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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo producir un complejo enzimatico de
Aspergillus niger ATCC 9642 por fermentacion en sustrato solido para la sacarificacion de
cascaras de mango (Mangifera indica L.) de la variedad Kent provenientes de los residuos
agroindustriales generados por la empresa “Inversiones Frigorificas PRC S.A.” ubicada en
la ciudad de Santa, Pert. Se utilizo un disefio experimental compuesto central rotable
(DCCR) para estudiar el efecto de las condiciones de fermentacion, entre ellas, el tiempo de
fermentacion, porcentaje de humedad y pH del medio sélido compuesto también por
cascaras de mango como sustrato, sobre la produccion del complejo enzimético, obteniendo
como variables respuestas las actividades enzimaticas correspondientes a, endoglucanasa
(CMCasa), celulasa total (FPasa) y pectinasa. Los ensayos permitieron establecer las
condiciones 6ptimas en 81 h para el tiempo de fermentacion, pH del medio en 4.66 y
porcentaje de humedad del medio sélido de 59%, estas condiciones resultaron en la
produccion de un complejo enzimatico de actividad enzimatica Endoglucanasa (CMCasa)
de 6.28 Ul/g, actividad Celulasa total (FPasa) de 3.29 U/g y actividad Pectinasa de 117.02
U/g. Este complejo producido fue utilizado a su vez, para la sacarificacion de cascaras de
mango tratadas previamente térmicamente (tratamiento con el cual se produjo un 23.72% de
sacarificacién), permitiendo obtener un rendimiento maximo de liberacion de azucares
reductores de 0.424 g AR/g de sustrato seco a las 8 h de hidrolisis, siendo estimado un
porcentaje de sacarificacion del 39.29%. De esta manera se pudo obtener un rendimiento
total de sacarificacion del 63.01%.

Palabras clave: Actividad enzimatica, sacarificacion, complejo enzimatico, fermentacion

en sustrato solido, pectinasas.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to produce an enzymatic complex of Aspergillus
niger ATCC 9642 by solid-state fermentation for the saccharification of mango peels
(Mangifera indica L.) of the Kent variety from agro-industrial waste generated by the
company “Inversiones Frigorificas PRC S.A." located in the city of Santa, Peru. An
experimental design rotatable central compound (DCCR) was used to study the effect of the
fermentation conditions, among them, the fermentation time, percentage of humidity and pH
of the solid medium also composed of mango peels as substrate, on the production of the
enzyme complex, obtaining as variable responses enzymatic activities corresponding to
endoglucanase (CMCase), total cellulase (FPase) and pectinase. The tests allowed to
establish the optimal conditions in 81 h for the fermentation time, pH of the medium at 4.66
and percentage of humidity of the solid medium of 59%, these conditions resulted in the
production of an enzyme complex of Endoglucanase (CMCase) enzyme activity of 6.28 U/g,
total Cellulase activity (FPase) of 3.29 U/g and Pectinase activity of 117.02 U/g. This
complex produced was used in turn, for the saccharification of previously heat-treated
mango peels (treatment with which 23.72% saccharification was produced), allowing to
obtain a maximum yield of reducing sugars release of 0.424 g AR / g of dry substrate at 8 h
of hydrolysis, estimating a saccharification percentage of 39.29%. In this way, a total

saccharification yield of 63.01% could be obtained.

Keywords: Enzymatic activity, saccharification, enzyme complex, solid-state fermentation,

pectinases,
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I.  INTRODUCION

El uso de desechos agroindustriales como materias primas en procesos biotecnoldgicos
puede ayudar a la sintesis de compuestos de valor agregado y de igual forma a reducir la
carga de contaminacion del medio ambiente. Las industrias agricolas producen una gran
cantidad de residuos cada afio generando un gran problema de disposicion, contaminacién

ambiental y efectos nocivos para la salud humana y animal (Bos & Hamelinck, 2014).

Tal es el caso de los desechos industriales de frutas, que hasta el afio 2017 abarcaron el 38%
de la proporcion total de residuos de alimentos desperdiciados a nivel mundial (Statistica,
2018). Estos residuos estan constituidos de diferentes composiciones de celulosa,
hemicelulosa, lignina, humedad, cenizas, carbono y nitrégeno, etc, que, a su vez, tienen
potencial para ser digeridos bioguimicamente para sintetizar productos atiles como la

produccion de enzimas, biogas y bioetanol (Sadh et al., 2018).

Dentro de los residuos de procesamiento de frutas mas infrautilizados, se encuentran las
cascaras de mango (Mangifera indica L.) generadas durante la elaboracién de mermeladas,
bebidas y conservas. Actualmente, los desechos del mango se eliminan mediante vertederos
o0 incineracién, lo que genera costos adicionales debido al alto contenido de agua de las
cascaras (Banerjee et al., 2016). Las cascaras de mango (40-60% del total de desechos) si se
fraccionan en una biorrefineria, podrian proporcionar biopolimeros y compuestos bioactivos
con un alto valor econémico (Banerjee etal., 2018). Por ejemplo, se pueden obtener
biopolimeros como hemicelulosa (8,1%), celulosa (9,19%), lignina (4,25%) y pectina (10-
21,2%) (Jamsazzadeh Kermani et al., 2015).

En este contexto, una eco-tecnologia prometedora que permite obtener bioproductos de
interés industrial utilizando biomasa solida (residuos y subproductos), es la fermentacion en
estado sélido (FES), la cual permite utilizar residuos organicos sélidos como sustratos sin
pretratamiento obligatorio, asemejandose a un entorno natural para que los microorganismos
prosperen (Cerda et al., 2019). La FES se utiliza actualmente en una variedad de aplicaciones
que incluyen por ejemplo la produccién de enzimas, antibiéticos y productos de reciente
desarrollo, como compuestos bioactivos y acidos organicos. La produccion de enzimas por
FES hasido una referencia para este tipo de procesos, debido a la amplia variedad de enzimas
que se pueden producir, incluso en escala industrial. La importancia de la FES en la

produccion de enzimas se debe a los residuos agroindustriales que generalmente se utilizan
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para este propoésito (Sadh et al., 2018). Los nutrientes presentes en el sustrato, como los ya
mencionados nutrientes caracteristicos de las cascaras de mango, apoyan el crecimiento de
microorganismos y, debido a su metabolismo natural, pueden secretar enzimas mientras

crecen en este tipo de sustratos.

Diversas investigaciones abalan el uso de diferentes residuos agricolas para la produccion
de complejos enzimaticos, tales como los estudios realizados por Kakde y Aithal, (2018),
los cuales mediante la técnica de fermentacion en estado sélido (FES), evaluaron el potencial
del uso de residuos lignocelul6sicos agricolas para la produccion de celulasa por Aspergillus
niger. En su investigacion, los autores utilizaron biomasa de residuos agricolas tales como,
las cascaras de banano, tallos y hojas de algodon, cascara de guisantes, hojas y tallos de soja,
bagazo de cafia de azlcar, hojas de tur y paja de trigo, todas ellas cumpliendo el rol de
sustratos durante la fermentacion solida, obteniendo como resultados buenas cantidades de
celulasas, cuando los medios de fermentacion fueron complementados con fuente de

nitrégeno en forma de peptona, caseina, nitrato de sodio y urea.

Abdullah et al., (2018), aislaron diferentes cepas de hongos de un suelo local en Pakistan,
identificandose cepas de hongos entre ellos, Aspergillus niger IBT-7 productor de enzimas
pectinasas. En su estudio, esta cepa fue aislada y sometida a diferentes parametros fisicos y
nutricionales para mejorar la produccion de pectinasa, incluyendo analisis de optimizacion.
Entre los medios probados, el medio de fermentacion sélido conteniendo salvado de arroz,
humedecido con el medio nutritivo Czapek, mostré mayor produccién de pectinasa a las 72
h de incubacién a 30 ml de contenido de humedad, pH 5,0 y 30 °C, agregando xilosa (1,5%)
y extracto de levadura (1%) como fuentes adicionales de carbono y nitrogeno
respectivamente, esto con el fin de maximizar la respuesta de actividad enzimatica (39,1
Ul/mL).

Del mismo modo, Luz, (2018) evalu6 la produccion de diferentes enzimas entre ellas, a-
amilasa, celulasas e invertasas producidas por el hongo Aspergillus niger, a partir de residuos
foliares de C. linearifolius, mediante fermentacion en estado sélido. Las condiciones a la
cual se encontré un aumento de la actividad enzimaética fue a una temperatura de 30 °C, con
75% de humedad. La mayor actividad enzimatica ocurrié a los 13 dias, para todas las
enzimas estudiadas, presentando actividades entre 44,05 + 1,5 U/g para a-amilasa; celulasa
24,05 + 1,14 U/g e invertasa 21,99 + 3 U/g.
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Llenque et al., (2016), investigaron la produccion de celulasas por Aspergillus niger en un
biorreactor de lecho empacado en condiciones de laboratorio, con el objetivo de aprovechar
el bagazo, residuo de la cafia de aztcar, como soporte y sustrato, logrando producir celulasas
desde el segundo dia de incubacion, obteniendo una produccion final de 0,025 U/mL a los
20 dias, con tendencia a ir incrementando, lo que permitié evidenciar la produccion de

enzimas celulasas utilizando el bagazo de cafa de azucar, a pH 6,0 en un biorreactor aireado.

Por otro lado, la sintesis enzimatica por FES no solamente implica la utilizacion inmediata
de los componentes estructurales que conforman a las cascaras de mango u otro residuo
agroindustrial, la mayor dificultad para el uso de los residuos lignoceluldsicos esta
representada por la barrera fisica formada por la lignina, que impide el uso de la celulosa
nativa; por lo tanto, las enzimas secretadas por microorganismos no pueden atravesar esta

barrera facilmente (Sartori et al., 2015).

Investigaciones relacionadas al completo uso del material estructural de residuos
agroindustriales, son basados en el uso de diferentes técnicas que aumenten la permeabilidad
de dichas estructuras, entre ellas, el uso de tratamientos fisicos, térmicos, alcalinos, acidos y
enzimaticos, e inclusive en el uso integrado de ellas, partiendo desde la sintesis del coctel
enzimatico, objeto de estudio de diferentes investigaciones y estudios de optimizacion, y la
aplicacion posterior de los mismos, en procesos de sacarificacion de biomasa lignocelulosica
(Kucharska et al., 2020). Dicho de otro modo, los azucares simples deben liberarse de la
celulosa cristalina y la hemicelulosa mediante hidrélisis enzimatica para introducirlos en
otros procesos de bioconversion, por lo tanto, la eficiencia de la hidrolisis enzimatica es

crucial para la conversion de la biomasa.

La utilizacion de cocteles enzimaticos o también llamados complejos enzimaticos para
procesos de sacarificacion en biomasa residual es relatada en la literatura. Idrees et al.,
(2014), evaluaron la produccion de azucares fermentables mediante hidrdlisis quimio-
enzimatica combinada del Jacinto de agua (Eichhornia crassipes), para la produccién de
azlcares fermentables, con el objetivo de cambiar la naturaleza recalcitrante del material
lignocelulosico para obtener el maximo rendimiento de hidrolisis. EI complejo enzimatico
incluy6 exoglucanasa, endoglucanasa, hemicelulasa y beta-glucosidasa, con la cual pudieron
lograr una alta recuperacién de azucares fermentables del 73.4% y un alto rendimiento de

conversion a etanol.
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Alrumman, (2016), realiz6 procesos de sacarificacién enzimatica y fermentacion de los
desechos celulésicos de Palmera datilera a glucosa y acido lactico, haciendo uso de un
complejo enziméatico de Geobacillus stearothermophilus la cual estaba conformado por
FPasa 8.105 U/mL, CMCasa, 12.84 U/mL y B-glucosidasa 3.74 U/mL. En su estudio de
optimizacion fue determinado que la tasa maxima de sacarificacion se encontré a una
concentracion de sustrato del 4% y una concentracion de enzima de 30 FPU/g de sustrato,

obteniéndose un grado de sacarificacion del 71.03%.

Por otro lado, Mostafa et al., (2013), utilizaron medios de fermentacion en estado solido
conformados por mazorcas de maiz, paja de arroz, cascaras de frutas como limon y naranja,
cascaras de papa y tallos de mulujia, para la produccién de un complejo enzimatico
producidos por Penicillium pinophilum Hedg NRRL 3503, Penicillium funiculosum NRRL
13033 y Penicillium funiculosum NRRL 1768. Dicho complejo enzimatico estuvo
conformado por CMCasa, pectinasa, xilanasa y a-amilasa, que posteriormente fue utilizado
para la sacarificacion enzimatica de cascaras de limon. Los resultados encontrados por estos
autores evidenciaron la importancia de la sacarificacion para la recuperacion de azucares
fermentables en frutas obteniéndose un mayor rendimiento de sacarificacion y azlcares
reductores en cascaras de limén (86.48% y 26.04 mg/g sustrato de limén), seguido de las

cascaras de naranja (63.66% y 19.16 mg/g cascara de naranja), respectivamente.

Por lo anteriormente mencionado, se hace evidente la necesidad de invertir esfuerzos para el
desarrollo de nuevas tecnologias para la biovalorizacién de residuos agroindustriales que
representan recursos de bajo costo y alta disponibilidad en la provincia del Santa, Ancash.
En este sentido, la fermentacion en estado sélido catalizada por microorganismos se presenta
como una estrategia capaz de promover caminos alternativos para los residuos generados,
reduciendo posibles problemas ambientales, asi como agregar valor a estas materias primas
a través de la produccion de sustancias de interés industrial como son los complejos
enzimaticos. En base a lo expuesto anteriormente, este trabajo pretende optimizar las
condiciones de fermentacion en estado sélido para la produccion de un complejo enzimatico,
siendo este ultimo aplicado a la sacarificacion de cédscaras de mango. Por lo tanto, es
importante considerar la siguiente incégnita: ;Cudles son las condiciones 6ptimas de pH,
tiempo de fermentacion y porcentaje de humedad de la fermentacidn en estado solido de
Aspergillus niger ATTC 9642, para la produccién de un complejo enzimatico aplicado a la

sacarificacion de cascaras de mango?
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo General

1.1.2.

