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Las enzimas son catalizadores bioldgicos con gran importancia a nivel celular e industrial,
debido a que incrementan la velocidad de las reacciones sin afectar el equilibrio. Las enzimas
pueden ser producidas por fermentacién de microorganismos como hongos y bacterias. Por

lo tanto, la prospeccion de estos en dicho campo es un tema con auge en investigacion.

El basidiomiceto Humphreya coffeata, un hongo de podredumbre blanca posee condiciones
de crecimiento en las cuales es probable que produzca enzimas hidroliticas como pectinasas,
amilasas y celulasas. El objetivo de este trabajo fue explorar la capacidad de H. coffeata para
producir estas 3 enzimas en fermentacion sumergida. En primer lugar, se evalud el efecto de
la geometria del matraz sobre la produccidon de biomasa y la actividad enzimatica. Se
encontrd que la geometria del matraz tuvo un efecto significativo en la produccién de
biomasa, pero no afectd la actividad enzimatica, obteniéndose valores de 1,16 U/mL para
exo-pectinasas y un porcentaje de reduccién de viscosidad asociado a endo-pectinasa del
4,5%. 0,11 U/mL para la actividad amiolitica y 0,8 U/mL para exocelulasas, 0,09 U/mL para
endo celulasas y 0,2 U/mL para betaglucosidasa. Posterior a dicha etapa de prospeccién se
procedié con el estudio especifico de las pectinasas, las cuales tuvieron mayor potencial
respecto a la cantidad producida, para lo cual se evalud un residuo agroindustrial (cdscaras
de naranja) como fuente de carbono, se evaluo el efecto del pHy temperatura en la actividad
enzimatica mediante un disefio de experimentos factorial y la inmovilizacidén de la enzima

mediante atrapamiento covalente sobre una matriz de alginato de sodio. Se encontrd que el



uso de cdscaras de naranja como fuente de carbono no tiene efecto sobre la actividad
enzimatica, que el pH y temperatura favorables para la reaccién es 5,5y 55 °C, con una
velocidad enzimatica maxima de 0,07 U/mL*min y una constante de afinidad por el sustrato
de 0,022 mg/mL, y que la enzima inmovilizada posee actividad exo-pectinasa, aunque en

menor proporcién que el extracto crudo.



ARTICULO 1



PROSPECCION DE ACTIVIDAD HIDROLITICA DE Humphreya coffeata EN CULTIVO SUMERGIDO
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ABSTRACT: Las hidrolasas son enzimas que realizan la ruptura de un gran ndmero de
biomoléculas usando como co-sustrato la molécula de agua, esta clase de enzimas ha sido
atractiva a nivel industrial en diversos procesos como fabricacion de papel, alimentos,
textiles entre otros, lo que genera una demanda con tendencia creciente; debido a esto,
producirlas mediante nuevas fuentes cobra importancia a nivel industrial. Estas enzimas
son producidas por fermentacion de diversos microorganismos, dentro de los cuales las
de origen fungico tienen gran interés, dado que se favorecen procesos de transferencia de
estas al medio. Humphreya coffeata, es un hongo de la familia Ganodermataceae, muchos
de los cuales han sido estudiados por la capacidad de producir compuestos con actividad
biolégica. Sin embargo, para este en especifico no se ha reportado el potencial en la
produccién de enzimas. En el presente trabajo se evalud la produccion de amilasas,
pectinasas y celulasas a partir de Humphreya coffeata, en cultivo sumergido bajo dos
configuraciones de matraz (convencional y bafleado), encontrandose que las 3 enzimas
son producidas por el hongo, teniendo mayor potencial pectinasas con una produccién de
1,16 U/mL para exo-pectinasay un porcentaje de reduccion de viscosidad asociado a endo-

pectinasa del 4%.
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INTRODUCCION:

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que aceleran la velocidad de las reacciones
propiciando que sean viables o se logre obtener un producto determinado en menor
tiempo, sin modificar la constante de equilibrio; su ventaja frente a catalizadores quimicos
radica en que son producidas de manera bioldgica y sus productos o subproductos

generalmente poseen menor impacto ambiental que los catalizadores quimicos.

Estas son ampliamente usadas en diversos procesos tanto a nivel celular, como nivel

guimico e industrial (Moral et al., 2015).

Pueden clasificarse de diferentes formas, de acuerdo con su funcién principal y se
encuentran inmersas en diversas dreas como cosmeética, alimentos, o aplicaciones

técnicas.

El 75 % de las enzimas que se producen a nivel industrial son de tipo hidrolitico entre las

que se encuentran las celulasas, pectinasas y amilasas (Li et al., 2012) .

A nivel industrial un alto porcentaje de las enzimas son producidas mediante fermentacién
en sumergido de diversos microorganismos, 50 % por hongos y levaduras seguido de

bacterias con un 35 % (Moral et al., 2015).

Los hongos han sido utilizados industrialmente por la capacidad de producir una gran
variedad de enzimas de forma extracelular, lo cual facilita los procesos de separacion
haciendo mas rentable su produccion, asi la mayoria de enzimas hidroliticas son
producidas por hongos pertenecientes al género Aspergillus;, por ejemplo cepas de
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma longibrachatum han sido reportados
como productores de celulasas, pectinasas y amilasas ( Li et al., 2012).Especies de
Trichoderma y algunos hongos filamentosos como Aspergillus niger han sido encontradas
en suelos agricolas y madera en descomposicién lo que demuestra que en la hidrdlisis de
dichos compuestos trabajan de manera sinérgica enzimas como: celulasas, hemicelulasas,

pectinasasy ligninasas (Awojobi et al., 2013).



Por su parte, la produccion de pectinasas para ser usada en la clarificacion de jugos ha sido
evaluada por Sandri et al., (2011) en especies fungicas de Aspergillus niger y Aspergillus
oryzae encontrando que los extractos obtenidos logran hasta un 75% de clarificacién en
jugos de manzana (Sandri, et al., 2011). De igual manera, Awojobi et al (2013), evaluaron
especies de Trichoderma para la produccién de celulasas extracelulares, encontrando
resultados favorables para T. longibrachiatum con produccién de hasta 1000 U/mL usando
CMC como sustrato (Awojobi et al.,2013). Estas especies también han sido usadas en la
produccién de amilasas como lo reportan Carlsen y Nielse (2001) quienes usaron cepas de
Aspergillus oryzae para la produccion de amilasas, , encontrando que la glucosa favorecia
la produccidon de estas enzimas al ser comparados con otros sustratos como maltosa vy

galactosa (Carlsen y Nielsen, 2001).

Dentro de los hongos se encuentran los basidiomicetos que corresponden a un grupo de
hongos de aproximadamente 30.000 especies que han sido estudiados por la produccion
de metabolitos bioldégicamente activos (Brizuela et al.,, 1998) donde las enzimas
corresponden a un gran grupo de interés. Por ejemplo, a partir de Basidiomicetos como
Trachyderma tsunodae se ha logrado producir enzimas como bilirubin- oxidasa reportada
por Brizuela et al.,, (1998) y cepas de Oudemansiella, Coprinus, Auricularia, Poria, que han
sido utilizadas para producir colesterol-oxidasa importante en diversos tratamientos
médicos (Brizuela et al., 1998), asi Humphreya coffeata es un basidiomiceto, al que no se
le ha estudiado su potencial enzimatico, a pesar de que muchos de sus procesos bioldgicos

requieren de la presencia de las mismas (Brizuela et al., 1998).

La forma mds comun de produccion de las enzimas, son los cultivos en fermentacion
sumergida donde se hace fundamental generar condiciones de crecimiento que
favorezcan la produccion de las enzimas tales como cambios en las condiciones
hidrodindmicas del cultivo, que pueden ser generados por diferentes configuraciones de

matraces, como los sistemas bafleados y de resorte que han sido estudiados en cultivos



filamentosos y pueden afectar la transferencia de oxigeno (Palacios-Morales et al., 2016)

(Gamboa-Suasnavart et al., 2011) (Saat et al., 2014).

