
Se colocaron 30 g del material vegetal (residuo de limoén), procesado segin se describi
anteriormente, en frascos Erlenmeyer de 250 mL, a los que se les agregé 30 mL de buffer acetato de
sodio/acido acético (BAc) (0,2 M, pH 5,0) y 30 mL del EE. Los mismos se incubaron a 40°C en
bafio termostatizado rotatorio (New Brunswick, modelo 676; 1,27 cm de excentricidad) a 150 rpm,
durante 6 h. Se prepar6 un blanco con agua destilada en lugar de enzima, sometiéndolo a iguales

condiciones de incubacién (Fig. V.1).

Figura V.1: Frascos Erlenmeyer conteniendo la mezcla de reaccion (material vegetal +EE+buffer),

incubados en shaker rotatorio a 150 rpm.

e Recuperacion de la pectina del sobrenadante

Finalizada la etapa de incubacion, la fase liquida fue separada de la fase sélida (residuo
despectinizado) mediante filtracion, empleando tela muselina de nylon y aplicando presion manual.
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El residuo despectinizado fue lavado con 50 ml de agua destilada (2 veces) y filtrado con tela de
muselina (Fig.V.2).

El sobrenadante se mezcl6 con 2 volumenes de etanol frio al 96 % (v/v) y se refrigeré durante 2 h a
5 °C, para precipitar el material polimérico en forma de gel. Este gel de pectina con posibles
pequefias cantidades de materiales insolubles como celulosa, fue recuperado mediante
centrifugacion durante 30 min a 3500 rpm, para eliminar oligémeros y mondémeros no precipitables

]

con etanol, descartdndose el sobrenadante.

Figura V.2: Frascos Erlenmeyer conteniendo la mezcla de reaccion luego de la etapa de

incubacion (A), filtracion de la mezcla de reaccién con tela de muselina (B), residuo despectinizado

©

e Secado del gel de pectina
El gel obtenido fue colocado en cajas de Petri previamente taradas y secado en estufa a 45- 50°C
hasta peso constante y fue denominado material insoluble en etanol (MIE) (Fig. V.3). La humedad
de la pectina es un factor que incide directamente en la estabilidad de la pectina porque por sus
caracteristicas quimicas permite el crecimiento de microorganismos, especialmente hongos. Una
pectina muy himeda es dificil de pulverizar, se adhiere a las superficies y tienen menor estabilidad
y tiempo de vida til. Una pectina secada a elevada temperatura puede ser resistente a la molienda y
presentar un color mas oscuro (Baltazar Flores y col., 2013).
El rendimiento en extraccion de pectina se reporta como gramos de MIE por cada 100 g de materia
prima utilizada (residuo de limon) (Contreras Esquivel, 1999; Zapata y col., 2009; Munhoz y col.,
2010; Dos Santos Siqueira, 2012).
En todos los casos, las experiencias se realizaron por duplicado y se tomaron para los célculos

valores promedios.
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Figura V.3: Gel de material polimérico, luego de la precipitacion con etanol (A). Material insoluble

en etanol secado a 40 °C (B)

V.2.4. Influencia de diversos factores sobre el proceso de extraccion de pectina

La extraccion enzimatica de pectina es un proceso clasico de catalisis heterogénea, donde una
enzima soluble actla sobre un sustrato insoluble. Diferentes factores influyen en este tipo de
reacciones a saber: estructura de la particula y la composicion del medio de reaccién, ademas de
otras variables operacionales como el pH y la temperatura (Cacace y Mazza, 2003; Herodez y col.,
2003; Pinelo y col., 2005; Spigno, 2007).

e Disefio Factorial 2°

Mediante la aplicacion de un disefio factorial 2%, se evalu6 la capacidad de extraccion de pectina con
residuo de limon, del EE de PGasa de W. anomalus a dos niveles, alto (+1) y bajo (-1), variando las
siguientes variables operacionales: pH (3 - 6), temperatura (30 — 50 °C) y tiempo de hidrolisis (1 — 8
h). Los niveles se seleccionaron por estar dentro del rango de estabilidad de la enzima PGasa de W.
anomalus y teniendo en cuenta los resultados en los capitulos anteriores (Martos y col., 2013b;
Martos y col., 2014). Las variables codificadas y las respectivas variables reales, se presentan en la
Tabla V.1. Basado en el disefio factorial, se confeccioné una matriz con 8 experimentos (Tabla
V.2). Las experiencias se realizaron en un orden aleatorio, con tres repeticiones y los resultados se
presentan como valores medios. El andlisis de los datos obtenidos se llevé a cabo con el programa
estadistico Statgraphics Centurion XV (Stat Graphics Centurion XV, 2009).
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Tabla V.1: Valores reales y codificados de los factores segun el disefio factorial 2°