Producir un complejo enzimatico de Aspergillus niger ATCC 9642 por

fermentacion en sustrato sélido para la sacarificacion de céscaras de

mango (Mangifera indica L.).

Obijetivos especificos

Optimizar las condiciones de pH (3-7), tiempo de fermentacion (48 h
—96 h), y porcentaje de humedad (50 % - 70 %), del medio de cultivo
solido conformado por cascara de mango para la produccién de un
complejo enzimatico de Aspergillus niger ATCC 9642.

Determinar la actividad enzimatica en las condiciones optimizadas del
extracto enzimatico en base a su actividad endoglucanasa (CMCasa),

celulasa total (FPasa) y pectinasa.

Evaluar el efecto de las variables de tiempo de fermentacion, pH y
porcentaje de humedad del medio sélido sobre la actividad enzimatica

del extracto.

Determinar el rendimiento de glucosa maximo y el porcentaje de

conversion durante la sacarificacion.

Determinar el rendimiento de sacarificacion total utilizando el

extracto enzimatico.

1.2. HIPOTESIS

Las variables optimizadas mediante el delineamiento compuesto central

rotacional, para tiempo, pH y humedad, serdn de 72 h, pH 3 y 70%

respectivamente. Estos parametros permitiran obtener un complejo enzimatico

de alta actividad celulasa y pectinasa, el cual se espera que presente un indice de

sacarificacion de cascaras de mango del 50% de azucares reductores.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DEL MANGO

El mango es indudablemente la especie de mayor importancia de la familia de
las Anacardiaceas, tanto por su distribucion mundial, como su importancia
econdémica- quinto fruto de consumo mundial y tercero entre los tropicales,
inmediatamente detras del platano y la pifia tropical. La gran mayoria de las
plantas pertenecientes a la familia del mango son especies tropicales y entre ellas
cabe citar a las llamadas “ciruelas tropicales”, perteneciente al género Spondias
0 a otros generos como es el caso de la marula (Sclerocarya birrea spp). Dentro
de las Anacardiaceas se encuentran tambien dos frutales de gran consumo como
frutos secos, el anacardo (Anacardium occidentale L.) y el pistacho (Pistacia
vera L.) (Sauco, 2009).

El género Mangifera comprende 69 especies, nativas del sureste de Asia e islas
circundantes, salvo la Mangifera africana que se encuentra en Africa. Esta
reconocido en la actualidad como uno de los tres o cuatro frutos tropicales mas
finos (Melandani et al., 2017).

La composicion quimica de los frutos cambia de variedad en variedad. Los
principales constituyentes del mango son: carbohidratos, acidos organicos,
proteinas, aminoacidos, pigmentos, sustancias pécticas, polifenoles, vitaminas,
minerales, acidos grasos y componentes odoriferos. Los azlcares que se
encuentran en mayor proporcion en el mango son: glucosa, fructosa, sacarosa y
xilosa. La sacarosa es la responsable del sabor dulce, y no la fructosa como
generalmente sucede. Todos estos azUcares son susceptibles de someterse a un

proceso de fermentacion alcohdlica (Gutierrez, 2009).

2.1.1. RESIDUOS DERIVADOS DE LA ACTIVIDAD INDUSTRIAL DEL
MANGO
La industria de la fruta aborda el caracter perecedero de sus productos y el
gran porcentaje de subproductos, como las cascaras, las semillas y la pulpa
no utilizada, que se generan en los diferentes pasos del proceso industrial. En

la mayoria de los casos, los subproductos desperdiciados pueden presentar
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2.1.2.

cantidades similares o incluso mas altos hasta el punto de exceder la cantidad
de productos finales, lo cual fue demostrado por investigaciones preliminares
realizados por Ayala-Zavala et al., (2010), en el que demostr6 que varios tipos
de frutas recién cortadas produjeron cantidades variables de subproductos
hasta el punto de exceder al producto terminado, como sucedio en el caso de
los mangos, los que produjeron 13.5% de semillas, 11% de cascaras, 17.94%

de pulpa inutilizable y 57.56% de productos finales.

El mango es uno de los frutos representativos de la industria agroalimentaria
peruanay su proceso de transformacion en diferentes productos como bebidas
0 conservas, deja una cantidad considerable de material residual. De la
produccion total anual de mango en la actualidad, que fue hasta el afio 2016
de 458 766 t, un 19.7 % fue destinado al procesamiento industrial como
elaboracion de jugos y conservas, dejando un producto residual de esta
actividad del 2.7 % equivalente a 12 386 t, s6lo en cascaras (Casimiro et al.,
2017).

Aunque el porcentaje a simple vista es minimo, la céscara generada en el
procesamiento del mango se utiliza actualmente para la fabricacion de
concentrados alimenticios para ganado, y en su gran mayoria es considerada
como un residuo industrial y termina siendo una fuente de contaminacion
ambiental (Serna Cock & Torres Leon, 2014).

Caracteristicas de las cascaras de mango

La cascara de mango constituye alrededor del 15 al 20% de la fruta,
destacandose dentro de su composicién compuestos valiosos como poli
fenoles, carotenoides, enzimas y fibra dietética (FD). Su alto potencial
agroindustrial se debe a la relativa cantidad porcentual de pectina (15 % del
peso seco de la cascara), proteinas y fibra. En las tablas 1 y 2 se presenta el
contenido porcentual aproximado de a composicion quimica de las cascaras

de mango.
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Tabla 1. Composicion porcentual en base humeda de las cascaras de mango

Componente % Base seca
Masa seca total 23.725 £ 1.322
FDS 1.675 £ 0.078
FDI 16.140 £ 0.240
FDT 17.810 £0.250
Lignina 2.755 £ 0.177
Hemicelulosa 3.765 + 0.346
Celulosa 8.550 + 0.346

Fuente: Sema-Cock et al., (2015)

Tabla 2. Composicion mineral aproximada de cascara de mango

Elemento Composicion mineral aproximada

mg/ 100 g de cascara seca

Calcio 60.63 + 4.58
zZinc 0.66 £ 0.06
Hierro 12.79 + 1.56
Manganeso 4,77 £0.22

Fuente: Romelle et al., (2016)

2.2. PECTINA
2.2.1. DEFINICION

La pectina es el principal componente enlazante de la pared celular de los
vegetales y frutas. Quimicamente, es un polisacarido compuesto de una
cadena linear de moléculas de &cido D-galacturdnico, las que unidas
constituyen el acido poligalacturonico. La cadena principal que conforma la
pectina puede contener regiones con muchas ramificaciones o cadenas
laterales, denominadas “regiones densas”, y regiones con pocas cadenas
laterales llamadas “regiones lisas” (Anthon & Barrett, 2006).

Atendiendo al tipo de modificacion que sufre la cadena principal o esqueleto
de la molécula, el término genérico pectina puede aplicarse a: protopectinas,

acido péctico, &cido pectinico y pectina (BeMiller, 1986). La protopectina es

24



2.2.2.

insoluble en agua, mientras las otras tres sustancias son totalmente o
parcialmente solubles en agua (Rosero & Posada, 2007).

La pectina tiene la propiedad de formar geles en medio &cido y en presencia
de azlcares. Por este motivo, es utilizada en la industria alimentaria en
combinacién con los azGcares como un agente espesante, por ejemplo, en la
fabricacion de mermeladas y confituras. La mayor parte de las frutas
contienen pectina, pero no en la cantidad suficiente para formar un gel cuando
la mermelada es fabricada, por lo que una cierta cantidad de pectina se afiade
para mejorar la calidad de la misma, brindandole la consistencia deseada.
Cuando la pectina es calentada junto con el azucar se forma una red, que se
endurecera durante el enfriado. El grupo de frutas que contienen la suficiente
cantidad de pectina para formar un gel es reducido; un ejemplo de ellas es el
membrillo. Comercialmente, la pectina es fabricada a partir de la pulpa de la

manzana y la naranja (Anthon & Barrett, 2006).

ESTRUCTURA

El componente mas abundante de las pectinas es el acido galacturénico, que
forma el esqueleto principal de la molécula consistente en una cadena de
residuos de acido D-galacturonico unidos mediante enlaces a- 1,4. Estos
residuos pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con
alcohol metilico, siendo el grado de metilacion variable segun el origen de la
pectina. La pectina también contiene con frecuencia residuos de ramnosa,
arabinosa y galactosa. Generalmente la ramnosa forma parte de la cadena
principal, mientras que la arabinosa y la galactosa se encuentran en las
cadenas laterales unidas a la cadena principal formando ramificaciones
(Zykwinska et al., 2007).

COOH, COOH COOCH, COOCH, COOH
H 0 47“ (o] 0
H H
© hou w A © fou H ,0 H w 1% hon nA 0 OH H
H H H H H
H aH H oH H oH H oM H o

Figura 1. Estructura quimica de la pectina (Pawar, 2014).
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Las pectinas son heteropolisacaridos complejos que contienen dos regiones
definidas: La region lisa 0 homogalacturonano consiste en un esqueleto de
residuos de &cido D —galacturdnico unidos mediante enlaces (o- 1,4), los
cuales pueden estar acetilados en el C-2 o en el C-3, o metilados en el C-6.
La regién rugosa o Ramnogalacturonano | es un heteropolimero en el que los
residuos de acido D-galacturonico del esqueleto estan interrumpidos por
residuos de L-ramnosa unidos por enlaces (a- 1,2), a los cuales pueden unirse
largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4 (De Vries & Visser,
2001).

El ramnogalacturonano 11 es un polisacarido de 30 unidades que contiene un
esqueleto de acido galacturénico, sustituido por 4 cadenas laterales que
contienen ramnosa, arabinosa y azUcares poco comunes como apiosa y
metilfucosa. Se desconoce si el ramnogalacturonano Il esta unido

covalentemente a la cadena principal de pectina (Bhat, 2000).

Rhamnogalacturonan II Homogalacturonan Rhamnogalacturonan I

O =D-Galacturonicacid 0@ @ =D-Apiose é = O-Acetyl
O =L-Rhamnose o @ ?

@ -D-Glucuronic acid @ =L-Acericacid @ =D-Xylose = Borate
® =Kdo ® =D-Dha o

Figura 2. Estructura esquematica de la pectina (Harholt et al., 2010)

2.3. CELULOSA

2.3.1. Definicion

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la naturaleza, es un
polimero lineal de celobiosa y posee variable peso molecular (Carrefio et al.,
2012).
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2.3.2.

La celulosa, es una molécula formada por unidades de glucosa unidas
mediante enlaces - 1,4. Este tipo de enlaces es la diferencia méas clara con
respecto al almidén, en que las moléculas de glucosa estan unidas mediante
enlaces a- 1,4. La diferencia de tipos de enlace y longitud de las cadenas
determina que almidones y celulosas tengan propiedades tecnoldgicas y

nutricionales distintas (Festucci-Buselli et al., 2007).

Estructura

La celulosa se conforma de B- glucosa mediante enlaces - 1,4-O-glucosidico.
La celulosa es una larga cadena polimérica de peso molecular variable, con

férmula empirica (CeéH100s) n, con un valor minimo de n= 200 (Bhat, 2000).

d o
H
??;,o OH H ! o
|

Figura 3. Estructura lineal de la celulosa, formada por varias unidades de
B- glucosa (Festucci-Buselli et al., 2007).

La Figura 3 muestra la estructura lineal de la celulosa, en la que se establecen
maultiples puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de distintas
cadenas yuxtapuestas de glucosa, haciéndolas impenetrables al agua, lo que
hace que sea insoluble en agua, y originando fibras compactas que

constituyen la pared celular de las células vegetales (Bhat, 2000).

La celulosa es una microfibrilla fuertemente empaquetada de cadenas lineales
de P-D-glucosa con enlaces (1,4). Debido a la configuracion espacial
alternante de los enlaces glucosidicos que unen residuos de glucosa
adyacentes, se considera que la unidad de repeticion en la celulosa es la
celobiosa, un disacérido P-D-glucosa con enlaces (1,4). Las cadenas
individuales de glucanos de celulosa estan formadas por entre 2.000 y més de

25.000 residuos de glucosa. Cuando la Celulosa es degradada, primero se
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degradan las regiones amorfas, lo que provoca la liberacion de pequefios

dominios cristalinos de la microfibrilla (Taiz & Zeiger, 2006).

2.4. ENZIMAS

24.1.

24.2.

DEFINICION

Las enzimas son los catalizadores de procesos bioldgicos. Como cualquier
otro catalizador, una enzima lleva la reaccién catalizada a su posicion de
equilibrio méas répido de lo que ocurriria de otra manera (Aehle, 2007). En las
células la actividad secuencial de muchas enzimas permite que las moléculas
se degraden, o bien se formen moléculas de mayor tamafio a partir de
moléculas sencillas. Desde el punto de vista quimico, las enzimas son
proteinas globulares, algunas de ellas con estructura cuaternaria. Para cumplir
su funcion requieren conservar su estructura nativa en la que se destaca una
regién formada por un numero reducido de residuos aminoacidicos que
poseen afinidad por los compuestos que intervienen en la reaccidn, o también

Ilamado sitio activo (Cunningham & Lopez, 1994).