El objetivo del trabajo fue evaluar la produccidn de celulasas, amilasas, y pectinasas a partir
de Humphreya coffeata y determinar el efecto de la configuracién del matraz sobre la

produccién de estas enzimas.
2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Conservacién, activacién de la cepa y condiciones de crecimiento

Humphreya coffeata cepa nativa, se encuentra en el cepario de la Universidad EAFIT,
conservado en discos de papel filtro de 0,5 cm de didmetro, con 5 mL de agua destilada

estéril y almacenados a 4 °C (Garcia-Garcia et al., 2014).

Para la activacion de la cepa, un disco de papel filtro con micelio fue incubado en caja Petri
con PDA durante 6 dias a 30 °C. Posteriormente, 5 discos de agar fueron inoculados en 50
mL de medio con la siguiente composicion (g/L): glucosa 35; peptona 5; Extracto de levadura
2,5; KH2PO4H,O 1; MgS047H,0 0,5; vitamina B1 0,05 (Porras-Arboleda et al., 2009),
incubados 72 ha 150 rpom vy 37 °C.

Finalmente, 5 mL del indculo, que corresponde a 0,14 g/L de biomasa fueron inoculados en
Erlenmeyer de 250 mL con 45 mL de medio especifico para cada enzima reportado en la

literatura.

2.2 Cultivo en matraces

Los cultivos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL de dos configuraciones:
convencional (MC) de altura 144,93 mm, altura de cuello 43,43 mm vy diametro de boca 30,6
mm y Bafleado (MB) con altura 126,74 mm, altura de cuello 21,84 mm y didmetro de boca

27,8 mm.



La composicion del medio de cultivo varid de acuerdo con la enzima que se deseaba inducir.
Para la produccién de amilasas la composicion en g/L fue: Almidén 5, Extracto de levadura 5,

KoHPO4 0,5, MgS04-7H,0 0,2, CaCl,-2H,0 0,1, Peptona 5 (Shankar et al., 2017).

Por su parte, para la produccion de pectinasas se utilizo, en (g/L): Extracto de levadura, 1,0;
Glucosa, 10,0; K;HPO4, 0,4;KH,PQ4, 0,2; MgS04-7H,0, 0,4; Pectina citrica 2, (Uzuner y

Cekmecelioglu, 2015).

Y para la produccion de celulasas se usé el medio de cultivo reportado en la literatura
modificado (g/L): CMC (Amtex, baja viscosidad) 10, extracto de levadura 0,60; KH,PO4 7;
KyHPO42; MgS04.7H20 0,15; (NH4)2S04 1; FeS04.7H,0 0,01; KCI 0,50 (Goldbeck et al., 2013).

Los cultivos se incubaron a 30 eCy 150 rpm (Incubadora de agitaciéon C25 New Brunswick

Scientific;) durante 12 dias, realizando sacrificio de matraz cada 4 dias.

2.3 Métodos analiticos

La concentracién de biomasa de H. coffeata se determind por método gravimétrico de peso
seco, filtrando al vacio todo el cultivo celular a través de papel filtro (BOECO 392),

previamente pesado. La biomasa fue secada a 40 °C por 24 h.

La determinacion de azucares reductores remanente en el medio de cultivo se cuantificé por
el método del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS), (Miller, 1959), empleando glucosa como

estandar.

2.4 Actividad pectinolitica

2.4.1 Actividad endo-pectinasa

Para la determinacion de la actividad endo-pectinasa, 7,5 mL de solucion de acido poli

galacturodnico (alfa Aesar) al 1% en buffer acetato (pH 4,5, 0,1 M) fueron mezclados con 2,5



mL de muestra de cultivo libre de células e incubados a 45°C por 10 min. La reaccion fue
detenida poniendo las muestras en hielo por 7 min; cuando la mezcla alcanzé la temperatura

ambiente se midid la viscosidad en un viscosimetro de Ostwald.

La actividad endo-pectinolitica fue definida como reduccién en el porcentaje de viscosidad

respecto al sustrato (Sandri et al., 2011).

2.4.2 Actividad exo-pectinasa

Para la determinacion de la actividad exo-pectinasa se utilizé como sustrato una solucion al
1 % de acido poli galacturdnico, pectina citrica (alfa Aesar) en buffer acetato (pH 4,5, 0,1 M).
Se tomaron 400 pL de sustrato con 100 pL de extractoy se incubaron a 45°C por 20 min. La
determinacién de azucares liberados se realizé por el método de DNS (centrifugando a 14000
rpm por 5 min posterior a la reaccion), usando acido galacturénico como estandar (Sandri et

al., 2011).

Una unidad de exo-pectinasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico necesario
para hidrolizar la pectina y formar 1 pmol de acido galacturénico por minuto bajo las

condiciones de reaccion especificadas (Debing et al., 2006).

2.5. Actividad amilolitica

80 pL del extracto crudo fueron mezclados con 400 L de solucion buffer citrato (pH 5,0, 0,1
M) y 800 pL de almidon soluble al 4% en agua, se dejo en reposo a 40 °C por 15 min y la
reaccion fue detenida adicionando 480 uL de DNS. Finalmente, se determiné el azucar

liberado mediante el método de DNS.

Una unidad amilolitica fue definida como la cantidad de extracto enzimatico que libera 1 pg

de azucar reductor por minuto bajo las condiciones establecidas (Sanchez et al., 2016).

2.6. Actividad celulolitica



2.6.1. Actividad exo-glucanasa sobre papel filtro

50 mg de papel filtro (filtro Advanced 100) fueron mezclados con 1 mL de solucién buffer
citrato (pH 4,8, 0,05 M) y 1 mL de extracto enzimatico, e incubados a 50°C por 60 min.
Finalmente se determinaron los azlcares libres mediante el método de DNS (Goldbeck et

al., 2013).

Una unidad exo-glucanasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico que libera 1

ug de azlcar reductor por minuto bajo las condiciones establecidas.

2.6.2 Actividad endo-glucanasa

Se tomaron 0,5 mL de CMC al 1% en buffer citrato (pH 4,8, 0,05 M) con 0,5 mL de extractoy
se incubaron a 50 °C por 10 min. Se determinaron los azucares libres mediante el método de

DNS (Goldbeck et al., 2013).

Una unidad endo-glucanasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico que libera

1 pg de azucar reductor por minuto bajo las condiciones establecidas.

2.6.3 Actividad betaglucosidasa

1 mL de Celobiosa 15 mM en buffer citrato pH 4.8, 0,05 M fue mezclado con 1 mL de extracto
e incubado a 50 °C por 30 minutos. Finalmente se midieron los azucares liberados con un kit

de glucosa oxidasa (sigma) (Goldbeck et al., 2013).

Una unidad betaglucosidasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico que libera

1 pg de azucar reductor por minuto bajo las condiciones establecidas.

2.7 Andlisis estadistico

Los analisis se realizaron mediante Analisis de varianza (ANOVA), con un 95 % de confianza,

usando el software STATGRAPHICS CENTURION.



Todas las muestras fueron realizadas con 2 réplicas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de la configuracidon de matraz y sustrato en el crecimiento celular de Humphreya

coffeata

El desarrollo de la cinética de crecimiento de Humphreya coffeata crecida en dos
configuraciones de matraz, matraz convencional (MC) y matraz bafleado (MB) en medio
enriquecido con una mezcla de pectina citrica y glucosa, almidén y CMC se muestra en la

Figura 1.

En los medios enriquecidos con pectina citrica (Figura 1A), la maxima produccion de biomasa
alcanzada a los 12 dias del cultivo se presentd en los cultivos MB, con una produccion de 7,4
+ 0,003 g/L, comparado con los cultivos en MC, donde la produccion fue de 4,6 +0,0002 g/L,
para lo cual se encontraron diferencias significativas (p<0,05). Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Gamboa-Suasnavart et al., (2011) y Marin-Palacio et al., (2014), quienes
encontraron mayor produccion de biomasa en cultivos de Streptomyces lividans cuando

estos fueron conducidos en MB comparados con los MC.