Niveles del factor

Factor Caodigo
Alto (+1) Bajo (-1)
Temperatura de extraccion (°C) A 50 30
pH B 6 3
Tiempo de extraccion (h) C 8 1

Tabla V.2: Disefio factorial 2°, a niveles alto y bajo para cada factor.

Exp. Tc A B C
1 1 30 6 1
2 a 30 3 1
3 b 30 3 8
4 ab 50 6 1
5 c 50 3 8
6 ac 50 3 1
7 bc 50 6 8
8 abc 30 6 8

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert

En la presente etapa del trabajo, se optimizo el efecto de la temperatura y el tiempo de incubacion,
sobre la extraccién de almidon de mandioca por el EE de W. anomalus mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MSR). Se evalu6 el proceso de extraccién de almidon a diferentes
temperaturas (30 a 50°C), dentro del rango de estabilidad de la enzima, y tiempos de incubacién (1
a 8 h), utilizando el disefio experimental de Doehlert (Martos y col., 2014a, Doehlert, 1970). El
valor de ng se fij6 a 3; por lo tanto, se realizaron un total de nueve experiencias, las que estudiaron
el efecto de dos variables independientes a cinco niveles cada una, con tres repeticiones en el punto
central (Butiuk y col.,2018).

V.2.5. Caracterizacion de la pectina extraida
e Determinacion del contenido de &cidos urénicos en el MIE
El contenido de AG indica la pureza de la pectina extraida y se sugiere que no sea menor al 65%
(Food Chemicals Codex, 1996).
Se realizd la determinacién del contenido de AG en el MIE siguiendo el método colorimétrico

descripto por Melton and Smith, 2001. En este procedimiento se emplea el reactivo m-
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hidroxidifenilo (mHDP), en presencia de acido sulfamico (H3NSOs) para evitar la interferencia por
azucares neutros. La absorbancia de los tubos se midié en un espectrofotometro (Beckman DU 640,
a 37°C) a 525 nm.

Fundamento de la técnica

El 4cido galacturonico es la unidad fundamental de las cadenas de las sustancias pécticas y la
cuantificacion de este acido es el método primario para determinar la cantidad de material péctico
en la muestra. Se ha encontrado que el ensayo del m-hidroxidifenilo es especifico para acidos

urénicos.

Reactivos y soluciones:

a) Solucién stock 20 mg/mL de acido galacturénico:

Se pesaron 20 mg de AG seco (mantenido en desecador por cinco dias) y se disolvieron en 1 mL de
agua destilada. Esta solucion se mantuvo freezada. A partir de ella y al momento de utilizar, se
prepard una solucion de 200 pg/mL tomando 100 pL de la solucién stock y llevando a volumen de
10 mL final con agua destilada en matraz aforado. Esta Ultima se utiliz6 para realizar las diluciones
correspondientes a la curva de calibracion del método. Para el calculo de la concentracion de AG se
tuvo en cuenta la hidratacion del compuesto con una molécula de agua, los valores se refieren
entonces a AG anhidro.

b) Solucién de m-hidroxidifenilo (mHDP):

Se prepar6 una solucion al 0.15 % de mHDP en solucién de hidroxido de sodio 0,5% p/v. Se
almacen6 en botella de vidrio color caramelo a temperatura de 4°C. En estas condiciones, la
solucion es estable por aproximadamente 1 mes.

c) Solucion de tetraborato de sodio 75 mM:

Se disolvieron 1,501 g de tetraborato de sodio en 90 mL de acido sulfirico concentrado. Se
mantuvo en agitacion por toda la noche hasta disolucién completa y se ajusté el volumen final a 100
mL con H,SO,. Se debid preparar solamente la cantidad necesaria para el uso inmediato, y se
almaceno a temperatura ambiente.

d) Solucidn de &cido sulfamico/sulfamato de potasio (4.0 M) pH 1,6:

Se pesaron 38,84 g de acido sulfamico y se agitd vigorosamente en 50 mL de agua. Se agrego
solucion de hidroxido de potasio saturada hasta disolucién del sélido. Se coloco la solucion en frio
y se ajusto el pH a 1,6 con la solucion saturada de hidréxido de potasio. Se llevo a volumen de 100
mL con agua en un matraz. Esta solucién se almacend a temperatura ambiente.