El sitio activo tiene una forma determinada por el ordenamiento espacial de
los - R que es Unica y que es reconocida por su sustrato. Esta es la base de
otra de las caracteristicas de las enzimas que es su especificidad. En el sitio
activo los grupos - R estan proximos debido a los plegamientos originados
por las estructuras secundaria y terciaria, a pesar de que estan alejados en la
estructura primaria de la enzima. Estos - R participan en la reaccion, algunos
uniendo y orientando el sustrato y otros, formando o rompiendo enlaces
(Brahmachari et al., 2017).

MECANISMOS DE ACCION ENZIMATICA

Una enzima, por si misma, no puede llevar a cabo una reaccion, su funcion es
modificar la velocidad de la reaccion, entendiéndose como tal la cantidad de
producto formado por unidad de tiempo. Tal variacion se debe a la
disminucion de la energia de activacion (Ea); en una reaccién quimica, la Ea

es la energia necesaria para convertir los reactivos en formas moleculares
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inestables denominadas especies en estado de transicidn, que poseen mayor

energia libre que los reactivos y los productos (Gacesa & Hubble, 1992).

A
Energia de
activacion sin
Ko la enzima
=)
S
c Energia de
L activacion con
la enzima
v
Energia total
iberada
durante la
reaccion
e
/

Curso de la reaccion

Figura 4. Representacion grafica del curso de una reaccion enzimética

En la Figura 4 estan representados los niveles de energia, durante el curso de
la reaccion, de moléculas intervinientes en una reaccion tipo: A+ B --->C. La
curva azul muestra el curso de la reaccion en ausencia de una enzima que
facilite la reaccion, mientras que la curva roja la muestra en presencia de la
enzima especifica de la reaccion. La diferencia en el nivel de energia entre el
estado inicial y la necesaria para iniciar la reaccion (picos de las curvas) es la
energia de activacion. Tal como se observa la presencia de enzima baja la
energia de activacion. EI complejo Enzima- sustrato posee menor energia de
activacion que las especies en estado de transicion que la correspondiente
reaccion no catalizada (Aehle, 2007; Gacesa & Hubble, 1992).

Un fendmeno caracteristico del mecanismo de accion enzimatica es la
orientacion a los sustratos, es decir, parte de la energia de activacion se utiliza
para que los sustratos roten y se enfrenten con los 4&tomos correctos para
formar los enlaces. Agregan cargas a los sustratos: las cadenas laterales de los
aminodacidos de las enzimas pueden participar directamente haciendo a los

sustratos quimicamente mas reactivos (Brahmachari et al., 2017).
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2.4.3. CINETICA ENZIMATICA

La cinética enzimatica se ocupa de la velocidad de la reaccion enzimatica y
de como se ve afectada por diversas condiciones quimicas y fisicas. Los
estudios cinéticos de reacciones enzimaticas proporcionan informacién sobre
el mecanismo basico de la reaccidén enzimatica y otros pardmetros que
caracterizan las propiedades de la enzima. Las ecuaciones de velocidad
desarrolladas a partir de los estudios cinéticos se pueden aplicar al calcular el
tiempo de reaccidn, los rendimientos y las condiciones econdémicas optimas,
que son importantes en el disefio de un biorreactor eficaz (Dutta, 2008).
Supongamos que un sustrato se convierte en un producto (P) con la ayuda de

una enzima (E) en un reactor como:

E
S ——» P

Si se mide las concentraciones de sustrato y producto con respecto al tiempo,
la concentracion del producto aumentard y alcanzara un valor méaximo,
mientras que la concentracion del sustrato disminuira como se muestra en la
Figura 5. La velocidad de reaccion puede expresarse en términos del cambio

del sustrato Cs o las concentraciones de producto Cp de la siguiente manera:

n=-(%) ®
5 == (%) @

Producto

Concentracién

Sustrato

v

Tiempo

Figura 5. Cambio de las concentraciones de producto y sustrato con respecto
al tiempo.
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24.4.

2.4.5.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se define la unidad de actividad enzimatica (Ul), como la cantidad de enzima
que cataliza la transformacion de un micromol de sustrato por min en
condiciones de temperatura, pH y sustrato 6ptimo. Generalmente la actividad
enzimatica se mide como la variacién que presenta con el tiempo alguna de
las concentraciones o propiedades del sustrato o del producto referidas a la
cantidad de enzima utilizada (Dutta, 2008).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA VELOCIDAD DE LAS
REACCIONES ENZIMATICAS

La velocidad de una reaccion enzimatica esta influenciada por diversas
condiciones quimicas y fisicas. Algunos de los factores importantes son la
concentracion de varios componentes (sustrato, producto, enzima, cofactor,

etc.), pH, temperatura y cizallamiento (Dutta, 2008).

2.4.5.1. Latemperatura

La velocidad de reaccion de una enzima esta fuertemente influenciada
por el pH de la solucion de reaccion tanto in vivo como in vitro. La
relacion tipica entre la velocidad de reaccion y el pH muestra una curva
en forma de campana. El pH éptimo es diferente para cada enzima. Por
ejemplo, la pepsina del estomago tiene un pH éptimo entre 2 y 3.3,
mientras que el pH optimo de la amilasa, a partir de la saliva, es de 6.8.
La quimotripsina, del pancreas, tiene un pH Optimo en la region
ligeramente alcalina entre 7 y 8. La razon por la que la tasa de reaccion
enzimatica esta influenciada por el pH se puede explicar de la siguiente
manera:
- Una enzima es una proteina que consiste en residuos de
aminoéacidos (es decir, aminoacidos menos agua).
- Los residuos de aminoacidos poseen grupos laterales basicos,
neutros o &cidos que pueden cargarse positiva 0 negativamente a
cualquier pH dado. Por ejemplo, se considera un aminoacido acido,

el acido glutdmico, que es acido en el rango de pH mas bajo (Dultta,
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2008). A medida que el pH aumenta, el &cido glutamico se ioniza 'y

Se puede expresar comao:

CoOH coo"
{?Hz}z {?Hz)z
~HN—C—CO— =—=——== —HN—C—CO—
| +H' |
H H

k
A== A" +H*

ky
C,-Ce =f‘.1_ _x
Ca ks

Figura 6. lonizacién del &cido glutamico frente a un cambio de pH

- Una enzima es cataliticamente activa cuando los residuos de
aminoéacidos en el sitio activo poseen cada uno una carga particular.
Por lo tanto, la fraccion de la enzima cataliticamente activa depende
del pH (Macarulla & Gofii, 1994).

2.4.5.2. Latemperatura
La dependencia de la temperatura de muchas reacciones catalizadas por
enzimas se puede describir mediante la ecuacién de Arrhenius. Un
aumento en la temperatura aumenta la velocidad de reaccion, ya que los
atomos en la molécula de la enzima tienen "mayores energias y una
mayor tendencia a moverse". Sin embargo, la temperatura esta limitada
al rango bioldgico habitual. A medida que la temperatura aumenta, los
procesos de desnaturalizacion destruyen progresivamente la actividad
de las moléculas de enzima. Esto se debe al despliegue de la cadena de
proteina después de la ruptura de los enlaces débiles (por ejemplo,
hidrogeno), de modo que la velocidad de reaccion general disminuye.
Para muchas proteinas, la desnaturalizacién comienza a ocurrir a una

temperatura de 45 a 50 °C. Algunas enzimas son muy resistentes a la
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desnaturalizacion por altas temperaturas, especialmente las enzimas
aisladas de organismos termdfilos que se encuentran en ciertos

ambientes de mayor temperatura (Dutta, 2008).

2.4.6. HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrdlisis enzimatica es un proceso en el que las enzimas mejoran la
separacion de enlaces entre las moléculas, con la adicion de los elementos de
agua (Campbell, 2005).

El proceso de hidrdlisis se realiza por la accion de diferentes tipos de enzimas,
ya sea de forma individual, como proteasas, lipasas, o en forma de complejos
enzimaticos, es decir la accion sinérgica de un grupo de enzimas altamente
especificas como pectinasas o celulasas, dando como resultado en ambos
casos productos monoméricos como glucosa, xilosa, arabinosa, entre otros
(Brahmachari et al., 2017)

Los costos de utilidad de este proceso de hidrélisis son bajos comparados con
la hidrolisis &cida porque se realiza bajo condiciones medias (pH de 4.8 y
temperatura de 40-50 °C) y no produce problemas de corrosion, a su vez en
comparacion con la hidrdlisis con acido diluido, la hidrolisis enzimatica tiene
la ventaja de que puede lograr altos rendimientos y eliminar la formacién de
subproductos inhibidores (A. Sluiter et al., 2006).

2.5. PECTINASAS

Las pectinasas son un grupo de enzimas que catalizan la degradacion de
sustancias pécticas a traves de la despolimerizacion (hidrolasas y liasas) y la
reaccién de desesterificacion (esterasas) (Pedrolli et al., 2009). De acuerdo con
el modo de divisién y la especificidad, las enzimas pécticas se dividen en tres
tipos principales: pectinesterasas (PE), enzimas despolimerizantes y de escision
(Tapre & Jain, 2014). En la Figura 7 son presentadas las estructuras de pectinasas

sintetizadas por tres diferentes microorganismos.
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Figura 7. Estructura de pectinasas microbianas. A. Pectinestereasa de E.
chrysanthemi (1 QJV), B. Poligalacturonasa (PG) DE Aspergillus aculeatus
(11A5), C. Endo- poligalacturonasa de Fusarium moniliforme (1HGS8)
(Brahmachari et al., 2017).

Las enzimas pécticas constituyen un grupo Unico de enzimas que catalizan la

degradacién de polimeros pécticos en las paredes celulares de las plantas. La

despolimerizacion de la pectina generalmente se asocia con el proceso de

maduracion de la fruta. Por lo tanto, estas enzimas desempefian un papel

importante en los cambios que se producen en el almacenamiento pos-cosecha
de frutas y verduras (D. W. S. Wong, 1995).

2.5.1. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS PECTICAS

Las enzimas pécticas se pueden clasificar de forma general segin su modo de
accion (Pedrolli et al., 2009).

Poligalacturonasa (PG): Cataliza la escision hidrolitica de los enlaces a-
1,4-glucosidicos. La ex0-PG(exo-poli(1,4-a-D-galacturonido)
galacturonohidrolasa, EC 3.2.1.67) escinde al extremo no reductor, y la
endo-PG (endo-poli (1,4-aD-galacturonido) glicanohidrolasa, EC
3.2.1.15) ataca el sustrato al azar.

Pectinesterasa (PE) (pectina- pectilhidrolasa, EC 3.1.1.11): Cataliza la
hidrélisis de los grupos éster metilico, dando como resultado la
desesterificacion de la pectina. La enzima actla preferentemente sobre un
grupo éster metilico de una unidad de galacturonato junto a una unidad

de galacturonato no esterificado.
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2.5.2.

- Pectin- liasa (PNL): Cataliza la escision de las unidades de galacturonato
esterificado via eliminacion de enlaces . Todas las PNL estudiadas son
endoenzimas.

Actualmente se conocen un total de 13 grupos, entre las cuales estan las

protopectinasas, pectin metil esterasas (PME), pectin acetil esterasas (PAE),

polimetilgalacturonasas (PMG), poligalacturonasas (PG), poligalacturonato
liasas (PGL), pectin-liasas (PL), ramnogalacturonano ramnohidrolasas,
ramnogalacturonano galacturonohidrolasas, ramnogalacturonano hidrolasas,
ramnogalacturonano  liasas, ramnogalacturonano  acetilesterasas vy

xilogalacturonasa (Pedrolli et al., 2009).

MECANISMOS DE ACCION DE LAS PECTINASAS

Los modos de accién de las enzimas pécticas difieren segun el grupo a las
cuales pertenecen, ya sea Pectin esterasa, hidrolasas o liasas. Las PME o
pectin metil esterasa (EC 3.1.1.11) cataliza la desesterificacion del grupo
metoxilo de pectina formando &cido péctico y metanol. La enzima actla
preferentemente sobre un grupo éster metilico de la unidad de galacturonato
junto a una unidad de galacturonato no esterificado (Kashyap et al., 2001).
Las PAE o pectin acetil esterasas (EC 3.1.1) hidroliza el éster de acetilo de la
pectina formando acido péctico y acetato (Shevnik & Hugouvieux-Cotte,
1997).

Las poligalacturonasas (PG) cataliza la hidrdlisis de enlaces a-1,4-
glucosidicos en acido poligalacturénico que produce d-galacturonato. Ambos
grupos de enzimas hidrolasas (PMG y PG) pueden actuar en modo “endo” o
“ex0” (Tapre & Jain, 2014).

- Endo-PG: También conocido como poli (1,4-a-D-galacturonida)
glicanohidrolasa, cataliza la hidrdlisis aleatoria de enlaces o (1,4) -
glicosidicos en &cido péctico.

- Exo-PG: también conocida como poli (1,4-a-D-galacturonido)
galacturonohidrolasa, cataliza la hidrdlisis de forma secuencial de enlaces

a-1,4-glucosidicos en &cido péctico.
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- Endo-PMG: provoca la segmentacion aleatoria de los enlaces o (1,4) -
glicosidicos de la pectina, siendo esta altamente esterificada.
- EX0-PMG: provoca la escision secuencial del enlace glucosidico a- (1,4) de

la pectina del extremo no reductor de la cadena de pectina.

Endo-PG (EC 3.2.1.15) y endo-PMG catalizan la escision aleatoria del
sustrato, mientras que exo-PG (EC 3.2.1.67) y exo-PMG catalizan la escision
hidrolitica en el extremo no reductor del sustrato produciendo

monogalacturonato o digalacturonato en algunos casos (Kashyap et al., 2001)

Las pectin liasas (PL) o enzimas de escision de enlaces a-(1,4) -glicosidicos
por transeliminacién, da como resultado un enlace insaturado entre C4 y C5
en el extremo no reductor del &cido galacturdnico (Tapre & Jain, 2014).