Estos comportamientos encontrados en sistemas MB fueron estudiados por Palacios-
Morales et al., (2016) quienes sugirieron que la configuracion del MB genera un flujo
turbulento que favorece el crecimiento celular, dado que generan altas variaciones en las

velocidades de flujo.

Asuvez los obstaculos en configuraciones bafleadas permiten zonas de estrés hidrodindmico
qgue promueve la elongacion y ruptura de la biomasa, lo cual afecta la morfologia de los
microorganismos evaluados, siendo mas pequefios para las geometrias en bafles,

aumentando la trasferencia de oxigeno y su adsorcion.



Por otro lado, la velocidad especifica de crecimiento ajustada mediante el modelo logistico
fue de 0,45 d'paralos MB (R?de 0,89) yde 0,41 d1 para los MC ( R?de 0,91), los R de estos
modelos obtenidos indican buen ajuste de los datos experimentales para el modelo usado,
estos resultados son comparables con lo reportado por Gamboa-Suasnavart et al., (2011)
guienes encontraron mayores velocidades de crecimiento en cultivos de Streptomyces

lividans crecidos en MB respecto a MC.

Los cultivos en MB presentaron un mayor consumo de azlcar, representado por un valor de
0,69 g/L de azlcar remanente al finalizar el cultivo con respecto al MC con 2,3 g/L, lo que
podria estar relacionado con la mayor produccion de biomasa obtenida en MB. Estos
resulados contrastan con los obtenidos por Saat et al., (2014), quienes no encontraron
diferencias significativas en la produccién de biomasay el consumo de glucosa en cultivos de

Pycnoporus sanguineus usando sistemas bafleados y convencionales.
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Figura 1 Cinética de crecimiento (circulo relleno) y consumo de sustrato (cuadrado relleno)
de Humphreya coffeata crecida en matraces convencionales (linea continua) y matraces
bafleados (linea discontinua) incubados a 30 °C y 150 rpm en un medio enriquecido con

pectina citrica y glucosa (A), almidon (B) y CMC (C).



Por su parte, aunque no se encontraron diferencias significativas para la produccion de
biomasa en cultivos enriquecidos con almidon (Figura 1B), se alcanzé en MB una
concentraciéon de 5,3 + 0,02 g/L, mientras que en MC hubo una reduccion del 20 % en la

produccion, con una concentracion de 4,3 + 0,05 g/L a los 12 dias de cultivo.

Respecto a la velocidad especifica de crecimiento determinada mediante el modelo logistico
se encontrd que el sistema de MB alcanzé un valor de 0,33 d* (R? de 0,84) respecto a los
cultivos en MC donde se alcanzaron velocidades especificas de 0,25 d* ( R de 0,83). Asi
mismo, no se evidencian diferencias significativas en el comportamiento del consumo de

sustrato en ambos sistemas, similar a lo encontrado para el sistema con pectina y glucosa.

Para los cultivos llevados a cabo con CMC (Figura 1C) se alcanza una maxima concentracién
de biomasa a los 12 dias de cultivo con una concentracion de 5,3 + 0,04 g/L para sistemas
MB y 3,9 + 0,003 g/L para sistemas MC, comportamientos similares fueron obtenidos con
respecto al consumo de sustrato. Sin embargo, una pequefa diferencia en la velocidad
especifica de crecimiento fue encontrada 0,13 d! para MC (R?de 0,78) y 0,08 d'! para MB
(R?de 0,84).

El modelo para MC presenta menor ajuste a los datos respecto a MB lo cual podria explicar
que MB sea menor que MC para el sistema con CMC comparado con los sistemas con
pectina/glucosa y almiddén, para los cuales MB siempre fue mayor.Sin embargo, no se
presentaron diferencias significativas; resultados similares a los encontrados por Saat et al.,
(2014), con Pycnoporus sanguineus, quienes no encuentraron diferencias en el crecimiento
para ambos sistemas de matraces a velocidades de agitacion menores a 250 rpm donde la

transferencia de oxigeno podria ser similar.

Al comparar el crecimiento de Humphreya coffeata en los tres sustratos evaluados y en las
dos configuraciones de matraz se puede decir que la velocidad especifica de crecimiento fue
mayor para la configuracion de matraz bafleados que para la configuraciéon de matraz

convencional y que dichos valores son menores en un 15 % para el uso de almidény un 80



% para el sistema con celulosa comparados con el medio de cultivo que contiene como
fuente de carbono glucosa-pectina citrica; lo cual indica que podria existir una mayor afinidad

por la glucosa-pectina.

La diferencia encontrada, pudo ser debido a la presencia de glucosa como una fuente de
carbono mas asimilable y facil de consumir por los microorganismos y aun mas en hongos,
puesto que la mitad del peso de estos equivale a carbono y es fuente directa para la
formacién de piruvato en el proceso de glicolisis, donde el sistema de transporte del mismo
y las enzimas requeridas para su procesamiento hacen parte del microorganismo de manera

innata, lo cual significa que no requiere adaptacion (Olsson et al., 2006).
3.2 Actividad Enzimatica

3.2.1 Actividad Pectinolitica

El comportamiento de la actividad pectinolitica de los extractos obtenidos de Humphreya
coffeata son mostrados en Figura 2. La actividad endo-pectinasa, medida en funcion de la
reduccién de viscosidad de una soluciéon de acido poligalacturonico al 1% p/V, muestra que
las mayores reducciones de viscosidad se obtuvieron en los medios llevados a cabo en MB
con una reduccién maxima del 4,5%, al ser comparadas con MC donde solo se alcanza una
reduccion del 2,5%. Comportamientos contrarios fueron obtenidos para la actividad exo-
pectinasa, donde se alcanza una actividad de 1,6 U/mLde MCy de 1,2 U/mL en MB. A pesar

de que no se encuentran diferencias significativas ( p > 0,05).
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Figura 2 Actividad pectinolitica de extractos de Humphreya coffeata crecida en matraces
convencionales (linea continua) y matraces bafleados (linea discontinua) incubados a 30°Cy

150 rpm. Actividad Endo-pectinasa(equis), actividad exo-pectinasa (asterisco).



Estos resultados son cercanos a lo encontrados por Arellano et al . (2015), quienes evaluaron
cepas de Bacillus en cdscaras de toronjo y naranja como sustrato, encontrando actividades
exo-pectinasa entrel,5 U/mLy 3,3 U/mL. Por su parte Uzuner y Cekmecelioglu (2015), para
un sistema bacteriano de Bacillus subtilis alcanzaron actividades enzimaticas exo-pectinasa
de 5,06 U/mL a las 72 h de cultivo;mientras que Poondla et al. (2015), en cepas de

Saccharomyces cerevisiae logré actividades Exo-pectinasas de 6 U/mL.

Anuradha et al., (2014), estudié el efecto de la morfologia de Aspergillus awamori MTCC
9166 modificando condiciones de cultivo como temperatura, pH y velocidad de agitacion,
para el cual encontraron que las mismas condiciones favorables de pH 5,5, temperatura de
28 °C y agitacion de 200 rpm de fermentacion favorecen la produccion de biomasa y de
poligalacturonasa con valores de 17,8 U/mL para pellets de tamafio medianos; efecto que
podria relacionarse al obtenido con MB donde se observaron morfologias de tamafio

pequefio (2 veces menores aproximadamente) respecto a las obtenidas mediante MC.

Finalmente, Sandri et al., (2011) estudiaron pectinasas aisladas de cepas fungicas de
Aspergillus niger en procesos de clarificacion de jugos determinando la actividad pectinolitica
como la reduccidn en el porcentaje de viscosidad de una solucién de pectina, encontrando
una reduccién maxima de 98%, confiriéndole cualidades favorables para su uso en procesos

industriales. Valor significativamente mayor que el encontrado en el presente estudio.