Preparacion de la muestra
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El protocolo de preparacion de la muestra para el ensayo colorimétrico consistié en pesar 5 mg de
MIE (libre de humedad), los cuales fueron colocados en tubos de ensayo y dispersados intimamente
en 1 ml de H,SO,, en bafio de hielo. La mezcla se agitd en frio por 5 min. Se agregd 1 mL maés de
H,SO, en bafio de hielo y se agité nuevamente por 5 min. Luego se agreg6é 1 mL de agua destilada
en bafio de hielo y se volvié a agitar en frio por 5 min. Cada etapa de agitacion en frio se realiz6
mediante un mezclador vortex cuidando de no salpicar las paredes del tubo con el sélido. El
material hidrolizado se transfiri6 a una probeta, se llevé a 10 mL de volumen final con agua
destilada en bafio de hielo, y se homogenizo por agitacion. Este material se utilizd para determinar

el contenido acidos urdnicos empleando el reactivo mHDF/acido sulfamico.

Ensayo colorimétrico

Luego de ensayar varias diluciones de la solucién de MIE obtenida segln se describi6 en la etapa
anterior, a fin de evaluar cual de ellas tendria una absorbancia dentro del rango lineal de la curva de
calibracion del método, se concluy6 que la dilucion 1/4 era la que mejor se ajustaba. La dilucion de
las muestras se realizd con una solucién de H,SO, al 20%.

Se coloco una alicuota de 400 uL de la muestra recientemente preparada y diluida en tubos de
vidrio de borosilicato y se agregd 40 pL de la solucion de &cido sulfamico/sulfamato de potasio pH
1,6 a cada tubo. Los tubos se refrigeraron en bafio de agua/hielo y se agitaron con vortex. Se
adiciono 2,4 mL de solucion de tetraborato de sodio a todos los tubos y se agitaron nuevamente. A
continuacion, los tubos se colocaron en bafio de agua hirviendo por 20 min y posteriormente se
enfriaron inmediatamente colocandolos en un baiio de hielo durante 10 min. Se agregaron 80 uL de
la solucién de mHDP a dos tubos de cada muestra y al tubo blanco de reactivo. Al tercer tubo de
muestra se agregaron 80 uL de hidroxido de sodio 0,5% p/v (tubo control de muestra). Todos los
tubos se agitaron con vortex. Como blanco se empleé una solucién de H,SO, 15%. Se midid
absorbancia a 525 nm. (Fig. V.4). Simultdneamente a la medida de las muestras se realiz6 la curva

de calibracion de AG (Sigma), en el rango 100 a 700 mg/L.
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Figura V.4: Reaccion del m-hidroxidifenilo

o Determinacién del grado de esterificacion
El grado de esterificacion de una pectina se define como el porcentaje de grupos carboxilos
esterificados con metanol (nimero de moles de metanol por 100 moles de AG).
La determinacion del grado de esterificacion de la pectina obtenida se efectu6 empleando el
método titulométrico (Singthong y col., 2004; Zapata Zapata, 2008).

Procedimiento:

Se disolvieron 50 mg de una muestra seca de MIE en 10 mL de agua destilada, luego se agregaron 2
gotas de fenolftaleina como indicador y se titul6 con NaOH 0,5 M. El volumen empleado en esta
titulacién se denomind V1. Posteriormente, se agregd 1 mL de NaOH (0,5 M), se agitd
vigorosamente la muestra y se dejé reposar por 15 min con el fin de desesterificar completamente
la pectina. A continuacién la solucion fue neutralizada con 1 mL de HCI (0,5 M) y se agit6 hasta
gue el color rosa desaparecio. Se titulé nuevamente con NaOH (0,5 M) hasta que un color rosa
palido persistié luego de una agotacién vigorosa (punto final). Este volumen de esta titulacion se
denomind V2. El grado de esterificacion (GE) fue calculado mediante la siguiente ecuacién (Kimy
col., 2000, Singthong y col., 2004; Zapata Zapata, 2008):