Dentro de este grupo existen subgrupos dentro de las cuales destacan:

Polimetilgalacturonato  liasas (PMGL). Las cuales catalizan la
descomposicidn de la pectina por escision trans-eliminativa. Pertenecen a este

grupo las:

- Endo-PMGL.: también conocida como poli (metoxigalacturonido) liasa,
cataliza la escision aleatoria de los enlaces a-1,4-glucosidicos en la pectina.
- Exo-PMGL.: cataliza la descomposicion gradual de la pectina por escision

trans-eliminativa.

Poligalacturonato liasas (PGL). Catalizan la escision del enlace a-1,4-

glucosidico en acido péctico por transeliminacion. También son de dos tipos:

- Endo-PGL: también conocida como poli (1,4-a-Dgalacturonide) liasa,
cataliza la escision aleatoria de los enlaces a-1,4-glucosidicos en el acido
péctico.

- Exo-PGL: también conocida como poli (1,4-a-D-galacturonida) exoliasa,
cataliza la escision secuencial de enlaces a-1,4-glicosidicos en &cido

péctico.
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2.5.3.
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Figura 8. Modo de accion de las pectinasas: A. R = H para PG y CH3 para
PMG; B. PE; y C. R = H para PGL y CH3 para PL. La flecha indica el lugar
donde la pectinasa reacciona con las sustancias pécticas. PMG,
polimetilgalacturonasas; PG, poligalacturonasas (EC 3.2.1.15); PE,
pectinesterasa (EC 3.1.1.11); PL, pectina liasa (EC-4.2.2.10) (Pedrolli et al.,
2009).

MICROORGANISMOS PECTINOLITICOS

Los miroorganismos implicados en la sintesis de enzimas pectinoliticas son
principalmente hongos y bacterias. Las enzimas mas frecuentes son
poligalacturonasas (PG), pectato liasas (PeL), pectina liasas (PL) y pectina
metilesterasas (PME). La mayoria de las preparaciones de enzimas
pectinoliticas comerciales se producen por fermentacion con Aspergillus spp.
y son mezclas de enzimas pectinoliticas. La degradacion eficiente de
polisacaridos en la industria alimentaria requiere interacciones cooperativas
0 sinérgicas entre estas enzimas responsables de dividir los diferentes enlaces
en la estructura de la pectina (Dinu et al., 2007). En la Tabla 3 se muestran
algunos ejemplos de microorganismos implicados en la sintesis de diferentes

tipos de enzimas pectinoliticas, a pH y temperatura 6ptima.
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Tabla 3. Microorganismos implicados en la sintesis de enzimas péctinoliticas.

Microorganismo Enzima Optimo  Temperatura  Referencia
fuente pH 6ptima (°C)
Endo-PG | 4.0 55
Aspergillus Endo-PG I 4.1 50 (Devi & Rao,
carbonarius Endo-PG IlI 4.3 55 1996)
Streptomyces lydicus Exo-PG 6.0 50 (Jacob et al.,
2008)
Aspergillus giganteus Exo-PG 6.0 55 (Pedrolli,
2008)
Aspergillus kawakii Endo-PGlI 4.5 50 (Contreras et
al., 2004)
Aspergillus niger PG 4.6 50 (Dinu et al.,
2007)
Bacillus sp. Exo-PG 7.0 60 (Kobayashi
etal., 2001)
Fusarium moliniforme  Endo-PG | 4.8 45 (Niture &
Endo-PG I 5.3 40 Pant, 2004)
Mucor flavus Endo-PGL 3.5-55 45 (Gadre et al.,
2003)
Pectinase CCM* PG 4.0 50 (Ortega et al.,
Pectinex 3XL* PG 4.7 50 2004)
Exo-PG | 3.9 50
Penicillium Exo-PG Il 5.0 50 (Barense et al.,
frequentans Exo-PG Il 5.8 50 2001)
Rapidase C80* PG 4.0 55 (Ortega et al.,
2004)
Rhizopus oryzae Endo-PG 4.5 45 (Saito et al.,
2004)
Termoascus Endo-PG 55 60-65 (Martins et al.,

aurantiacus

2007)

*Enzima comercial

Fuente: Pedrolli et al., (2009)
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2.6. CELULASAS

Las celulasas son un grupo de enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar los
enlaces B-1,4-glucosidicos de la celulosa a productos de bajo peso molecular,
que incluyen hexosas y pentosas (Singhania et al., 2013). Sin embargo, un
sistema de enzimas celuldsicas tiene una organizacién compleja, que consta de
tres componentes principales: endo-B-glucanasas (EC 3.2.1.4), exo-B-glucanasas
(EC 3.2.1.91) y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21). EI modo de accion de cada uno de

estos es el siguiente:

- Endo-B-glucanasa, 1,4-p-D-glucano glucanohidrolasa, CMCasa, trabaja
en la escision "aleatoria™ de cadenas de celulosa que producen glucosa y
celo-oligosacaridos.

- Exo-p-glucanasa, 1,4-p-D-glucano celobiohidrolasa, Avicelasa, actta en
el extremo no reductor de la celulasa con celobiosa como producto
primario.

- PB-glucosidasa, celobiasa: hidrolisis de celobiosa a glucosa.

Estas tres enzimas trabajan sinérgicamente para hidrolizar completamente el
polimero de celulosa en sus mondmeros de glucosa. Primero la endo-B-
glucanasa actta al azar, entre las fibras de celulosa para generar extremos
reductores y no reductores, que son atacados posteriormente por exo-f-
glucanasa, liberando celobiosa (dimeros de glucosa unidos por enlaces B-1,4-
glicosidicos). Finalmente, la celobiosa es hidrolizada por B-glucosidasa en
monomeros de glucosa, el producto final (Wong et al., 2016; Farig, 2016). En
la Figura 9, se muestra la representacion esquematica de la accion de celulasas

en el proceso de hidrdlisis de celulosa
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Figura 9. Representacion esquematica de las etapas secuenciales en la
accion de celulasas (Brahmachari et al., 2017).

2.6.1. MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

Las celulasas son producidas por varios tipos de microorganismos, como

hongos, bacterias y actinomicetos (Liu et al., 2012; Farig, 2016).

Los microorganismos ofrecen una fuente barata de enzimas, ya que se pueden
cultivar en una cantidad enorme en un corto periodo de tiempo y podrian ser
suministros regulares de productos enzimaticos deseados. Ademas, las
enzimas microbianas son mucho mas estables en un amplio rango de

condiciones ambientales adversas (Acharya & Chaudhary, 2012). Sin
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embargo, existen diferentes factores que pueden limitar o mejorar la

produccion de celulasas. La produccion de celulasas microbianas se puede

lograr mediante el uso de sustratos baratos (Tabla 4), como residuos agricolas

que contienen residuos de celulosa, torta de almendra de palma (Alshelmani

et al., 2013), residuos de banano (Dabhi et al, 2014), carboximetilcelulosa,

etc.

Tabla 4. Produccion de celulasas microbianas usando diferentes sustratos

Fuente microbiolégica

Sustrato

Referencia

Klebsiella sp.

CMC, avicel, residuos

agricolas

(Waghmare et al.,
2014)

Cellulomonas sp.

Céscara de arroz y paja de

(Lo et al., 2009)

Cellulosimicrobium arroz
cellulans
Bacillus alcalophilus CMC (Abou-Taleb et al.,

Bacillus amyloliquefaciens

2000)

Aspergillus niger

Mazorca de maiz

(Khan & Singh, 2011)

Trichoderma harzianum

CMC

(Igbal et al., 2010)

Bacillus subtilis

CMC

(Vermaet al., 2012)

Cellulomonas sp
Bacillus spp.

Micrococcus spp.

Polvo de fibra de coco

(Immanuel et al., 2006)

Cellulomonas sp CMC (Yinetal., 2010)
Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis Glucosa (Sethi et al., 2013)

E. coli

Serratia marcescens

Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis

Vaina de Acacia arabica

(Patagundi et al., 2014)

Paenibacillus sp.

CMC

(Maki et al., 2011)

Bacillus sp.

Bagazo de cafia de azucar,

licor de maiz

(Ladeira et al., 2015)

Fuente: Fariq (2016)
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2.7. FERMENTACION

La fermentacion es la técnica de conversion bioldgica de sustratos complejos en
compuestos simples por varios microorganismos. Ha sido ampliamente utilizado
para la produccion de muchas enzimas microbianas (Aehle, 2007). Muchos
trabajos se han enfocado en el “screening” de microorganismos productores de
enzimas, optimizaciones fisiolégicas para sustratos, fuente de carbono y fuente
de nitrégeno, pH de los medios y la temperatura de cultivo durante el proceso de
fermentacion (Ellaiah et al., 2002; Juturu & Wu, 2012; Sundarram & Murthy,
2014).

2.7.1. FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

La FSS (Fermentacién en sustrato sélido o también conocido como
fermentacion en estado sélido) se ha convertido en una tecnologia potencial
para la produccion de complejos enzimaticos (Delabona et al., 2012; Coradi
etal., 2013). FSS se refiere al proceso donde el crecimiento microbiano y la
formacion del producto ocurre en la superficie de los materiales solidos. Este
proceso implica la ausencia (o casi ausencia) de agua "libre™; sin embargo, la
humedad se absorbe en el sustrato sélido para favorecer el crecimiento y el

metabolismo microbiano (Ang et al., 2013; Pirota et al., 2014).

FSS es adecuado para la produccién de enzimas mediante el uso de sustratos
naturales, como residuos agricolas, ya que imitan las condiciones en las que

los hongos crecen de forma natural (Brahmachari et al., 2017).

Como la FSS implica relativamente poco liquido en comparacién con FSm
(Fermentacion sumergida), el procesamiento posterior de la FSS es
tedricamente mas simple y menos costoso. Durante los ultimos 10 afios, se ha
desarrollado un renovado interés en FSS debido, en parte, al reconocimiento
de que muchos microorganismos, incluidos los organismos genéticamente
modificados (OGM), los cuales pueden producir sus productos de manera
mas efectiva mediante FSS (Pandey et al., 2007). Las FSS tiene tres ventajas
principales: (1) alta productividad volumétrica, (2) concentracion
relativamente mas alta de los productos, y (3) menos generacion de efluentes,
requerimiento de equipos simples de fermentacion, etc. Ademas, la
biosintesis de enzimas microbianas en el proceso FSm es de importancia
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2.7.2.

econdmica porque se ve fuertemente afectada por las represiones catabdlicas

y de los productos finales (Liu et al., 2012).

FACTORES INFLUYENTES EN LA FERMENTACION EN ESTADO
SOLIDO

Al analizar los factores que pueden influir en la fermentacion en estado sélido,

es necesario tomar en cuenta los siguientes factores:

2.7.2.1.

2.7.2.2.

Temperatura

Los procesos biologicos se caracterizan por el hecho de que se
desarrollan en un rango de temperatura relativamente muy estrecho.
Los limites para altas temperaturas para el desarrollo se pueden
encontrar en muchos casos a valores que no superan los 60-80 °C y
con determinadas cepas, como maximo a 120 °C. La importancia de
la temperatura en el desarrollo de un proceso biologico es tal que
podria determinar efectos tan importantes como desnaturalizacién de
proteinas, inhibicion enzimética, promocion o inhibicion en la
produccion de un metabolito particular, muerte celular, etc. La
importancia de la temperatura en el crecimiento de microorganismos
lleva a una clasificacion teniendo en cuenta la temperatura o el rango
de temperatura en el que el microorganismo crece (Pandey et al.,
2007).

Humedad y Actividad de agua (Aw)

La humedad es un factor que esta intimamente relacionado con la
definicién de Fermentacion en Sustrato Sélido (FSS) y con las
caracteristicas del material bioldgico. La importancia del agua en el
sistema se debe al hecho de que la gran mayoria de las células viables
se caracterizan por un contenido de humedad del 70-80%. A partir
de esta simple observacion, es facil llegar a la conclusion sobre la
necesidad de tener una cierta cantidad de agua disponible para la
sintesis de nuevas células (Pandey et al., 2007).

En un sentido general, se ha establecido que, en el caso de las
bacterias, la humedad de la matriz sélida debe ser superior al 70%.
Para levaduras, el rango de humedad puede ser un poco ancho de 72
a 60% y en el caso de los hongos, el rango podria ser de 70 a 20%.
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2.7.2.3.

2.7.2.4.

Esta certeza por si misma podria significar una gran ventaja para el
desarrollo de un proceso en FSS especifico.

En cuanto a la Actividad del agua (Aw), es una medida de la
disponibilidad de agua en un producto alimenticio. Los solutos
disueltos en el agua unen las moléculas de agua y hacen que no estén
disponibles para el uso de microorganismos. La actividad del agua
se puede definir como la relacidn entre la presion de vapor del agua
en los alimentos y la presion de vapor del agua pura a la misma
temperatura. Los microorganismos requieren un nivel minimo de
actividad de agua para crecer y, por lo tanto, la reduccion de la
actividad de agua se puede usar para controlar el crecimiento
microbiano (Sancho-Madriz, 2003).

pH

El pH es uno de los otros factores mas importantes para cualquier
proceso de fermentacion. Cada microorganismo posee un rango de
pH para su crecimiento y actividad con un valor 6ptimo entre el
rango. Un pH bajo evita el crecimiento de microorganismos
parasitos que podrian estropear el material, el control del pH es uno
de los problemas que aun no se han resuelto en los procesos de SSF.
Este problema se debe a la falta de equipos y electrodos adecuados
para determinar el pH en materiales solidos y la existencia de
gradientes de pH debido a las caracteristicas heterogéneas del
proceso (Pandey et al., 2007).