A pesar de que la actividad endo- pectinasa se encuentra por debajo de valores presentados
en la literatura, la exo-pectinasa presenta valores cercanos a otras pectinasas aisladas de
sistemas bioldgicos, por lo cual cabe anotar que la medida de reduccion de viscosidad no es
una medida favorable y directa como lo propuso Jayani et al., ( 2005), quienes indican que a
pesar de que generalmente se ha asociado la reduccién en la viscosidad como una medida
de actividad enzimatica de la pectinasa, no se ha encontrado una relacion directa entre ese
cambio de viscosidad y los enlaces hidrolizados contrario a lo obtenido mediante la medida

asociada a la liberacion de azUcares por accion de la exo-pectinasa.



Ademas Schnitzhofer et al., (2007) encontraron para un sistemade Sclerotium rolfsii una clara
distincion o preferencia de produccién respecto a ambos tipos de pectinasa donde se podria
considerar como endoenzima en el caso de grandes cambios en la viscosidad o exoenzima

en el caso de cambios pequeiios en la viscosidad, asociados a una hidrélisis en el final de la

cadena.

3.2.2 Actividad amilolitica

En la Figura 3 se presenta la actividad amilolitica de los extractos obtenidos deHumphreya

coffeata.

El valor maximo de actividad enzimatica fue de 0,11 U/mL a los 8 dias de cultivo, para ambas

geometrias de matraz (p>0,05).
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Figura 3 Actividad amilolitica de extractos de Humphreya coffeata crecida en matraces
convencionales (linea continua) y matraces bafleados (linea discontinua-) incubados a 30 °C

y 150 rpm.



Al comparar la actividad amilolitica de los extractos obtenidos en este estudio con otros
reportes en diferentes modelos bioldgicos, se puede evidenciar la poca actividad obtenida

bajo las condiciones evaluadas.

Por ejemplo, extractos de cultivos de Bacillus sp. MB6 en cultivo en sumergido usando
almiddn soluble como fuente de carbono alcanzaron actividades de 210 U/mL (Shankar et
al., 2017); mientras Kumar et al., (2012) usando Iriformospora en fermentacion sumergida
con almidén soluble como fuente de carbono lograron actividad amilasa de 39,48 U/mL. Por
su parte, resultados con valores mayores de actividad (550 U/mL) fueron encontrados por
Dar et al.,(2015), para cepas de Penicillium chrysogenum usando torta de linaza como
sustrato y modificando parametros de proceso como pH de fermentacion, sugiriendo que

pH acidos favorecen la produccién de amilasa para este microorganismo (Dar et al., 2015).

La diferencia en los valores de actividad podria estar influenciada por el tipo de fuente de
carbono a usar durante la fermentacion y la afinidad por el mismo de cada microorganismo,
como lo presentaron Carlsen y Nielsen, (2001) quienes al evaluar la produccion de amilasa a
partir de Aspergillus oryzae utilizando diferentes fuentes de carbono encontraron diferencias
en la produccion enzimatica, donde para galactosa la actividad fue nula pero con la adicién
de una baja concentracion de glucosa si se presentd actividad (Carlsen y Nielsen, 2001), lo
que sugiere que bajo las condiciones evaluadas el potencial de Humphreya coffeata para

producir amilasas es bajo.

3.2.3 Actividad Celulolitica

La actividad enzimatica medida como endo-glucanasa, exo- glucanasay beta glucosidasa son
presentadas en la Figura 4. La mayor actividad exo-celulolitica se alcanzé el dia 8 con una
actividad aproximada de 0,8 U/mL para ambas configuraciones de matraz (p>0,05,) y
comienza a disminuir hasta el dia 12, lo cual sugiere que podrian estarse produciendo
enzimas que las degradan o inhibidores que se van generando en el proceso fermentativo

como fenoles u otros azucares. Por ejemplo, Li et al., (2013) expusieron que acumulacién de



celobiosa inhibe la actividad de endo-glucanasa y exo-glucanasa lo cual podria explicar dicha
disminucion, dado que es coherente con el resultado presentado en la figura 4, donde existe
una disminucién en la actividad endo y exo glucanasa, al aumentare la actividad beta

glucosidasa, que libera celobiosa.

Este valor encontrado para actividad exo-glucanasa es similar al reportado por Salmon et
al.,(2014), quienes encontraron valores cercanos a 1 U/mL a partir de Ganoderma
applanatum indicando que este valor es significativamente menor para este tipo de

microorganismo respecto a otros similares.

Ahora bien, varios trabajos han sido encontrados referente a variaciones de cultivo o
reaccion que favorezcan la produccion de celulasas, por ejemplo Li et al., (2013), evaluaron
condiciones éptimas de pH de fermentacién para producir celulasas a partir de Trichoderma
reesei y el efecto del mismo sobre la morfologia, encontrando que para exoglucanasas la
actividad maxima se logro a las 80 horas de cultivo con un valor de 12 U/mLy no reportan
una relacion entre los cambios morfoldgicos dados por el cambio en el pH y su produccién

enzimatica.

El efecto de la fuente de carbono también ha sido evaluado en la actividad de enzimas
celuloliticas. Awojobi. et al., (2013) determinaron el efecto de la fuente de carbono usada en
la fermentacién para cepas de Trichoderma, sobre la actividad celulolitica asociada a
exoglucanasas ,encontrando actividades de hasta 400 U/mL usando CMC como sustrato en
comparacion con otros sustratos como galactosa, sacarosa, fructosa o almidén donde las

actividades se redujeron hasta un 25 %.

Ahora bien al evaluar la actividad endo-glucanasa referente a la celulasa que actua sobre los
enclaces B-1,4 glucosidicos internos en las unidades de glucosa de manera aleatoria, se
observd que no hubo diferencias significativas entre ambas configuraciones de matraz

(p>0,05), y una disminucidn en la actividad durante el tiempo de cultivo, lo cual es similar a



lo encontrado para exocelulasas que sugiere la degradacién de las mismas por posible

acumulacion de celobiosa en el medio.

La mayor actividad se obtuvo a los 8 dias de cultivo con un valor de 0,09 U/mL siendo
significativamente menor a la actividad endo-glucanasa encontrada por Li et al., (2013),
quienes reportan una actividad de hasta 40 U/mL para Trichoderma reesei en condiciones
optimas de pH (4,5). Ademas, indican que Trichoderma, Aspergillius, Penicillium,y Rhizopus,
han sido ampliamente usados en la produccion de enzimas tipo celulasas, donde
especialmente Trichoderma presenta una buena habilidad para producir endoglucanasas 20-

36 % y exoglucanasas 60-80 % respecto a otros microorganismos.

Asuvez, Paredes et al., (2010) encontraron que Lentinula edodes en pseudotallo de residuos
de cultivo de banano alcanzd las actividades mas altas de 8,14 Ul/g en residuo seco para la

medida de actividad celulolitica sobre CMC, asociado a actividad endoglucanasa.

Finalmente para las B-glucosidasa se encontraron valores desde 0,002 hasta 0,2 U/mL. Este
valor para la B-glucosidasa es similar al encontrado por Li et al.,(2013),usando Trichoderma
reesei donde reportan la produccién de celobiosa como inhibidor de endo y exoglucanasas;
por ende la accion de la B-glucosidasa podria explicar la reduccién en la actividad de las otras

dos celulasas (Endo,Exo) (Ponce y Pérez 2002).

Para este caso se encuentrd que a partir del dia 8 existe una tendencia constante hasta el dia
12, y es justo en ese punto donde se da la maxima actividad beta glucosidasa y disminuye la

actividad endo-glucanasa y exo-glucanasa.
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Figura 4 Actividad celulolitica de extractos de Humphreya coffeata crecida en matraces
convencionales (lineas continuas) y matraces bafleados (lineas discontinuas) incubados a

30°C y 150 rpm. Actividad Endoglucanasa (circulo), Actividad Exoglucanasa (tridngulo) y

Actividad Beta-glucosidasa (cuadrado).