_ V2%100
T (V14V2)

GE

e Determinacion capacidad de gelificacion
La prueba experimental para hallar el poder de gelificacion de la pectina no se efectué ya que no
fue posible conseguir el Ridgelimetro, equipo empleado para este fin. Sin embargo, se realizo
una evaluacion de la pectina extraida como agente gelificante en un producto alimenticio mediante
la elaboracion de una mermelada. Se emplearon frutillas frescas, las cuales fueron lavadas y
cortadas manualmente en trozos pequefios. Para la elaboracion de la mermelada fueron mezclados

los componentes en las proporciones en las que aparecen en la Tabla I11.3. La eleccion de la
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formulacion se basé en las condiciones de gelificacion que fueron estudiadas con anterioridad por

otros autores (Betancourt, 2007), ajustando la cantidad de pectina a usar segun el poder gelificante

de ésta y el tipo de fruta empleado en la elaboracién de la mermelada.

Tabla V.3: Proporciones para obtener 100 g de mermelada

Componente % (p/p)
Frutas 24
Azucar 50
Pectina 0,75
Agua 25
Ac citrico 0,05

Para la preparacion de la mermelada se siguieron los siguientes pasos:

1.

Se dispers6 mecanicamente la pectina en el azlcar y la fruta.

2. Se agregaron todos los sélidos al aguay se calentd para disolver la pectina.

3. Se ajusto el pH con &cido citrico

4,

5. Se evalu6 en forma visual las caracteristicas del gel y se lo compard con otro

Se dejd enfriar y reposar.

obtenido sin pectina.

V.3. RESULTADOS Y DISCUSION

V.3.1. Influencia de diversos factores sobre el proceso de extraccion de pectina

e Disefio Factorial 2°

En la Tabla V.4 se presenta el Analisis de Varianza para la extraccién de pectina con PGasa de W.

anomalus mediante el disefio factorial 2°. En la Figura V.5 se presenta el Diagrama de Pareto.

Tabla V.4: Analisis de Varianza para la extraccion de pectina con PGasa de W. anomalus mediante

el disefio factorial 2°.
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 7,87132 1 7,87132 2296,24  0,0133
B:pH 70,8252 1 70,8252 20661,28  0,0044
C:tiempo 286,5 1 286,5 83578,25  0,0022
AB 1,81623 1 1,81623 529,83 0,0276
AC 11,0318 1 11,0318 3218,23  0,0112
BC 14,0376 1 14,0376 4095,07  0,0099
Error total 0,00342792 1 0,00342792
Total (corr.) 392,085 7

R?: 99,99%

C:tiempo

B:pH

BC

AC
A:Temperatura

AB

0 50

100

150

Efecto estandarizado
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Figura V.4: Diagrama de Pareto para la extraccion de pectina con PGasa de W. anomalus.

La Tabla de ANOVA (Tabla V.4) muestra que el pH, la temperatura, el tiempo de extraccion y sus

interacciones entre éstos factores, influyeron significativamente en la extraccién enzimatica de

pectina, siendo el valor de P menor a 0,05, para un nivel de confianza del 95,0%. El R? estadistico

(0,99) indico6 que el modelo presentd un buen ajuste a los datos experimentales.

Como se observa en el Diagrama de Pareto (Fig. V.4 ), el tiempo de extraccion fue la variable

operacional més significativa, sequida del pH, las interacciones y la temperatura.

e Superficie de respuesta: disefio de Doehlert
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Teniendo en cuenta el rango de pH de estabilidad de la enzima PGasa de W. anomalus y los

resultados en los capitulos anteriores, se fijo un pH 5,1 para realizar la extraccion de pectina

(Martos y col., 2013b; Martos y col., 2014). Utilizando metodologia de superficie de respuesta,

mediante el disefio experimental de Doehlert, se optimizaron las dos variables operacionales

restantes (temperatura y tiempo de extraccion). Se realizd una

superficie de respuesta para

temperatura versus pH y otra para temperatura vs tiempo. La Tabla V.5 muestra la matriz del disefio

Doehlert y los resultados del rendimieto de extraccion de pectina con PGasa de W. anomalus

obtenidos en cada experimento.

Tabla V.5: Valores codificados y reales, y rendimientos de extraccidn de pectina obtenidos

del disefio Doehlert.