Aireacion

Estos dos factores tienen generalmente una influencia determinante
en la FSS debido a dos aspectos fundamentales:

- Lademanda de O2 en los procesos aerdbicos,

- Fendémenos de transporte de calor y masa en un sistema

heterogéneo.

La demanda O no presenta las dificultades desde el punto de vista
fisiolégico observado en la fermentacion sumergida. No es necesario
tener mecanismos fisicos o quimicos que permitan que el Oz se

disuelva previamente en una fase liquida antes de que pueda
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emplearse para el proceso metabdlico. En este sentido, la demanda
O2 en FSS se puede satisfacer con niveles de aireacion relativamente
bajos (Pandey et al., 2007).

2.7.2.5. Tamanio de particula

El tamafio de particula del sustrato tiene una importancia particular
relacionada con la caracterizacion del sustrato y la capacidad del
sistema para intercambiar una 6ptima transferencia de calor y masa
con el crecimiento microbiano durante el proceso de FSS.

Cuando se trata de materiales naturales agroindustriales,
generalmente el uso de un pre-tratamiento previo logra un ataque
microbiano mejorado. La reduccion en el tamafio de particula a
través de la molienda es uno de dichos pretratamientos, que
proporciona una superficie mayor para el crecimiento microbiano.
Sin embargo, debe subrayarse que el tamafio de particula podria
mostrar un rango Optimo. Una particula muy pequefia podria
producir una contraccion o compactacion de la matriz, mejorar los
problemas de canalizacion, aumentar los problemas de transferencia

de masa y calor, etc (Pandey et al., 2007).

2.7.3. Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo filamentoso y una de las especies mas comunes
del género Aspergillus, es importante en la micologia alimentaria y médica,
asi como en la biotecnologia. Esta especie se caracteriza por presentar
conidios esféricos negros, con colonias negras. A. niger esta incluido en el
subgénero Circumdati, seccion Nigri. La seccion Nigri incluye 15 especies de
esporas negras relacionadas que pueden confundirse con A. niger, incluidos
A. tubingensis, A. foetidus, A. carbonarius y A. awamori (Noonim et al.,
2008). La clasificacion de Aspergillus niger se basa principalmente en cuatro
aspectos: (1) presencia de teleomorfo y sus caracteristicas, (2) presencia o
ausencia de metula, (3) disposicién de metula o fialidas de vesiculas, y (4)
colores de colonias. En especies sin teleomorfos, los colores de las colonias
estdn dominados por el color de los conidios. Estos colores se asocian

consistentemente con especies determinadas. Los estudios moleculares han
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demostrado que A. niger estd compuesto por dos especies, A. niger y
Aspergillus tubingensis, separadas por polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) (Kusters-van Someren et al., 1991) y ADN
analisis de secuencia (Arora, 2003). Por otro lado, Aspergillus niger es la
especie fungica mas comunmente utilizada para la produccion industrial de
enzimas pectinoliticas y celuloliticas, via fermentacion en sustrato sélido
(Siddiqui et al., 2012).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. METODO DE ESTUDIO
La presente investigacion es de tipo aplicativo.
3.2. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Investigacion
de la Escuela Académico Profesional de Biotecnologia en la Universidad Nacional del
Santa, en conjunto con los Laboratorios de Analisis de Control de Calidad de la

empresa de Servicio Manufactura y Acabado S.A.C, Ate, Lima, Perd.
3.3. MATERIAL DE ESTUDIO

3.3.1. BIOLOGICO

Cepa de Aspergillus niger ATCC 9642: Donado por el Laboratorio de
Biotecnologia marina del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE), Baja California, México. (Figura 10)

Figura 10. Cepa fangica de Aspergillus niger ATCC 9642 en agar
papa dextrosa (PDA); B. Vista microscdpica del conidiéforo de A.
niger a 100 X, con tincion Safranina.

Cascaras de mango de la variedad Kent: Donado por la Empresa Inversiones

Frigorificas PRC S.A.- Santa, Ancash-Per0. En la Figura 11 se muestra la

representacion visual de las cascaras de mango.

47



Figura 11. Céascara de mango sin tratamiento utilizadas en la
experimentacion

3.4. METODOS

3.4.1.

3.4.2.

DESCRIPCION DE LA MATERIA PRIMA

La céscara de mango de la variedad Kent fue recolectada de los residuos
agroindustriales generados por la empresa “Inversiones Frigorificas PRC
S.A.” ubicada en la ciudad de Santa, Peru; teniendo en cuenta la ausencia de

hongos u otro factor que pueda alterar el proceso enzimatico.

ANALISIS QUIMICO DE LA MATERIA PRIMA

Se llevo a cabo el analisis quimico de la cascara de mango iniciando por la
determinacion de la humedad. Luego se realizé un proceso de adecuacion de
la materia prima especificado en el punto 3.4.3, obteniéndose céscara de
mango seca y estandarizada al tamafio de particula mencionado. A esta
cascara de mango en polvo se le realizé de la misma forma un analisis
quimico para la determinacion de la humedad, proteina, cenizas, grasa, fibra
dietética total, y carbohidratos. Fue realizado también, el anélisis de la
composicion en fibra, siendo determinados el contenido en pectina, lignina,
Holocelulosa, celulosa, hemicelulosa y almidén.
a. Determinacion del contenido de humedad
La célculo del porcentaje de humedad fue realizada segin el Método
AOAC 930.15 - 1990.
b. Determinacion del contenido de ceniza
El célculo del porcentaje de ceniza se realiz6 seglin el Método AOAC
942.05 - 1990.

c. Determinacion de proteina
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El porcentaje de proteina fue analizado mediante el método Kjeldahl
(AOAC 988.05).

. Determinacién de grasa

La determinacion de grasa se realiz6 utilizando el Método de Soxhlet,
segun A.O.A.C. (1994)

. Determinacion de Fibra

Los analisis individuales de la Fibra, correspondientes a los contenidos de
pectina, lignina, holocelulosa, hemicelulosa y celulosa son especificados a

continuacion.

Determinacion del contenido de Pectina (Método descrito por Girma
& Worku, 2016)

Procedimiento

Se pesa 3 g de cascara de mango seca y molida y se coloca en un matraz
de 125 mL, posteriormente se afiade agua destilada en una proporcién de
1:40 (p/v) ajustando el pH a 2.0 con H2SO4 1 M. Se incuba a 82 °C durante

105 minutos en un bafio de agua con agitacion.

Posterior al periodo de incubacion, la suspension se filtra en papel filtro
whatman N° 42 a 80°C para retirar residuos insolubles. Se afiade a la
solucion filtrada etanol 96° en un volumen 1:1 (v/v) y se deja en reposo
durante 3 horas. La pectina coagulada se separa por filtracion y se lava con
etanol al 70%. Posteriormente se seca a 35°C en un horno de aire caliente
durante 8 horas. El contenido porcentual de pectina se calcula usando la
Ecuacion 3:

(Pn — Pr) ©)

% Pectina = * 100

Donde:

Pm  :Peso final de la muestra.
Pf : Peso de papel filtro.
B : Peso inicial de la muestra.
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Determinacion del contenido de Lignina (Método Klason, Sluiter
et al., 2006)

Procedimiento

La determinacion del contenido de lignina insoluble fue llevada a cabo
a cabo mediante el metodo Klason (Sluiter etal., 2008).
Aproximadamente 3 g de muestra seca fue sometida a maceracion (en
mortero) con 15.0 mL de H2SO4 a 72% (m/v), hasta obtener un
maximo de desfibrilacion, por 2 h a temperatura ambiente. A
continuacion, la mezcla fue transferida a un matraz de 1.0 L,
completando el volumen hasta 0.575 L con agua destilada para la
concentracion final de H2SO4 a 3% (p/v). ElI matraz fue sellado y
autoclavado a 121 °C por 1 h. Después del proceso de autoclavado, el
hidrolizado fue filtrado utilizando papel filtro Whatman N° 4 para la
retencion de la lignina Klason insoluble. EI material retenido en el
embudo fue secado en estufa a 105 °C por 4 h, para luego ser enfriado
en desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y pesada. El

contenido de lignina insoluble fue determinado por la Ecuacion 4:
Lki (%) = ((my; — mys)/mg) * 100 (4)
Donde:

Lki = Lignina Klason insoluble.

mfs = Masa del papel filtro seco.

mki= Masa del papel filtro sumada a la masa de lignina después del
secado en estufa.

ma = Masa de la muestra.

Determinacion del contenido de Holocelulosa (Técnica descrita por

Browning 1967)

Procedimiento

Se pesa 2.5 g de muestra seca y se deposita en un matraz Erlenmeyer

de 250 mL. Se adiciona 80 mL de agua destilada caliente, 0.5 mL de
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acido acético glacial y 1 g de clorito de sodio (NaClOy). Se sella el
matraz con papel aluminio y se calienta en bafio maria a 70°C durante
60 minutos. Posteriormente se repite la adicion de &cido acético y
clorito de sodio cada una hora, manteniendo la mezcla en bafio de agua
caliente y agitacion constante. Tras 4 horas de adicidn de reactivos se
deja reposar durante dos horas y luego se deja enfriar la mezcla. Se filtra
en papel filtro Whatman N° 24 de peso conocido y se lava los sélidos
con agua destilada hasta eliminar la coloracién amarillay el olor a cloro.
Se lava una ultima vez con acetona y se seca en un horno a 105°C
durante 24 horas. El contenido de holocelulosa se determina mediante
la Ecuacion 5:

P2-P1
P3

% holocelulosa = * 100 (5)

Donde:

P1 : Peso del papel filtro.

P2 : Peso de los sélidos secos.

P3 : Peso inicial de la muestra.

Determinacion del contenido de Celulosa (Técnica descrita por
Rowell, 2012)

Procedimiento

Se pesa 1 g de holocelulosa (P1), con precision de 0.0001 g, en un
matraz Erlenmeyer de 100 mL. Se afiade 5 mL de NaOH 17.5% (p/v)
mezclando con una varilla de vidrio. Cada 5 minutos se afiaden 2.5 mL
de NaOH 17.5% hasta consumir un total de 12,5 mL y se deja reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiade 16.5 mL de agua
destilada a 20 °C para diluir el NaOH a 8.3% (p/v), luego se mezcla bien
y se deja reposar durante 60 minutos.

Posteriormente se filtra en papel filtrante de peso conocido (P2) y se
lava con 50 mL de NaOH 8,3% y luego con agua desionizada. Se repite
el lavado con NaOH 8.3% y agua destilada dos veces. Se corta la
succion y se afiade 7.5 mL de acido acético 10% (p/v) y se deja reposar

durante 3 minutos. Se conecta el vacio y se lava con agua destilada hasta
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neutralidad del filtrado, el pH se medira con bandas de pH. Se seca a
105 °C en estufa durante 12 horas y se pesa (P3). El contenido
porcentual de celulosa en base seca se calcula mediante la Ecuacion 6:

% Celulosa = @ * 100 (6)

1

P1: Peso inicial de la muestra
P2 : Peso papel filtro
P3: Peso sdlido después de secar 12 horas
Determinacion del contenido de Hemicelulosa
La hemicelulosa es contabilizada por la diferencia entre los porcentajes
de holocelulosa y celulosa mediante la Ecuacion 7:

% hemicelulosa = %holocelulosa — %celulosa @)
f. Determinacion del contenido de almidon
Se determind el contenido de almidon segun el método descrito por

Holm et al., (1986), presentando algunas modificaciones:

Se pesd 250 mg de la muestra de cascara de mango seca y colocé en un
tubo de centrifuga de 50 ml. Se afiadié 15 ml de agua destilada y con
ellos la enzima Termamyl 120 L a una cantidad de 100 pl. Luego se
mezcld la suspension en un agitador magnético. Se coloco el tubo de
centrifuga en un bafo de agua en ebullicién y se homogeniz6 durante 5
minutos. Se dej6 en reposo la muestra a temperatura ambiente y se
transfirié la muestra a un balén volumétrico de 25 mL enrasando con

agua destilada hasta llegar a este volumen.

La segunda accion enzimatica se realizé utilizando un tubo de ensayo.
Se transfirié 1 mL de la muestra y se afiadio buffer acetato de sodio a
pH 4.75 a 0.1 M. Luego se agregd 50 pl de enzima amiloglucosidasa y
se incubo la muestra a 60°C por 30 min. Seguido a ello, se transfirio la
suspension a un balén volumétrico de 100 mL y se enrasd con agua

destilada hasta llegar a este volumen.

Como parte final, se transfiri6 1 mL de la suspension detallada
anteriormente sobre un tubo de centrifuga y se le afiadié 1 mL de agua

destilada, 4 mL de reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa a la muestra,
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réplicas y al blanco a la misma proporcién, se incubd a 37 °C por 60
minutos, homogenizando cada 30 minutos. La muestra fue centrifugada
a 3000 g durante 10 min. Y se ley6 la absorbancia en un rango de 450
nm de longitud de onda. La siguiente férmula permitié calcular el

porcentaje de almidén en la muestra:

9% Almidd mg de glucosa* 1073 x F x 100 = C 100 (8
= *
pamaon Peso de la muestra (mg) (8)

F: Factor de dilucién

C: Factor de correccion de conversion de glucano a glucosa = 0.9

g. Determinacion de azucares

Se determina por la diferencia entre los componentes principales en
fibra, grasa, proteina, cenizas y humedad de la muestra.