Los valores determinados para las celulasas indican que Humphreya coffeata posee
actividad celulolitica similar a otras cepas fungicas, aunque estos valores podrian
potencializarse con el uso de otros sustratos inductores como lo determinaron
Kobakhidze et al., (2016) quienes evaluaron la induccion de endocelulasas y xilanasas en
basidiomicetos de podredumbre blanca como Fomes fomentarius y en Pseudotrametes
gibbosa usando diferentes fuentes de carbono, encontrando que al usar Avicel como
sustrato, las actividades de endo-glucanasa y xilanasa variaronde 3,9U/mLy 7,4 U/ mL
en Fomes fomentariusy 34,2 U / mLy 29,5 U / mL en Pseudotrametes gibbosa, mientras
gue el uso de carboximetilcelulosa o xilano redujo la actividad endo-glucanasa hasta casi

1U/mL.

CONCLUSIONES

Humphreya coffeata posee potencial para producir enzimas hidroliticas como celulasasy
pectinasas y aunque la geometria del matraz influye en la produccién de biomasa, la
actividad enzimatica no se ve afectada. Estos resultados sugieren a Humphreya coffeata
como buen candidato para la produccion de estas enzimas, con mayor potencial para
produccion de pectinasas, dados los valores encontrados y comparados con la literatura;
sin embargo, se hace necesario realizar otros estudios posteriores enfocados en

maximizar la produccién de estas.
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ARTICULO 2



EVALUACION DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL Y CONDICIONES DE OPERACION PARA
PRODUCCION DE PECTINASAS A PARTIR DE Humphreya coffeata

Carmona-Saldarriaga Laural; Marin-Palacio Luz Deisy1

Grupo de Investigacion en Ciencias Bioldgicas y Bioprocesos (CIBIOP). Departamento de

Ingenieria de Procesos. Universidad EAFIT. Medellin. Colombia

ABSTRACT: Las pectinasas son enzimas hidroliticas que actian sobre unidades de pectina
hasta su degradacion a acido galacturdnico. Son ampliamente usadas en la industria
alimenticia principalmente en la clarificacién de jugos. En el presente trabajo se
determind la produccién de pectinasas a partir del cultivo en sumergido de Humphreya
coffeata usando cascaras de naranja como fuente de carbono, se evalud el efecto del pH
y temperatura en la actividad enzimdatica mediante un disefio de experimentos factorial
y la inmovilizacién de la enzima mediante atrapamiento covalente sobre una matriz de
alginato de sodio. Se encontré que el uso de cdscaras de naranja como fuente de carbono
no afecta la actividad enzimatica al ser comparado con el medio pectina/glucosay que el
pHYy temperatura favorables para la reaccién es 5,5y 55 °C, con una velocidad enzimatica
maxima de 0,07 U/mL*min y una constante de afinidad por el sustrato de 0,022 mg/mL,
y que la enzima inmovilizada posee actividad pectinolitica 81% por ciento menor a la

enzima en estado libre.
KEYWORDS: pectinasas, poligalacturonasas, enzimas hidroliticas, Humphreya coffeata

INTRODUCCION:

Las enzimas son catalizadores bioldgicos producidas por todos los organismos vivos con
el objetivo de aumentar la tasa de las reacciones quimicas involucradas en los procesos
metabdlicos (Archna et al.,2015); su especificidad hace que su interés sea cada vez mayor
en diferentes procesos industriales, tales como: procesos de clarificacion de jugos,

fabricacién de pulpas de papel y diversas reacciones quimicas. Dentro de las enzimas mas



comunes se encuentran las enzimas hidroliticas que abarcan el 75 % del mercado
industrial (Li et al., 2012), en las cuales se encuentran las pectinasas que son enzimas que
degradan la pectina presente en diversos tejidos celulares tales como frutas citricas
(Poondla et al.,2015). Estas enzimas han sido utilizadas desde la antigiiedad en
preparaciones domésticasy fabricacion devinos, lo cual le confirid importanciay permitié

su rapida expansion a diversos sectores industriales (Kashyap et al., 2001).

Dentro de las pectinasas se encuentran las poligalacturonasas, que pueden clasificarse
como: exo-pectinasas que actlan sobre los enlaces glucosidicos seguidos al carboxilo en
la cadena pectica y las endo-pectinasas que atacan la cadena de manera aleatoria ( Li et

al., 2004).

Estas pectinasas también pueden ser catalogadas como pectinasas acidas y basicas,
dependiendo del pH favorable para su reaccion. Dentro de las dcidas se encuentran las

usualmente utilizadas en la industria de la clarificacion de jugos.

Las pectinasas acidas son generadas usualmente por especies fungicas como Aspergillus
niger. Por su parte pectinasas de caracter basico son de preferencia en procesos de tipo
textil y provienen de especies bacterianas como las de género Bacillus (Arellano et al.,

2015).

A su vez, son varios los estudios que utilizan residuos agroindustriales para producir
enzimas: por ejemplo, para el caso de pectinasas han sido evaluados, naranja y toronja
(Arellano et al.,2015), cabezas de girasoles (Patil y Dayanand 2005), residuos de yuca

(Janani et al., 2012) y jugo de cebolla (Pereira et al., 2017).

A pesar del esfuerzo en el estudio de las enzimas y que cobran mayor interés e
importancia a nivel industrial, porque su uso podria permitir operaciones mas eficientes
(Li et al., 2012), algunos de estos procesos no se encuentran optimizados y las enzimas
deben ser removidas en cada lote lo que puede aumentar los costos de produccion. En

este sentido, se han estudiado estrategias en diferentes partes de la cadena como



condiciones que permitan maximizar la actividad catalitica (Anuradha et al.,, 2014) y
procesos de inmovilizacion que favorezcan su aplicacion en procesos especificos. Dicho
proceso de inmovilizacién consiste en disponer la enzima sobre una matriz, bien sea por
atrapamiento, enlace covalente o adsorcién, sin comprometer la viabilidad de la reaccion

(Ramirez-Tapias et al., 2016).

Con base en los resultados anteriormente expuestos relacionados con la prospeccion de
actividad hidrolitica de Humphreya coffeata en cultivo en sumergido en dos
configuraciones de matraz se encontré que Humphreya coffeata posee potencial para
producir pectinasas por lo que en esta parte del trabajo se evalud la cascara de naranja
como fuente de carbono sobre la produccion de pectinasas de Humphreya coffeata, se
determinaron las condiciones de pH y temperatura que favorecen la reaccidn, los
parametros cinéticos y se evalud la inmovilizacion mediante atrapamiento como una

aproximacioén para el uso de estas enzimas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Conservacion, activacion de la cepa y condiciones de crecimiento

Humphreya coffeata cepa nativa, se encuentra en el cepario de la Universidad EAFIT, y
fue conservado en discos de papel filtro de 0,5 cm de didmetro con 5 mL de agua

destilada estéril y almacenados a 4 °C (Garcia-Garcia et al., 2014).

Para la activacion de la cepa, un disco de papel filtro con micelio es incubado en caja Petri
con PDA durante 6 dias a 30 °C. Posteriormente, 5 discos de agar son inoculados en 50
mL de medio con la siguiente composicion (g/L): glucosa 35; peptona 5; extracto de
levadura 2,5; KH,PO4H,0 1; MgS047H,0 0,5; vitamina B1 0,05 (Porras-Arboleda et al.,
2009), incubados 72 h a 150 rpm vy 37 °C. Posterior, se inocularon los medios a evaluar.
La composicion del medio de cultivo para la produccién de pectinasas en (g/L) fue:
extracto de levadura, 1,0; glucosa, 10,0; K;HPO., 0.4;KH,PO4, 0,2; MgS047H;0,

0,4;Pectina citrica 2 (Uzuner y Cekmecelioglu, 2015).