Valores reales

Valores codificados

Rendimiento®

Exp. Temperatura tiempo Temperatura  tiempo MIE (% p/p)
1 50 4,5 1 0 0,589 25,78
2 45 1 0,5 -0,866 0,141 6,17
3 35 1 -0,5 -0,866 0,086 3,76
4 30 45 -1 0 0,487 21,31
5 35 8 -0,5 0,866 0,681 29,81
6 45 8 0,5 0,866 0,739 32,34
7 40 45 0 0 0,735 32,17
8 40 45 0 0 0,731 31,99
9 40 45 0 0 0,741 32,43

@Media de tres valores, DS dentro del 10%.

Las interacciones entre variables resultaron no significativas siendo el valor de P mayor a 0,05, para

un nivel de confianza del 95,0%. Los coeficientes lineales y cuadraticos significativos, se muestran

en la Tabla V.6. En la tabla V.7 se presenta el analisis de varianza para la extraccion de pectina por

PGasa por W. anomalus mediante el disefio de Doehlert.

Tabla V.6: Coeficientes y p-valores calculados por ANOVA,
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(disefio de Doehlert).

Coeficiente
constante 32,06
Temperatura 2,31
Tiempo 15,03
Temperatura 2 -8,51
Tiempo 2 -15,94
R°=99,98%

Tabla V.7: Andlisis de Varianza para la extraccion de pectina por PGasa por

W. anomalus mediante el disefio de Doehlert.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
A:Temperatura 16,0754 1 16,0754 302,27 0,0033
B:Tiempo 678,108 1 678,108 12750,56  0,0001
AA 72,3861 1 72,3861 1361,09 0,0007
AB 0,0257603 1 0,0257603 0,48 0,5584
BB 254,03 1 254,03 4776,57 0,0002
Error total 0,106365 2 0,0531826

Total (corr.) 959,831 7

R”: 99,98%

La extraccion de pectina por PGasa por W. anomalus puede ser predicha por la ecuacion de

regresion que se presenta a continuacion (ecuacion V.1):

Rendimiento % = 32,06 + 2,31Temperatura + 15,03Tiempo — 8,51Temperaatura2 —

15,94Tiempo? (ec. V.1)
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Figura V.5: Superficie de respuesta temperatura vs tiempo para la extraccion de pectina.

Los valores negativos de los efectos cuadraticos para las variables evaluadas, indican la existencia
de un méximo en funcién de las mismas. Esto también puede observarse en la superficie de
respuesta (Fig. V.5) donde el 6ptimo rendimiento de extraccion de pectina (35,69+0,741 % p/p) se
muestra con una temperatura de 42°C a las 6,6 h de extraccion.

De estudios previos se demostré que la enzima PGasa por W. anomalus permanece estable hasta los
50°C, durante 10 h de incubacion (Martos y col., 2014).

Los blancos de reaccion resultaron entre 2,96 hasta 18,013 % p/p. A temperaturas de 50 y 45 °C,
resultd una solubilizacion significativa, aunque mucho menor que con la accion de la enzima. La
solubilizacién de los blancos se tomé como parametro de la degradabilidad quimica del sustrato
bajo condiciones de incubacion de la reaccion enzimatica (Contreras Esquivel, 2003).
Se han reportado rendimientos de extraccion de pectina de albedo de limén por método enzimatico
de 27 g de pectina/100 g de material seco empleando PGasa de A. kawachii y de 17,6 g de
pectina/100 g de material seco con PGasa de A. niger (Contreras Esquivel, 2003). Zapata, Zapata y
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col. (2009) reportaron rendimientos del 27 % (g MIE/g albedo) utilizando protopectinasa-SE
producida por el hongo levaduriforme Geotrichum klebanii y del 10 % (p/p) para los blancos.
Vasco-Correra y Zapata Zapata (2017), al evaluar la extraccion de pectina de maracuya utilizando
una PPasa de G. klebahnii ATCC 42397, informaron sus mayores rendimientos de extraccion de
pectina entre 17% y 25% (p/p) a 37°C, mientras que los menores a 44 °C, atribuyéndolo a la

inestabilidad de la enzima a esta Gltima temperatura.

V.3.2. Comparacion de rendimientos de extraccion con una enzima comercial y el método
guimico
En la Tabla V.8 se presentan los rendimientos de extraccion de pectina de cascara (albedo) de limén

con la enzima comercial y por el método quimico, y su comparacién con el EE de W. anomalus.