%Azlcares = 100% - (%Humedad + %Proteinas + %Grasas +
%Cenizas + %Fibra +%Almiddn) 9)

3.4.3. PRETRATAMIENTO DE LA CASCARA DE MANGO

Para aumentar la biodisponibilidad de las estructuras celulésicas en las
fermentaciones sdlidas, se realizd un tratamiento hidrotérmico a las cascaras
de mango, la metodologia utilizada fue adaptada de Mostafa et al., (2013).
Las cascaras de mango se cortaron en un tamafio uniforme de
aproximadamente 10 cm, para luego ser colocadas en una estufa de secado a
70 °C durante 24 h. Para aumentar el area de accion enzimaética, las fibras de
cascaras de mango secas fueron trituradas en un molino de cuchillas y
tamizadas en un tamiz N° 60, hasta lograr un tamafio de particulas de 250 um.
Luego de ello, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL se coloco la suspension
de cascara de mango seca con agua destilada en una proporcion de 1:20 (p:v)
a 100°C durante 30 min. El experimento control consistio en la suspension de
cascara de mango sin pretratamiento por ebullicion, puesta a temperatura
ambiente por 24 h. Los porcentajes en masa seca de lignina, celulosa,
hemicelulosa y pectina fueron estimadas antes y después del tratamiento

hidrotérmico siguiendo los procedimientos citados en el punto 3.4.2.
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3.4.4. OBTENCION Y MANTENCION DE CEPA DE Aspergillus niger

La cepa de Aspergillus niger ATCC 9642 fue donada por el Laboratorio de
Biotecnologia marina del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE), Baja California, México. Se mantuvo
sembrada en placas con medio agar papa dextrosa (PDA), con periodo de
incubacién de 72 horas a 30°C. Posteriormente fue llevada a refrigeracién a
4° Cy se subcultivo periddicamente.

3.4.5. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un Disefio factorial Central Compuesto con tres variables
independientes: pH, tiempo de fermentacion y porcentaje de humedad (v/p)
del medio; en respuesta a tres variables dependientes: actividad
endoglucanasa (CMCasa), actividad celulasa total (papel filtro) y actividad
pectinasa, expresadas en unidades de actividad enzimatica por gramo de
material seco (U/g). En la Tabla 5 se muestran los valores minimos y
méaximos de las variables independientes, pH inicial, tiempo de fermentacién
(h) y porcentaje de humedad del medio (v/p), que se utilizaron en la

experimentacion.

Tabla 5. Matriz de variables independientes utilizadas en el modelo
Experimental DCCR

Variables Rangos
-0l -1 0 +1 +a
Tiempo (h) 32 48 72 96 112
pH inicial 1.6 3 5 7 8.4
Humedad del 43 50 60 70 77

medio (% v/p)
Fuente: Propio autor.

Los experimentos fueron llevados a cabo mediante el plan experimental
establecido en la Tabla 6. Realizandose un planeamiento 23, incluidos seis
puntos axiales, ocho factoriales y cuatro puntos centrales, se obtuvo un
numero total de 18 unidades experimentales que fueron llevadas a cabo por

triplicado.
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Tabla 6. Disefio experimental segin DCCR para las variables pH inicial,
tiempo y porcentaje de humedad del medio.

Caodigo Valores reales Respuestas

Exp. X1 X2 X3 t(h) pH H CMCasa Celulasa Pectinasa
(%) (U/g) total (U/g)

(Ulg)

| 48 3 50 - - -

1 1 1 48 370 - - -

-1 1 -1 48 7 50 - - -

-1 1 1 48 7 70 -- -- --

1 -1 1 96 3 70 -- -- --

1 1 -1 96 7 50 -- -- --

1 1 1 96 7 70 -- - --

1
2
3
4
5 1 -1 -1 96 3 50 - -- -
6
7
8
9

-1.682 0 0 32 5 60 -- -- --

10 1.682 0 0 112 5 60 -- -- --

11 0 -1.682 0 72 2 60 -- -- -

12 0 1.682 0 72 8 60 - - -

13 0 0 -1.682 72 5 43 -- - -

14 0 0 1.682 72 5 77 - - -

15 0 0 0 72 5 60 -- -- -

16 0 0 0 72 5 60 -- -- --

17 0 0 0 72 5 60 -- -- --

18 0 0 0 72 5 60 -- -- -

Fuente: Propio autor.

3.4.6. CONDICIONES DE FERMENTACION

3.4.6.1. Preparacion e inéculo de Aspergillus niger
La cepa se sembrd en tubos inclinados con medio PDA (agar papa
dextrosa) e incubados durante 5 dias a 30°C para desarrollar esporas.

Posteriormente se afiadié 10 mL de solucién salina esteril 0.5% (p/v) y
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3.4.6.2.

se contabilizd la concentracion con camara de Neubauer para obtener

un indculo de 10%-107 esporas/mL.

Medio de cultivo

Los medios de cultivos para la fermentacion en sustrato solido fueron
preparados en matraces de 125 mL afiadiendo 5 g de cascara de mango
seca como fase sdlida (Anexo 4), la cual fue integrada con medio de
cultivo salino suplementado con 1% (p/v) de extracto de levadura (Gao
et al., 2008), para optimizar la produccion enzimatica. La composicion
del medio salino se muestra en la Tabla 7. Ambos componentes, cascara
de mango y medio liquido salino, fueron previamente esterilizados por
separado a 121°C durante 15 minutos.

Tabla 7. Medio salino suplementado en los experimentos de
fermentacion en sustrato sélido.

Componente Concentracion (g/L)
(NH,).S0.4 35
KH2PO4 3
MgSO, 0.5
CaCl, 0.5
Extracto de levadura 10

Fuente: Gao et al., (2018).

De acuerdo al disefio experimental, se ajustaron los valores de pH
inicial con buffer citrato en el medio liquido, mientras que la humedad
del medio en sustrato solido sufrid variaciones en funcion de los
distintos volumenes de medio liquido que fueron integrados a la fase
solida (cascara de mango seca).

Por otro lado, los medios de cultivo fueron inoculados con 0.5 mL de
indculo de 107 esporas/mL, el volumen del inéculo fue considerado en
la humedad final del medio de fermentacion y fue descontado del
volumen de medio a suplementar. Los matraces fueron sellados con
algodon hidrofébico para evitar la pérdida de humedad y fueron
incubados de manera estética a 30°C durante un periodo de 96 horas.
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3.4.7. ANALISIS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Posterior al periodo de fermentacion, se obtuvieron extractos enzimaticos

para

los ensayos de actividad exopoligalacturonasa (pectinolitica),

endoglucanasa (carboximetilcelulasa CMCasa) y celulasa total (PFasa), las

cuales fueron expresadas en unidad de actividad enzimatica por gramo de

cascara de mango seca del medio (U/g).

3.4.7.1.

3.4.7.2.

Obtencidn del extracto enzimatico

Completado el tiempo de fermentacion se afiadid al medio
fermentativo, buffer citrato 5 mM pH=5.0, en una relacién de
solido/liquido de 1:10 con respecto al contenido de cascara de mango
seca, posteriormente se suspendid y se incubd a agitacion de 250 rpm
durante 30 minutos en un bafio maria a 30 °C. El extracto enzimatico se
separ0 de la parte sdlida (cascara de mango y micelio) mediante
filtracion sobre una gasa y consecutivamente se centrifugd a 10 000 rpm
refrigeradamente durante 15 minutos (Mamma et al., 2008).

Analisis de actividad celulasa

La actividad endoglucanasa (CMCasa) y celulasa total (PFasa) fueron
evaluadas mediante el método de espectrofotometria con reactivo acido
3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959) para determinar azUcares reductores,
aplicando la metodologia utilizada por Ghose, (1987). La curva de
calibrado fue realizada previamente con soluciones de glucosa (Anexo
2). Para la actividad endoglucanasa (Endo-1,4-beta-D-glucanasa o
carboximetilcelulasa, EC 3.2.1.4) se prepar6 una solucién de CMC al
2% (p/v) en buffer citrato 0.05 M (pH=5.0). Posteriormente se realiz6
una mezcla de reaccién que contuvo 0.5 mL de solucién de CMCy 0.5
mL de extracto enzimatico, la muestra fue incubada a 50°C durante 30
minutos para la reaccion enzimatica.

Para la determinacion de actividad celulasa total (PFasa) se realiz6 una
mezcla de reaccion la cual contuvo 1 mL de una suspensioé de buffer
citrato 0.05 M (pH=5.0) con una tira de papel filtro (Whatman N° 1, 1.0
X 6.0 cm =~ 50 mg) y 0.5 mL de extracto enzimético. La muestra fue

incubada a 50°C durante 60 minutos para la reaccion enzimatica.
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El control negativo consistio de un experimento utilizando extracto
enzimatico inactivado por ebullicion a 100°C durante 15 minutos.
Posterior al periodo de incubacidn, en ambos casos, se aplicé el método
de determinacién de azlcares reductores por espectrofotometria
utilizando el reactivo DNS, la lectura de absorbancia fue realizada a una
longitud de onda de 540 nm. Una unidad de actividad enzimatica fue
definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 pumol de

glucosa por minuto bajo las condiciones experimentales establecidas.

3.4.7.3. Analisis de actividad pectinasa

La actividad poligalacturonasa fue evaluada mediante el método DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959), para determinar azlcares
reductores liberados tras la reaccion enzimética, aplicando la
metodologia utilizada por (Rodriguez-Fernandez et al., 2011). La curva
de calibrado fue realizada previamente con soluciones de &acido D-
galacturénico monohidratado (Anexo 3).

Se prepard una solucién de pectina 0.5% (p/v) en buffer citrato 0.05 M
(pH=5.0). Posteriormente se realizd una mezcla de reaccion la cual
contuvo 4.5 mL de solucion de pectina y 0.5 mL de extracto enzimatico
diluido, se incub6 a 50°C durante 15 minutos para la reaccion
enzimatica. El control negativo consistio de un experimento utilizando
extracto enzimatico inactivado por ebullicion a 100°C durante 10
minutos.

Posterior al periodo de incubacidn se llevé a cabo el método DNS y se
realizo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Una
unidad de actividad poligalacturonasa fue definida como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 pmol de acido D-galacturdnico por

minuto bajo las condiciones experimentales establecidas.

3.4.8. APLICACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO

El complejo enzimético producido por Aspergillus niger, de alta actividad
celulasa y pectinasa, fue aplicado en la hidrolisis enzimética de residuos de

cascara de mango.
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3.4.8.1.

3.4.8.2.

Pretratamiento de la materia prima

La primera parte dentro del marco de la liberaciéon de azlcares del
material en estudio se encuentra el tratamiento hidrotérmico de las
cascaras de mango, el cual fue llevado a cabo segun lo mencionado en
el item 3.4.3.

Se obtuvo muestras de la suspensién sin tratamiento hidrotérmico y con
tratamiento, y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se uso para el analisis de azlcares reductores totales por

el método DNS y azucares monoméricos por HPLC.
Sacarificacion enzimética de materia prima

La sacarificacion enzimatica de la cascara de mango pre-tratada fue
llevada a cabo mediante el método modificado de Phuengjayaem &
Teeradakorn, (2011). A 50 mL de cascara de mango pre-tratada 5%
(p/v), se le adiciond solucion de extracto enziméatico en tampon citrato
0.05 M (pectinasa 101.02 U/g, CMCasa 6.28 U/g y FPasa 3.21 U/qg),
pH=5.0. Se evitd la contaminacion microbiana mediante la adicién de
azida de sodio (0,01 mg/ml). La mezcla fue incubada a 50°C con

agitacion de 150 rpm durante 14 h.

Se obtuvieron muestras de la reaccion enzimatica cada 2 h, las muestras
se sometieron a shock térmico para la inactivacion enzimatica, se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos y se almaceno el
sobrenadante a -4°C para ser posteriormente analizado mediante
método DNS (Miller, 1959) para cuantificacion de azlcares reductores
totales y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
determinar las concentraciones de azucares monoméricos mediante
método estandarizado para glucosa, xilosa y arabinosa (A. Sluiter et al.,
2008). El rendimiento de sacarificacion fue calculado en base a la
cantidad en gramos resultante de azucares (glucosa, xilosa y arabinosa)
respecto a los gramos de sustrato seco usados en la sacarificacién. Por

otro lado, segun Targonski (1985), el porcentaje de conversion de
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azucares (PC) puede ser calculado respecto a los carbohidratos totales

presentes en la muestra, siguiendo la formula:

Azucar liberadox0.9

PC (%) =

100 (10)

Carbohidratos totales en sustrato

Los valores de azucar liberado y de carbohidrato total en la muestra
seran expresados en mg. El valor de 0,9 representa el factor de
equivalencia de los azlcares reductores liberados respecto a un
polisacérido, es decir, es el factor de correccion para compensar la
adicion de una molécula de agua durante la hidrolisis (Targonski,
1985).

3.4.9. ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos obtenidos en los ensayos enzimaticos en respuesta al disefio
experimental se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) y seran

analizados mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
en software STATISTICA v10.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LA
CASCARA DE MANGO

En la Tabla 8 presenta la composicién quimica de las cascaras de mango en base

seca, los calculos realizados son expresados en el Anexo 1.

Tabla 8. Composicion Quimica de la cascara de mango variedad Kentt en
porcentual en base seca.

Componente %BS (base seca)
Proteina 2.34
Fibra total 47.7
Celulosa 18.73
Hemicelulosa 8.44
Lignina 10.02
Pectina 10.51
Almidon 6.34
Cenizas 2.50
Humedad 7.58
Azlcares 30.97
Grasa 2.57

Fuente: Propio autor.