Finalmente, con el objetivo de evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre la
produccion de pectinasas se reemplazé la cantidad de pectina citrica y glucosa
referenciada en el medio anterior, por cascaras de naranja en una concentracién de 12
g/L, lo cual equivale a una concentracién de 2 g/L de pectina y 10 g/L de glucosa

aproximadamente.

Los cultivos fueron incubaron a 30 C y 150 rpm (Incubadora de agitacion C25 New

Brunswick Scientific;) durante 12 dias, realizando sacrificio de matraz cada 4 dias.

2.2 Concentraciéon de biomasa

La biomasa de H. coffeata se determind por método gravimétrico de peso seco, filtrando

al vacio todo el cultivo celular a través de papel filtro (Boedco), previamente pesado. La

biomasa fue secada a 40 °C por 24 h.



2.3 Determinacion de azUcares

El azlcar remanente en el medio se determiné bajo el método del &cido 3,5-

dinitrosalisilico (DNS), (Miller, 1959) empleando glucosa como estandar.

2.4 Actividad pectinasa

2.4.1 Actividad endo-pectinasa

Para la determinacién de la actividad endo-pectinasa, 7,5 ml de solucidon de acido poli
galacturodnico (alfa Aesar) al 1% en buffer acetato (pH 4,5, 0,1 M) fueron mezclados con
2,5 mL de muestra de cultivo libre de células e incubados a 45 °C por 10 min. La reaccién
fue detenida, poniendo las muestras en hielo por 7 minutos. Cuando la mezcla alcanzd la

temperatura ambiente se midid la viscosidad en un viscosimetro de Ostwald.

La actividad endo-pectinasa fue definida como reduccién en el porcentaje de viscosidad

respecto al sustrato (Sandri et al., 2011).

2.4.2Actividad exo pectinasa

Para la determinacién de la actividad exo-pectinolitica se utilizd como sustrato una
solucion al 1 % de acido poli galacturdnico, pectina citrica (Alfa Aesar) en buffer acetato
(pH 4,5, 0,1 M). Se tomaron 400 pL de sustrato con 100 pL de extracto y se incubaron a
45 °C por 20 minutos. La determinacidn de azUcares liberados se determind por el
método de DNS (centrifugando a 14000 rpm por 5 min posterior a la reaccién) usando

acido galacturonico como estandar (Sandri et al., 2011).

Una unidad exo-pectinasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico
necesario para hidrolizar la pectina y formar 1 umol de acido galacturénico por minuto

bajo las condiciones de reaccion especificadas (Debing et al., 2006).

2.5 Anédlisis estadistico



El andlisis estadistico para la produccién de pectinasas usando cascaras de naranja como
fuente alternativa (cdscaras de naranja a una concentracion de 12g/L, trituradas en el
medio) se realizé sobre el extracto obtenido al dia 8 de cultivo y se analizd6 mediante una

tabla ANOVA, con un 95 % de confianza, usando el software STATGRAPHICS CENTURION.

2.6 Efecto del pHy la temperatura en la actividad enzimatica

Se tomaron los extractos libres de células correspondientes al dia 8 de cultivo y se vario
el buffer usado para la reaccidn que abarcara un pH entre 3y 7 con espaciamiento de 1,
y una temperatura entre 25 y 65 °C con espaciamiento de 10 °C, con el objetivo de
generar una matriz experimental de dos factores, cada uno en 5 niveles. El analisis
estadistico se realizd mediante diagrama de Pareto y superficie de respuesta, usando el

software STATGRAPHICS CENTURION.

2.7 Pardmetros enzimaticos

Dadas las condiciones de pH y temperatura que favorecieron la reaccién enzimatica se
determind mediante el modelo de Michaellis-Menten, la velocidad maxima de reaccién
y constante de afinidad por el sustrato a 4 diferentes concentraciones de sustrato: 0,5,
0,751,1,5,2 g /L, mediante un andlisis de regresion no lineal determinado en el software

POLYMATH version 6.1

2.8 Inmovilizacion enzimatica

Para la inmovilizacion enzimatica, el extracto obtenido a los 8 dias de cultivo fue
liofilizado.1,8 gramos de extracto liofilizado fueron re suspendidos en 30 mL de buffer
acetato (pH 5, 0,1 M). La matriz fue preparada con 0,4 g de alginato de sodio en 5 mL de
extracto, adicionados por goteo a una solucién al 1% de cloruro de calcio para obtener

las esferas de agar con alginato (Ramirez et al., 2016).

La actividad enzimatica del extracto inmovilizado se determind, disponiendo 0,025 g de
esferas (equivalente a aproximadamente 100 uL de extracto) con 400 plL de solucién

sustrato (acido poli galacturdnico, pectina citrica (Alfa Aesar) al 1 % disuelto en buffer



acetato (pH 5, 0,1 M) en tubos de 1,5 mL agitados 10 segundos y puestos a 45 °C en bafio
maria por 20 min. Posterior a la reaccion fueron tomados 100 plL del sobrenadante para
medir mediante el método del DNS los azucares, usando acido galacturénico como

estandar. (Sandrietal., 2011).

Una unidad de exo-pectinasa fue definida como la cantidad de extracto enzimatico
necesario para hidrolizar la pectina y formar 1 umol de acido galacturénico por minuto

bajo las condiciones de reaccién especificadas (Debing et al., 2006).
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Evaluacién de la fuente de carbono

Enla Figura 2 se presenta la cinética de crecimiento de Humphreya coffeata crecida sobre

dos fuentes de carbono: pectina/glucosa y cascaras de naranja.
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Figura 2 Cinética de crecimiento (circulo relleno) y consumo de sustrato (tridngulo
relleno) de Humphreya coffeata crecida usando glucosa/pectina como fuente de carbono

(linea continua) y cascaras de naranja (linea discontinua) incubados a 30 °Cy 150 rpm.



El crecimiento de la biomasa de Humphreya coffeata presentd una produccion 40 %
superior en el medio con Pectina/glucosa con una concentracién de biomasa de 6,5 g/L
al dia 8 de cultivo comparado con el medio con cascara de naranja que presentd una

concentracion de 2 g/L.

Sin embargo, el cultivo llevado a cabo con cdscara de naranja fue un cultivo semisélido
gue no permite evidenciar bajo la metodologia de cuantificacion utilizada que porcentaje
de esta materia corresponde a biomasa de Humphreya coffeata, lo cual genera que el
valor para la variable biomasa permanezca casi constante para este medio. En trabajos
similares Economou et al., (2010), evaluaron el crecimiento celular de Mortierella
isabelina en fermentacion semisdlida, de manera indirecta, para lo cual midieron la
concentracién de glucosamina como constituyente del hongo, dado que exponen que
metodologias como la propuesta en este trabajo podrian no ser suficientemente

adecuadas.

Los resultados encontrados pueden deberse a que la naranja, que posee una
concentracion de aproximadamente 10 g/L de azUcares reductores y 2,03 g/L de pectina
no provee una fuente considerable de carbono para crecimiento celular de Humphreya
coffeata. Resultados similares fueron obtenidos por Reginatto et al., (2017), quienes
determinaron que la composicion del medio de cultivo utilizado para producir pectinasas
a partir de Aspergillus niger, se veia influenciado por la concentracién de glucosa mas no
por la adicién de pectina, asi para un medio sin glucosa se obtuvo menor concentracién
de biomasa que para un medio con 10 g/L de glucosa, por lo que sugieren que el efecto

del crecimiento celular se encuentra asociado a la glucosa.

Para el caso presentado en este trabajo el crecimiento celular podria estar también
asociado a la glucosa o a la sinergia de ambos compuestos (pectina/glucosa) mas que a
la presencia de pectina Unicamente que para ambos medios fue similar, o que la
concentracion adicionada de cdscaras de naranja no suple la cantidad de carbono

necesaria para el microorganismo. Este resultado es contrario al encontrado por Osorio
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et al,, (2008) , quienes evaluaron el efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento
y la produccién de renina a partir de Mucor miehei en cultivos sumergido, para lo cual
encontraron que, al usar cantidades estequiométricas de suero de leche, harina de maiz,
bagazo de cafia y cascara de papa se presentaba un crecimiento similar respecto al medio

estandar que usaba glucosa.