Tabla V.8: Rendimientos de MIE con diferentes métodos de extraccion.

Método de Especificaciones Rendimiento
extraccion %
Enzimético* PGasa W. anomalus
35,69+0,74
o PGasa comercial Pectinex Ultra Clear Batch
Enzimaético* 25,32+ 0,61
SON50034
Quimico - 24,17+0,99
Control Sin enzima 8,42+0,59

* Condiciones de extraccion: 40 °C, 6 h, pH: 5,0, 180 rpm.

El rendimiento de extraccion por el método quimico fue de 24 +0,99 % (p/p), utilizando la enzima
comercial de 25,320,614 y con el EE de W. anomalus de 35,69+0,74 (Tabla V.8). Lo anterior
indica un aumento del ~32% en la extraccion de pectina con el EE de W. anomalus respecto al
método quimico, y ~30% respecto a la extraccion con la enzima comercial.

Sakamoto y col. (1994) informaron rendimientos del 10 al 30 % mas altos al realizar la extraccion
por via enzimatica, respecto a la extraccion quimica. Otros autores informaron valores de
rendimientos para extracciones de pectina mediante hidrdlisis quimica a partir de citricos de 22

9/100 g protopectina de limén (Sakamoto y col. 1995), 20,2 g pectina/100 g albedo seco a partir de
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albedo de limén (Contreras Esquivel, 2003). Vasco-Correra y Zapata Zapata (2017), al evaluar la
extraccion de pectina de maracuya utilizando una PPasa de G. klebahnii ATCC 42397, informaron
rendimientos de extraccion de pectina entre 17% y 25% (p/p).

Se ha descripto que los materiales vegetales contienen hasta un 30 % de material celulésico, el cual,
junto con la pectina, es insoluble en etanol (Sinclair y Crandall, 2008), por ello, la medida de peso
seco realizada en el ensayo enzimético podria incluir a ambos componentes, a diferencia de la
medida de peso seco realizada en el ensayo quimico, en el cual existe una hidrolisis total o parcial
del material celuldsico ademas de la pectina. Esta hidrélisis genera azUcares simples, solubles en
etanol, razon por la cual esta fraccidn no es detectada en los resultados de peso seco (Zapata, 2003).
Se observa que los rendimientos obtenidos en el presente estudio empleando el extracto enzimético
de W. anomalus son mayores a los descriptos por otros autores, lo cual confirma la bondad del

proceso enzimatico utilizado.
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V.3.3. Protocolo de extraccion definitivo

El esquema general definitivo del proceso de extraccion de pectina a partir de residuo de limén y

utilizando el extracto enzimatico de W.

anomalus se detalla en la Figura V.6.

Residuo de limén

Extracto enzimatico 30 mL —
Residuo de lim6n 309 ——
Buffer Ac/Ac30mL >

Residuo

Etanol frio al
96 % (v/V)

Secado 45 °C Molienda y

Tamizado 35 mesh

Hidrdlisis enzimatica
pH: 5.0
Temperatura: 40 °C
Tiempo: 6,5 h
Agitacion: 150 rpm

Filtracion con tela
de muselina

Precipitacion del material
polimérico: filtrado+2 vol.
de etanol frio al 96 % (v/v) -
5°C-2h.

Centrifugado 3.500 rpm — 10 min.

Secado — 40 °C

Material Insoluble
en Etanol (MIE)

Figura V. 6: Esquema del proceso completo de extraccion enzimatica de pectina.
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V.3.4. Caracterizacion de la pectina

e Determinacion del contenido de &cidos uronicos en el MIE
Los valores de concentracion de AGA (mg/L) en el MIE obtenido por los métodos enzimatico y
guimico, se muestran en la Tabla V.9.
En la Tabla V.9 puede observarse que los valores de concentracion de AGA del MIE obtenidos por
el método enzimatico fueron superiores a los valores correspondientes a la extraccion por el método
quimico. Un valor promedio de 413 mg/L de AGA en el MIE fue obtenido por via enzimatica, a
40°C, pH 5,0 y 6,5 h, mientras que por el método quimico la concentracion fue de 336 mg/L de
AGA.