La composicion porcentual en base seca de las cascaras de mango revelo6 ser una
importante fuente de sustancias organicas, como carbohidratos, fibras y pectinas.
El mayor constituyente de la cascara fue la humedad, que corresponde un 74.72
%. Valores semejantes pueden ser encontrados en la mayoria de cascaras que
presentan textura semejante, como la palta, que presenta aproximadamente 76.95
% de humedad (Gondim et al., 2005). La composicion porcentual de las cascaras
de mango de la variedad Kent utilizado en este estudio revel0 semejanza con los
resultados obtenidos por Sdnchez Orozco et al., (2014) e Hincapié et al., (2014),
en dénde el contenido porcentual de humedad fue de 75.38% y 68.54%,

considerando que utilizaron diferentes variedades de mango para cada estudio.

La segunda mayor fraccion presente en la cascara de mango fueron las fibras,

siendo estos representados por los constituyentes del epicarpio (celulosa,
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hemicelulosa), ademéas de presentar un considerable porcentaje de pectina,
almidon y lignina. El contenido porcentual de fibra total fue de 47.7%, en la cual
se destaca el contenido porcentual de celulosa en base seca de 18.73%,
hemicelulosa de 8.44%, lignina en 10.02% y pectina 10.51%.

Estudios en la literatura muestran la variabilidad de la composicion quimica de
las cascaras de mango, ya que pueden presentar diferentes constituyentes
estructurales de acuerdo a la variedad que se esta utilizando, como por ejemplo
los resultados mostrados por Rybka et al., (2018), utilizando cascara de mango
de la variedad Tommy Atkins, muestra un contenido porcentual de Fibra
detergente acida (celulosa, hemicelulosa y lignina) de 19.33% y fibra detergente
neutra en 21.15%. Jahid et al., (2018), por otro lado, reporta un contenido
porcentual de celulosa, hemicelulosa y lignina en base seca de 38.4%, 13.9% y
27.9% respectivamente. Hincapié et al., (2014), represent6 datos analizados de
la caracterizacion quimica de cascaras de mango en valores porcentuales de fibra
dietética soluble e insoluble, de lo cual obtuvo un valor porcentual de 60.83% de
fibra dietética total. De este modo, considerandose que los principales
constituyentes de la fibra dietética total son la lignina, hemicelulosa, celulosa y
pectina, se logra obtener un valor porcentual de 54.04%, valor similar a lo

reportado por este autor.

Sanchez Orozco etal.,, (2014), de igual forma, evaluando el analisis
composicional de diferentes residuos agroindustriales, entre ellos las cascaras de
mango, encontrd un contenido porcentual en base seca mayor en hemicelulosa,
siendo esta de 26.45%, seguido de celulosa con un 9.93% y lignina con 2.81%,
comprobando asi la variabilidad de datos respecto a otros autores. Ampliando
este aspecto, la discrepancia de datos respecto a la composicion porcentual esta
estrechamente relacionada con la variedad de mango en estudio y el estado de
maduracion que esta presenta. Serna-Cock, et al., (2016), detalla una
composicion en fibra dietética insoluble (Celulosa, gran parte de las
hemicelulosas y lignina) en un rango de 14 a 50%, y un contenido porcentual de
fibra dietética soluble (Azucares neutros y acido urénico) en un rango de 7 al
28%.
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Al mismo tiempo, también se realizé el calculo del rendimiento porcentual de
pectina o simplemente rendimiento de pectina, que viene a ser el contenido de
pectina extraida seca en gramos de material seco utilizado, expresado en
porcentaje. Los datos obtenidos en la experimentacion detallan un rendimiento
del 10.51%, valor similar a lo encontrado por Azevedo et al., (2008), el cual
presentd un porcentaje de pectina del 12.08% (Variedad de mango Tommy
Atkins). Patel (2017), reportd rendimientos de pectina en un rango de 16,9% a
21,7%, del mismo modo Gragasin et al., (2014), sefialé un rendimiento de
21.65%, corroborando asi la no uniformidad de los resultados del porcentaje en
base seca de pectina de cascaras de mango. Se puede argumentar que, la
importancia de analizar el contenido de pectina en las cascaras de mango, recae
en que es uno de los componentes principales de su estructura. La mayoria de
los estudios sobre la explotacion de las cascaras de mango se han ocupado de su
uso como fuente de pectina, que se considera una fibra dietética de alta calidad
(Berardini et al., 2005). Ademas, la pectina es uno de los principales
componentes de la fibra dietética soluble la cual se encuentra ligada a diferentes
azucares neutros y acido uronico. En las cascaras de mango, azucares neutros
como la eritrosa, ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa y glucosa,
representan compuestos de gran importancia industrial (Serna-Cock etal.,
2016).

En contraste a esto ultimo mencionado, el andlisis de azucares por diferencia en
peso, fue la tercera mayor fraccién presente en la cascara de mango, con un
30.97% en base seca. En sintesis, la fraccion de carbohidratos totales fue de 75%
en base seca (excluyendo a la lignina), siendo este resultado directamente
influenciado por el contenido en fibra y la fraccion de azlcares reductores y no
reductores presentes en las cascaras de mango. La fraccion porcentual de
carbohidratos en la literatura es variable, Marques et al., (2010) por ejemplo
detalla un contenido porcentual de 12.89% en base himeda, equivalente al
60.51% de carbohidratos en base seca; Rybka et al., (2018) por otro lado, relata
un contenido porcentual equivalente al 86.38% de carbohidratos en cascaras de
la variedad Kent y una media del 85% en otras variedades (Tommy Atkins,

Palmer y Keitt).
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Las fracciones de proteinas, minerales, lipidos y compuestos organicos adjuntos,
representan alrededor del 7.41% y completaron la composicion proxima de la
cascara de mango. Diversos autores sefialan ademas de la excelente fuente de
fibra presentes en cascaras de mango, su importante fuente de compuestos
antioxidantes, teniendo como principales ejemplos al &cido galico,
protocatecuico y siringico correspondientes alos acidos fendlicos y al
kaempferol y la quercetina como los principales flavonoides (Ajila & Prasada
Rao, 2013; Marques et al., 2010).

4.2. PRETRATAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

El tratamiento previo al material lignocelulésico es una herramienta importante
para los procesos de conversion de celulosa y es esencial para cambiar su
estructura, de esta manera se requiere la eliminacion de las barreras que dificultan
el acceso de catalizadores quimicos y bioldgicos que contribuyen a su
transformacion, permitiendo asi que sus fracciones constituyentes como la
celulosa y hemicelulosa estén disponibles para una posterior accién catalitica
(Amin et al., 2017).

En la Tabla 9 son presentados los resultados del anlisis quimico de la estructura
fibrosa de las cascaras de mango luego del tratamiento con ebullicion, los datos

presentados a continuacion se encuentran en base seca porcentual.

Tabla 9. Composicidn quimica en valores porcentuales en base seca de cascara
de mango luego del tratamiento con ebullicién.

Composicion quimica (% Base seca)

Definicion Celulosa  Hemicelulosa Lignina Pectina
Céscara con tratamiento 45,78 19.59 2.98 10.21

Fuente: Propio autor.

Los valores porcentuales especificados en la Tabla 9, indicaron un claro aumento
en el porcentaje en base seca de celulosa y hemicelulosa, y una clara disminucion
del contenido porcentual de lignina. El contenido porcentual de pectina
aparentemente no varid, sin embargo, tomandose en cuenta la disminucién de
los azUcares con mayor disponibilidad en las superficies de cascaras de mango,
producto del tratamiento con agua en ebullicion, puede sefialarse que si presento

una disminucion del contenido de pectina en base seca.
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4.3.

El método de tratamiento se mostro satisfactorio para una exposicién mayor del
contenido de celulosa, por lo general, un método de tratamiento ideal reduciria
el contenido de lignina, factor critico que inhibe la hidrdlisis enzimética por
adsorcion irreversible en la celulosa, es decir reduciria la cristalinidad en la
celulosa y aumentaria el area de disponibilidad para las reacciones enzimaticas,
lo que fue corroborado con el analisis quimico de las cascaras de mango tratadas
(Saucedo-Lunaet al., 2011).

Diferentes autores describen el uso de un tratamiento térmico con ebullicion de
agua, como el mejor pretratamiento para la obtencion de mejores rendimientos
de azucares monoméricos (Yepes et al., 2008, Mostafa et al., 2013). En el
presente trabajo no se realizé un andlisis de los diferentes pretratamientos que
son aplicados para reducir la cristalinidad de las superficies celul6sicas. Deepa
et al. (2011), detalla que los tratamientos térmicos con explosion a vapor, si bien,
se pueden obtener indices de sacarificacion altos, debido a la facil remocion de
hemicelulosa, lignina y pectina, los indices porcentuales altos en pectina que
presenta la cascara de mango, podria significar en una pérdida en los indices de
sacarificacion.

A su vez, Yingkamhaeng & Sukyai (2014), concluyen que una de las ventajas
de usar la explosion a vapor es su impacto ambiental significativamente menor,
menos quimicos peligrosos utilizados en proceso, en comparacion con los
tratamientos quimicos, sin embargo, el uso de vapor en el tratamiento y las altas
temperaturas que conlleva este proceso irian ligados a un costo mayor de
operacion, variable no sostenible econémicamente si es que se plantea como
objetivo escalar la realizacion del presente estudio. Por otro lado, los
tratamientos acidos (Pretratamientos con H2SOs4 0 NiOH diluido), si bien
estudios presentan indices de solubilizacion mayores en la superficie
lignocelulosica, estos han demostrado presentar inhibicion del crecimiento de
microorganismos, probablemente debidos a sus efectos inhibidores de la
actividad enzimética (Saha & Cotta, 2008).

OPTIMIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se realizé un disefio compuesto central rotacional (DCCR), con el fin de evaluar
el efecto del tiempo de fermentacion, el pH y la humedad del medio

fermentativo, sobre la actividad enzimatica endoglucanasa, celulasa total y
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pectinasa, del extracto producido por Aspergillus niger ATTC 9642. Hoy en la
actualidad, el DCCR como metodologia estadistica, es una de las mas
importantes y utilizadas en la optimizacién de procesos. Segin Neto et al.
(1995), el objetivo principal recae en la capacidad de este disefio en desarrollar
un modelo empirico para el proceso estudiado y obtener respuestas con mayor
precision para determinar las condiciones optimas del desarrollo del proceso

evaluado.

Los experimentos llevados a cabo a continuacion fueron planeados con el
objetivo de obtener modelos cuadraticos capaces de describir el comportamiento
de la enzima producida en el medio de fermentacion solido bajo condiciones de
humedad, pH y tiempo de fermentacion requeridos. Se debe tener en cuenta que,
hasta la actualidad, los modelos matematicos se han utilizado cada vez mas para
ayudar a explicar las respuestas de las reacciones bioguimicas. Del mismo modo,
la metodologia de superficie de respuesta, usada en el presente estudio, a menudo
es empleada para determinar una respuesta éptima entre un rango especifico de
condiciones experimentales. En muchos casos, la interaccién de pardmetros que
influyen en los procesos fermentativos se puede evaluar con un pequefio nimero

de ensayos a través del disefio experimental (Théodore & Panda, 1995).

En este contexto, la matriz con los datos del DCCR 23 (valores reales y
codificados del tiempo, pH y Humedad del medio de fermentacion) y los
resultados de las actividades enzimaticas para las diferentes condiciones de
fermentacion expresadas en Unidades enzimaticas en relacion a los gramos de
sustrato en base seca (U/g), de Endoglucanasa (CMCasa), Celulata total (FPasa)
y Pectinasa obtenidas de la fermentacion en estado solido de Aspergillus niger
ATCC 9642, se encuentran en la Tabla 10.

Los resultados experimentales fueron usados para estimar los efectos lineales,
cuadraticos y los efectos de las interacciones entre variables, usando el programa
estadistico STATISTICA v10.0. Las gréficas de los efectos estimados (p<0.05)
se muestra en las Tablas 26, 27 y 28 (Anexo 5).

66



Tabla 10. Matriz del Planeamiento experimental (DCCR 2°) con valores reales y
codificados de las variables de estudio y actividad enzimatica expresadas en (U/g).

Variables Respuestas
Ensayo Nivel codificado Nivel original MCas Celulasa
X1 X5 X3 X1 Xo Xs (Ulg) total Pectinasa (U/g)
(IO o
1 -1 -1 -1 48 3 50 3.18 2.09 65.94
2 -1 -1 1 48 3 70 3.86 1.49 49.39
3 -1 1 -1 48 7 50 2.79 1.76 58.54
4 -1 1 1 48 7 70 3.67 1.21 42.70
5 1 -1 -1 9% 3 50 4.24 3.16 111.32
6 1 -1 1 9%6 3 70 4.89 2.38 87.75
7 1 1 -1 9% 7 50 3.59 2.87 100.66
8 1 1 1 9% 7 70 3.93 2.19 81.41
9 -1.682 0 0 32 5 60 2.00 1.66 47.75
10 1.682 0 0 112 5 60 2.36 2.62 103.93
11 0 -1.682 0 72 2 60 5.08 2.10 57.62
12 0 1.682 0 72 8 60 3.26 2.31 73.53
13 0 0 -1682 72 5 43 3.41 2.34 70.74
14 0 0 1682 72 5 77 5.25 1.81 55.97
15 0 0 0 72 5 60 6.85 3.15 97.97
16 0 0 0 72 5 60 6.49 3.14 107.07
17 0 0 0 72 5 60 7.03 3.11 106.28
18 0 0 0 72 5 60 6.85 3.04 108.54

Xa1: Tiempo de fermentacion (horas); X»: pH del medio; Xs: Porcentaje de humedad del medio (%).
Fuente: Propio autor.