Con respecto al consumo de azUcares puede observarse que este es menor en un 10%
para el medio con cdscaras de naranja respecto al medio estdndar que contiene
glucosa/pectina, teniendo en cuenta que la presencia de azucares libres medida como
azUcares reductores es menor desde el tiempo O, con un valor de 31,42 g/L para el medio

glucosa/pectinay un valor de 8,43 g/L para el medido con cascaras de naranja.

Para ambos cultivos, se observa un aumento en la presencia de azlcares reductores en
el medio después del dia 8, lo que coincide con las mayores actividades enzimaticas
(Figura 1), lo cual sugiere que azuUcares simples se estan liberando de los polisacaridos
complejos como la pectina por accién de las enzimas. Este comportamiento fue
observado por Osorio et al., (2008) en cultivos de Mucor miehei usando suero de leche,
harina de maiz, bagazo de cafla y cdscaras de papa, donde se presentaron

comportamientos oscilatorios para el consumo de azucar.

La actividad enzimatica, medida como actividad endo-pectinasa y exo-pectinasa para el
medio glucosa-pectina y el sustituido con cascaras de naranja, se presentan en la Figura

2.

La maxima actividad enzimatica fue encontrada a partir del dia 8, con valores para exo-
pectinasa de 1,10 U/mL para el medio de glucosa/pectina y 0,8 U/mL para el medio
sustituido con cascaras de naranja y valores para endo-pectinasa de 4,09 % de reduccion
de viscosidad respecto al sustrato para el medio de glucosa/pectinay 5,21 % de reduccién
de viscosidad para el medio sustituido con cdscaras de naranja respecto al sustrato,
determinando que no existen diferencias significativas para ninguna de las variables
evaluadas al dia 8 (p>0,05), por lo tanto, la fuente agro industrial no representa una

desventaja en la produccion de enzimas, aungue la produccion de biomasa sea un poco



menor. Este resultado contrasta con el reportado por Reginatto et al., (2017), para cepas
de Aspergillus niger, dado que la adicion de pectina al medio de cultivo pobre en azlcares

reductores favorecié en un 40% la produccion de pectinasas.
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Figura 3 Actividad pectinasa de extractos de Humphreya coffeata usando glucosa/pectina
como fuente de carbono (linea continua) y cascaras de naranja (linea discontinua)
incubados a 30°C y 150 rpm. Actividad endo-pectinasa (equis), actividad exo-pectinasa

(asterisco).

Por su parte Arellano et al., (2015), quienes usaron cepas de Bacillus spp. para producir
pectinasas y evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre las mismas, determinaron
que el uso de cascaras de toronjo o naranja no presentaba diferencias significativas en la

produccidon de pectinasas producidas en cultivos en sumergido.

Schneider et al., (2018) , quienes realizaron la evaluacién de la produccién de enzimas
hidroliticas en cepas de Penicillium echinulatum en medios de cultivo sumergidos
sustituidos con bagazo de cafia, glucosa, glicerol y celulosa, para los cuales evaluaron
sobre 19 sustratos actividades de celulasas, hemicelulasas, amilasas, estearasas vy
pectinasas, encontraron que para pectinasas no habian diferencias significativas sobre la
produccion de las mismas para los sustratos evaluados, aunque fue mayor para el medio

sustituido con glicerol.

Los resultados encontrados podrian sugerir que la fuente de carbono no es el factor
limitante para la produccién de pectinasas, lo cual concuerda con lo encontrado por
Uzuner y Cekmecelioglu (2015), quienes optimizaron las condiciones de produccion de
pectinasas a partir de Bacillus subtilis, mediante un disefio Placket and Burman
determinando que el extracto de levadura tenia afectacion sobre la produccidén de

pectinasas y no la pectina como fuente de carbono utilizada.

3.2 Efecto del pHy la temperatura sobre la actividad enzimatica de pectinasas producidas

a partir de Humphreya coffeata.

La Figura 3 presenta la actividad exo-pectinasa (A) y la actividad endo- pectinasa (B) de
extractos de Humphreya coffeata, usando dacido poli galacturénico (Alfa Aeser) al 1%

como sustrato evaluado a diferentes pHy temperaturas.
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Figura 3 Actividad exo-pectinasa (A) y Actividad endo.pectinasa (B) usando &cido poli
galacturdnico 1 % p/V como sustrato a partir de Humphreya coffeata a diferentes pH 'y
diferentes temperaturas 25 2C (circulo relleno), 35 2C (rombo relleno), 45 oC (triangulo

relleno), 55 °C (cuadrado relleno), 65 2C (asterisco).

De la figura 3 se puede observar que las mayores actividades exo-pectinasa y endo-

pectinasa se presentaron para la temperatura de 55 °C en un rango de pH entre 4y 6.



Las mayores actividades con valores de 1,19 U/mLy 12,8 % de reduccion de viscosidad

para exo-pectinasa y endo-pectinasa respectivamente fueron encontradas a un pH de 5.

Arellano et al., (2014) reportaron condiciones favorables de pH 6,5 y temperatura de 35
°C para la actividad enzimatica de pectinasas obtenidas de cepas de Bacillus spp y aunque
los valores no son iguales para alcanzar la maxima actividad, comportamientos similares
fueron hallados, donde a partir del pH y temperatura favorable se observa una

disminucion en la actividad enzimatica.

Deigual manera, Yuy Xu (2018) reportaron condiciones de temperatura de 37 °Cy pH de
5 para alcanzar actividades enzimaticas pectinoliticas de 110 U/mL producidas por

Bacillus sp. Z11407.

Estos resultados, permiten inferir que las enzimas producidas tienen caracter acido lo
gue les confiere oportunidad de operacidon para tratamientos a nivel industrial de

preferencia en clarificacion de jugos (Arellano et al.,2014).

Para las temperaturas de 35, 45y 65 °C no se presentan diferencias significativas en los
rangos de pH evaluados excepto para pH 6 donde se evidencias mayores diferencias con
valores de actividad de 0,33 U/mL, 0,41 U/mLy 0,44 U/mL, para las temperaturas de 35,
45 y 65 °C respectivamente. Por su parte a la temperatura de 25 °C no se evidencia

actividad enzimatica a ninguno de los pHs evaluados.

Ahora bien, la mayor actividad endo-pectinasa, se presenta para una temperatura de
reaccion de 55 °C y un pH de 5 con un valor de 12,87 % de reduccién en la viscosidad,
resultado menor al encontrado por Sandri et al., (2011), quienes evaluaron la clarificacion
de jugos usando pectinasas de origen fungico, alcanzando reducciones hasta del 98% a

una temperatura de reaccién de 40 °C.

Cabe anotar que la temperatura determinada como favorable es mayor respecto a otras
evaluadas en la literatura, lo cual sugiere estabilidad térmica de la enzima a temperaturas
relativamente altas comparadas con las utilizadas comUnmente. (Sandri et al.,2011;Yuy

Xu 2018;Arellano et al., 2014).



El andlisis estadistico por diagrama de Pareto permitio identificar que el pH tiene un
efecto significativo sobre la actividad endo-pectinasa y exo-pectinasa, por lo cual seria
este factor el que domina la actividad y podria explicar los cambios drasticos en la
actividad enzimatica a las diferentes temperaturas, esto estd directamente relacionado
con lo expuesto por Arsalan y Younus (2018), quienes indican que cada enzima posee un
pH Yy una temperatura favorable de reaccion, por encima de las cuales se pierde actividad,

principalmente debido al pH por desnaturalizacion de la proteina.