Tabla V.9: Concentracion de AG en el MIE, obtenido por los métodos enzimatico

y quimico.
Método AG (mg/L) AG (mg/L)* Porciento %
(9ac/100 gmie)
436,00
406,66 412,889 + 20,713 82,57
Enzimético 396,00
253,33
306,67
Quimico 345,33 336,00 + 25,957 67,2
356,00

Los resultados corresponden al promedio de tres repeticiones. Condiciones de extraccion: Método
en enzimatico: 40 °C, pH 5,0, 6,5 h, agitacion: 150 rpm. Método quimico: 90 °C, pH=2, 60 min,
con agitacion.

La extraccion de un compuesto a partir de un tejido vegetal tiene como objetivo la obtencién de un
elevado rendimiento de extraccién, con un minimo de impacto en las propiedades del compuesto
extraido y ademas minimizar la extraccién de compuestos indeseables. Dentro de ese contexto,
teniendo en cuenta que la pectina es un polisacérido que contiene elevado contenido de AG (Guidi y
col., 2010), mediante la extraccion enzimética realizada en este estudio el contenido de AG en el
MIE resulto ser del 82,57% (gaca/100 gwmie), indicando que la pectina extraida es lo suficientemente
pura y que no contiene cantidades considerables de impurezas por presencia de proteinas, almidon

y azlcares, entre otros.

e Determinacion del grado de esterificacion
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Los valores de grado de esterificacion del MIE extraido del albedo por método enzimético, se
muestran en la Tabla V.10.

El grado de esterificacion de la pectina obtenida empleando los extractos de W. anomalus fue de
79,10 % + 0,0082, el valor indica que se trata de pectina de alto metoxilo (HM).

Tabla V.10: Grado de esterificacion del MIE obtenido por métodos enzimatico

Ensayo Vi (mL) V, (mL) GE GE promedio
Ensayo 1 0,08 0,29 78,37 % 79,10 % + 0,00827
Ensayo 2 0,07 0,28 80 %

Ensayo 3 0,08 0,30 78,94 %

Los resultados corresponden al promedio de tres repeticiones. Cond. de extraccion: 40 °C, pH 5,0,
6,5 h, 150 rpm.

El grado de esterificacion constituye una propiedad quimica muy importante relacionada con la
velocidad de gelificacion y solidificacion de la pectina, como se describi6 anteriormente. Como se
trata de una pectina HM esto implica que puede ser usada en la formulacion de productos como
jaleas y mermeladas pero no en productos dietéticos (con bajo agregado de azlcar).
Especificamente Ultra Rapid Set es la clasificacion de la pectina HM cuyo grado de esterificacion
es mayor al 74%; porque su tiempo de gelificacion es rapido, lo que conlleva a dispersiones

uniformes de la fruta y previene su flotacion cuando se utiliza en la elaboracion de mermeladas.

e Determinacién del poder de gelificacion
Se pudo comprobar a partir de la formulacion de un gel, que la pectina extraida es adecuada para
elaborar mermeladas. Estos resultados se establecieron por comparacién entre la formulacion con
una composicion del 50% de azlcar y del 24 y 0,75% de fruta y pectina respectivamente y otra

formulacidn sin pectina, como se observa en la Fig. V.6.
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FiguraV.6: Gelificacion de pectina obtenida con el EE de W. anomalus

V.4. CONCLUSIONES

e El extracto enzimético, con actividad PGasa, fue capaz de extraer pectina a partir de
residuos de limon, verificando la capacidad PPasa de la enzima.

e EIl pH, la temperatura y el tiempo de extraccion, influyeron significativamente en los
niveles de solubilizacién de pectina.

e EI 6ptimo rendimiento de extraccién de pectina (35,690,741 % p/p) se muestra con una
temperatura de 42°C a las 6,6 horas de extraccion.

e Se observo que los rendimientos obtenidos en el presente estudio empleando el EE de W.
anomalus fueron mayores a los obtenidos por el método quimico y con la enzima
comercial.

e El grado de esterificacion de la pectina extraida fue del 79,10 %, siendo una pectina HM.

e Lariqueza en &cido galacturénico (AGA) de la pectina extraida fue del 82,57 %, indicando
que la misma es lo suficientemente pura.

e La pectina extraida present6 buena capacidad gelificante, para su uso en mermeladas.

e El extracto enzimético de W. anomlus, resultdé de potencial importancia para su utilizacién
en la extraccion de pectina a partir de residuo de limén, un residuo de las industrias

citricolas.
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