Por su parte, Sharma y Rishishwar (2015), evaluaron el efecto del pH en la reaccién de
pectinasas producidas por Aspergillus niger cultivado en estado sélido sobre residuos
agroindustriales como bagazo de cafia, cascaras de frutas, fibra de pifia entre otros,

determinando que el pH favorable de reaccién bajo dichas condiciones era 4,5.

El grafico de superficie de respuesta presentado en la Figura 4 para la actividad endo-
pectinasa (A) y exo-pectinasa (B) permitid determinar que el pH y temperatura
intermedio, favorable para ambas reacciones fue de 55 °Cy un pH de 5,5, punto para el
cual se realizé una validacion encontrandose un valor de actividad exo-pectinasa de 2,04

+0,084 U/mLy un valor de 10% + 1,09 reduccién de viscosidad respecto al sustrato.
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Figura 4. Grafico de superficie de respuesta para actividad (A) endo-pectinasa y (B) exo-

pectinasa a diferentes temperaturas y pH de reaccion

Estos resultados se encuentran dentro de rangos ya explorados en la literatura para
enzimas de este tipo como lo presenta Sandri et al., (2011) quienes evaluaron la
clarificacion de jugos a partir de pectinasas de origen fungico respecto a pectinasas de
origen comercial, encontrando que temperaturas entre 40°C y 50 °C permitian obtener
mayores valores de reduccién de viscosidad, a su vez, evidenciaron que por encima de
50°C se empieza a observar una tendencia descendente, con porcentajes maximos de

reduccion de viscosidad de 90%.
3.3 Parametros cinéticos para exo-pectinasas producidas a partir de Humphreya coffeata

Para la determinacion de los pardmetros cinéticos de pectinasas producidas a partir de
Humphreya Coffeata se realizé la medida de la actividad asociada a la exo-pectinasa, dado
gue corresponde a una medida directa de los enlaces hidrolizados; a condiciones
intermedias entre los dos puntos favorables de cada enzima, dando como resultado un

pH de 5,5y temperatura de 55 °C.

En la figura 5 se presenta la cinética enzimdtica para extractos con pectinasas obtenidas

a partir de Humphreya coffeata obtenidosa pH 5,5 Y 55 °C.
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Figura 5 Cinética enzimatica para pectinasas producidas a partir de Humphreya coffeata

usando como sustrato acido poli galacturénico Aeser al 1 %

Los parametros cinéticos fueron determinados mediante el modelo Michaelis Menten
para el cual por un modelo no lineal determinado con ayuda del software polymath se
obtuvo un valor de Vmax de 0,07 U/mL*min y Km de 0,022 mg / mL con un coeficiente
de ajuste R?0,97, lo cual indica que existe buen ajuste entre los datos experimentales y

el modelo determinado para obtener dichas variables.

Los valores encontrados fueron mucho menores a los obtenidos por Dai et al., (2018) con
una Km de 6,73 mg/mLy Vmax de 0,311 mg/mL min, bajo el mismo modelo de Michaelis
Menten para enzimas pectinoliticas comerciales provenientes de Aladdin (Shanghai,

China).

Por su parte Dalagnol et al.,(2017) quienes determinaron el efecto del uso de ultrasonido
como pretratamiento para mejorar la actividad enzimatica de una preparacion comercial
(Zimopec PX5) que contenia pectinasas, celulasas y xinalasas, encontraron una Vmax de
1513 mg/ mL min y una Km de 1,6 mg /mL para la actividad pectinolitica, valores

significativamente mayores a los obtenidos en este trabajo.

Las diferencias en los parametros enzimaticos pueden asociarse al origen de las enzimas

utilizadas, dado que para preparaciones comerciales se tienen generalmente actividades



mayores que para extractos crudos como lo indicaron Pereira et al., (2017) quienes
utilizaron jugo de desechos de cebolla para producir pectinasas a partir de Pleurotus
sajor-caju en estado sélido, encontraron una actividad de 4,82 U/mL con una constante

afinidad Km de 243,83 mM y una Vmax de 6,99 mM/min.
3.7 Inmovilizacién enzimatica de pectinasas producidas a partir de Humphreya coffeata.

La inmovilizacidon del extracto liofilizado del cultivo de Humphreya coffeata, se realizé

sobre una matriz de alginato.

El extracto liofilizado, consistié en una solucién concentrada del extracto crudo con una

concentracion aproximada de 1,116 +/- 0,03 mg/L de proteina.

En la Tabla 1. se presentan los resultados de actividad enzimdtica del extracto de
Humphreya coffeata: extracto crudo, extracto liofilizado y extracto liofilizado

inmovilizado en perlas de alginato.

Tabla 1 Actividad pectinolitica para Humphreya coffeata liofilizada e inmovilizada

Proteina (mg/L) Actividad U/ml

Extracto crudo 0,585 +/- 0,007 0,879 +/- 0,023
Liofilizado 1,116 +/- 0,030 1,978 +/- 0,036
Inmovilizado 1,116 +/- 0,030 0,526 +/- 0,015

La mayor actividad enzimatica se presenta en el extracto liofilizado (soluciéon concentrada
de enzima) con una actividad 55 % superior que el extracto crudoy un 81% respecto a la
enzima inmovilizada, lo cual es coherente con una mayor concentracion de proteina total

para el liofilizado respecto al extracto crudo.

Por su parte, el proceso de liofilizacidon permitié concentrar el extracto a casi el doble en
concentracion proteica, lo cual se vio reflejado en duplicar la actividad pectinolitica . Sin
embargo, la actividad enzimatica se redujo con la técnica de inmovilizacién, debido
posiblemente al efecto asociado a fendmenos de disolucién en la fabricacion de las

perlas. Este comportamiento es similar al encontrado por Ramirez-Tapias et al., (2016),



donde se evalud la estabilizacién por punto covalente de poligalacturonasa usada en
clarificacion de jugos, encontrando que posterior al proceso de inmovilizacion la actividad
enzimatica se vefa reducida, principalmente por la cinética de reaccion, dado que el
maximo rendimiento se logrd en 45 minutos para la enzima libre y 5 horas para la enzima

inmovilizada.

Estos efectos adversos asociados a la reduccion en la actividad enzimatica en matrices de
inmovilizacién se encuentran asociados a impedimentos estéricos y fendmenos de
difusion, que han sido atacados mediante otras estrategias como la propuesta por Dai et
al.,(2018), quienes evaluaron la inmovilizacién de pectinasas sobre esferas compuestas
de alginato de sodio/ oxido de grafeno, encontrando similitud en el valor de la maxima
actividad enzimatica de la enzima libre e inmovilizada, asociado a la composicidon de la
matriz pero al evaluar parametros de reaccién como pH y temperatura encontraron que
la enzima inmovilizada representaba una ventaja frente a un rango de mayor amplitud

en estas variables.

CONCLUSIONES

Usar sustituyentes de la fuente de carbono como cascaras de naranja en la
fermentacion de Humphreya coffeata no representa desventaja en cuanto a la
produccién de pectinasas, dado que se encontraron valores similares de actividad exo-
pectinasa y endo-pectinasa respecto al uso de glucosa, lo cual impacta directamente

una reduccién en el costo del medio para su produccion.

Se determind que las pectinasas producidas en este trabajo son de tipo acido, lo cual
permite que sean implementadas en procesos industriales de clarificacion de jugos,
encontrando una temperatura favorable de reaccion de 55 °Cy un pH de 5,5. A dichas
condiciones se obtuvo una velocidad enziméatica maxima de 0,07 U/mL*min y una

constante de afinidad por el sustrato de 0,022 mg/mL.

El proceso de inmovilizacién arrojo resultados positivos para la enzima inmovilizada

sobre matriz de alginato, dado que a pesar de que se ve disminuida la actividad



enzimatica, aun se conserva actividad, por lo cual se sugiere determinar condiciones
favorables de este proceso con el objetivo de aumentar eficiencia enzimatica del

extracto inmovilizado.
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