Las figuras 12, 13 y 14 presentan las Graficas de Pareto de los efectos

estandarizados para la evaluacion de la influencia de las variables independientes

sobre la variable dependiente (Actividades enzimaticas), a un nivel de

significancia de 0.05. El diagrama de Pareto presenta de forma rapida y clara los

efectos estadisticamente importantes, considerando los efectos cuyas superficies

se encuentren ubicadas a lado derecho de la linea divisoria.
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Respecto a la produccion de endoglucanasa (CMCasa), se observd que las
variables tiempo, pH y Humedad del medio de fermentacion (efectos
cuadraticos), tuvieron mayor significancia, seguido del tiempo de fermentacion,
pH y la Humedad en el medio (efectos lineales) (Fig. 12). Se puede inferir de
esta manera que, los valores de tiempos de fermentacion prolongados, no son los
ideales si se desea obtener una mayor actividad enzimatica endoglucanasa
(efecto lineal negativo para el tiempo de fermentacion), sin embargo, debido al
factor cuadratico negativo de esta variable, y que a su vez, es la variable de
mayor importancia estadistica (p<0.05), podemos afirmar con exactitud qué
tiempos muy cortos y muy prolongados, no son los mas ideales y que existe un
rango de optimizacion entre las 65 y 75 horas en que la actividad endoglucanasa

puede ser maximizada.

Del mismo modo, evaluando los efectos significativos de la actividad enzimatica
celulasa total o FPasa, se pudo observar un comportamiento similar, con
excepcion del tiempo de fermentacion (efecto lineal), que mostr6 mayor
significancia respecto a las variables de pH, tiempo y Humedad del medio de
fermentacion (efectos cuadraticos) respectivamente. La humedad del medio
(efecto lineal), también mostro significancia respecto a la actividad enzimatica,
por otro lado, el pH (efecto lineal) y ninguna de las interacciones lineales

resultantes segun la grafica de Pareto (Fig. 13), mostro significancia estadistica.

Fue evaluada en dltima instancia la actividad pectinasa, encontrando una gran
variabilidad en los datos encontrados de actividad enzimatica para ambas
enzimas (celulasas y pectinasas). Las pectinasas segiin muestra en la Tabla 10,
presenta una actividad enzimatica numéricamente mayor, influenciado por el
Tiempo de fermentacion y la Humedad (Efectos lineales y cuadraticos), y el
efecto del pH del medio (Efecto cuadratico) (Fig. 14).
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DV: CMCasa (U/g)

Tiempo de fermentacion (h)(Q -13.1705

pH del medio(Q -7.17554
Porcentaje de humedad (%)(Q
(3)Porcentaje de humedad (%)(L
(2)pH del medio(L

(1)Tiempo de fermentacién (h)(L
1Lby2

1Lby3

2Lby3

-.0910%9

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 12. Gréafica de Pareto para la Actividad enzimatica Endoglucanasa
(CMCasa). (L): Efecto lineal, (Q): Efecto cuadratico, 1Lby3L: Interaccion lineal
(Tiempo de fermentacion y humedad), 1Lby2L: Interaccion lineal (Tiempo de
fermentacion y pH del medio), 2Lby3L: Interaccion lineal (pH del medio y
Humedad). Graficos obtenidos con Statistica v10.0.

DV: FPasa (U/g)

(1)Tiempo de fermentacion (h)(L) .83694

Porcentaje de humedad (%)(Q) -5.58192

Tiempo de fermentacion (h)(Q) -5.24437
pH del medio(Q) -4.85179
(3)Porcentaje de humedad (%)(L) 23579
(2)pH del medio(L) -.878391
1Lby3L -.494307
2Lby3L

1lby2L

p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 13. Gréfica de Pareto para la Actividad enzimética Celulasa Total
(FPasa). (L): Efecto lineal, (Q): Efecto cuadratico, 1Lby3L: Interaccion lineal
(Tiempo de fermentacion y humedad), 1Lby2L: Interaccion lineal (Tiempo de
fermentacion y pH del medio), 2Lby3L: Interaccion lineal (pH del medio y
Humedad). Graficos obtenidos con Statistica v10.0.
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DV: Pectinasa (U/g)

(1)Tiempo de fermentacion (h)(L)

Porcentaje de humedad (%)(Q)

pH del medio(Q)

Tiempo de fermentacion (h)(Q) -3.22561

(3)Porcentaje de humedad (%)(L) 9177
1Lby3L -.397209

2Lby3L
(2)pH del medio(L)

1Lby2L

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 14. Gréfica de Pareto para la Actividad enzimatica Pectinasa. (L): Efecto
lineal, (Q): Efecto cuadratico, 1Lby3L: Interaccion lineal (Tiempo de
fermentacion y humedad), 1Lby2L: Interaccién lineal (Tiempo de fermentacion
y pH del medio), 2Lby3L: Interaccion lineal (pH del medio y Humedad).
Graéficos obtenidos con Statistica v10.0.

4.3.1. Efecto del tiempo de fermentacion en la actividad enzimética celulasa
(CMCasay FPasa) y pectinasa
Respecto a la actividad Endoglucanasa (CMCasa), se pudo obtener un valor
méaximo de actividad de 7.03 U/g, bajo condiciones de humedad del 60%, pH 5
a las 72 horas de fermentacion, y dos valores minimos de actividad de 2.36 y
2.00 U/g a las 32 y 112 h de fermentacion respectivamente, bajo las mismas
condiciones de pH y humedad. Los resultados demuestran una clara influencia
del tiempo de fermentacion en la actividad endoglucanasa, presentando un rango
de optimizacién dentro de las 72 horas en la que el valor de actividad enzimética
endoglucanasa es optimizable. Esto se puede ver evidenciado en los resultados
representados por la grafica de Pareto, en donde el tiempo de fermentacion (valor
cuadréatico) es la variable mas significativa, demostrando asi que, un valor
minimo de periodo de fermentacion y un valor alto, no son los ideales para una
respuesta maxima de esta enzima. Resultados similares fueron encontrados por
Mrudula y Murugammal, (2011), en la cual afirman que aumentos adicionales
en el tiempo de incubacion reduce la produccion enzimatica y el tiempo de

incubacidn necesario para una produccion éptima se observa a las 72 h en
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fermentaciones solidas, pudiendo presentar variaciones de acuerdo al tipo de

sustrato empleado.

Del mismo modo, en relacion a la actividad celulasa total (FPasa), se pudo
observar un comportamiento diferente respecto a la actividad endoglucanasa.
Segun la Tabla 10, la mayor actividad FPasa encontrada en la experimentacion,
fue de 3.16 U/g, obtenido a las 96 horas de fermentacion. La variabilidad de
resultados en las actividades enzimaticas de ambas enzimas en tiempos
diferentes se puede explicar de dos formas. El primer punto a resaltar es la
capacidad de las endoglucanasas de actuar sobre las regiones amorfas de la
estructura celuldsica o superficies de microfibrilacion, disminuyendo la longitud
de las cadenas de celulosa, creando nuevos extremos reactivos que serviran
como sustrato para reacciones posteriores, en este contexto el actuar de las
endoglucanasas servira como paso fundamental para la accion de
glucanohidrolasas y beta-glucosidasas. Se puede argumentar también que la
constitucion de las regiones amorfas de la celulosa, como es el caso de la
hemicelulosa, presenta una alta solubilizacion respecto a la celulosa (region
cristalina), aumentando asi su disponibilidad y por consecuencia un consumo
mas rapido (Kumar et al., 2016). El otro aspecto a considerar, recae en que se
puede asumir que la disminucion de la actividad enzimatica endoglucanasa
(CMCasa) y la clara divergencia entre las 72 y 96 horas, siendo esta tltima el
tiempo ideal para la actividad FPasa, podria deberse al agotamiento de macro y
micronutrientes en el medio de fermentacion con el transcurso del tiempo, la cual
compromete a la fisiologia fangica y por ende resulta en la inactivacién de la

maquinaria de secrecion de las enzimas.

Por otro lado, el efecto del tiempo de fermentacion en la actividad enzimatica
pectinasa evidenci6 una gran influencia positiva de este factor en tiempos mas
prolongados, siendo obtenida el mayor valor de actividad (111.32 U/g), cuando
se trabajé a pH 3, humedad del 50% a las 96 h y un valor minimo (42.7 U/qg)
cuando se realizo el ensayo a pH 7, humedad del 70% a las 48 horas de

fermentacion, como es mostrado en la Tabla 10.

La alta actividad enzimatica presentada incluso en las primeras 48 horas de

fermentacion es debido a la estructura conformacional de las cascaras de mango
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siendo compuestas por polifenoles y pectina, este Gltimo como principal
componente estructural y siendo reconocida por diferentes autores de elevada
calidad dietética (Berardini et al., 2005).

En este contexto, se puede asumir que el rango de optimizacion se encuentra
dentro del margen establecido segun el disefio experimental, pudiéndose
presentar un valor optimizable de actividad dentro de las 95 y 105 h de
fermentacion. Valores similares fueron mostrados por Kumar et al., (2012), en
donde la poligalacturonasa, una enzima pectinasa hidrolasa, alcanz6 su actividad
méaxima a las 120 h en estado solido y fermentacion sumergida. Mencionan
también que, una disminucion de la actividad pectinasa después de alcanzar su
nivel maximo de produccion puede deberse a la represion catabolica, el cese de
la sintesis de enzimas y el aumento de la proteolisis en cultivo, como se vio
evidenciada en la actividad celulasa, explicada anteriormente. En la
experimentacion, este aspecto no fue evidenciado debido a que el rango de
estudio no abarc6 un mayor valor que las 112 horas de fermentacion, no obstante,
el valor optimizable (valor estadistico) fue encontrado dentro del margen del

disefio experimental lo que facilito el analisis de esta variable.

4.3.2. Efecto del pH en la actividad enzimatica celulasa (CMCasa y FPasa)
y pectinasa

La influencia del efecto cuadratico del pH sobre la actividad enzimatica, puede

explicarse debido a las condiciones de crecimiento de Aspergillus niger, de la

mano con la inestabilidad de las enzimas celulasas (CMCasa y FPasa). El riesgo

de presentar desnaturalizacion durante su sintesis, se debe especificamente a

presentarse valores de pH muy bajos o muy altos dentro de un medio de

fermentacion.

El valor cuadrético, revela que existe un rango de optimizacién especificamente
entre valores de pH entre 4 y 5. Esto apoya los hallazgos de Amaeze et al.,
(2015), quienes informaron que la tendencia de la actividad de celulasas aumenta
gradualmente de pH 3.6 a4.0 y 5.0 y luego disminuye de pH 5.0 y 6.0 a 8.0 para
sustratos que contienen Aspergillus niger como microorganismo fermentador.
Ellos también demuestran que, a un valor de pH cercano a 4.0, el valor de las

actividades enzimaticas tanto de CMCasa y FPasa, tuvieron valores maximos.
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Se puede concluir de esta manera que, la produccién de enzimas también
depende del pH del medio. Por lo tanto, el pH es un factor critico en la

produccion de enzimas celulasas microbianas.

Por otro lado, la influencia del pH en la actividad pectinasa fue mas notoria, la
grafica de Pareto muestra que el efecto cuadratico de la variable pH presenta
significancia estadistica. Las actividades pectinasas maximas encontradas fueron
entre pH 3 y 5. Resultados similares fueron encontrados por Martos etal.,
(2009), identificando que a pH entre 4.2 a 4.8, a las 94 h de fermentacion
presentaron un maximo de actividad, a su vez mostraron que valores superiores

a pH 5, significo en una clara disminucion de la actividad pectinasa.

4.3.3. Efecto del porcentaje de humedad del medio sélido en la actividad
enzimatica celulasa (CMCasa y FPasa) y pectinasa
La variable de porcentaje de humedad present6 un mayor efecto cuadratico para
la actividad celulasa (CMCasa y FPasa), siendo significativo a un nivel de
confianza del 95%. Los efectos lineales en cambio mostraron un efecto menor
respecto a los efectos cuadraticos, presentando un efecto lineal positivo para la
actividad endoglucanasa y un efecto lineal negativo para celulasa total (FPasa).
La mayor solubilidad de la hemicelulosa en la superficie del sustrato con un
adecuado contenido porcentual de agua, pudo haber influenciado en la actividad
enzimatica endoglucanasa, mostrando un efecto positivo lineal del porcentaje de
humedad. Al aumentarse el contenido de agua, aumentaria linealmente la
actividad endoglucanasa, presentando un valor alto de actividad enzimaética
dentro de un margen cercano al 60% de humedad, la variable cuadratica
significativa afirma la existencia de un rango de optimizacion, en la cual esta

respuesta puede maximizarse.

Por otro lado, dentro del analisis del contenido de humedad en la actividad
FPasa, presento un efecto lineal negativo y tuvo un efecto cuadratico mucho mas
significativo, esto es notorio ya que al intentar aumentar el porcentaje de
humedad disminuira la actividad enzimatica, siendo el rango de optimizacién
entre los 55 y 60% de humedad. Valores superiores a 60% de humedad,
mostraron actividades enzimaticas menores que las usadas en base a 50% y 60%

de contenido de humedad.
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Los resultados encontrados en el presente trabajo, afirman lo reportado por Gao
et al. (2008), en la cual observaron un efecto positivo del contenido de humedad
inicial del sustrato sobre la actividad endoglucanasa para el cultivo de A. niger
bajo condiciones solidas. Verificaron que un aumento en el contenido de
humedad del 55% al 74% mejora la actividad enzimatica, mientras que un

aumento adicional al 80% tuvo un efecto negativo.

Siendo Aspergillus niger un hongo filamentoso con bajo requerimiento de
humedad, hace posible establecer metodologias escalables para el desarrollo de
otros procesos en donde el agua se vea limitada. La gran actividad celulolitica
expresada en funcion del bajo contenido porcentual de agua en el medio se debe
a que el contenido de agua es un factor que no solo facilita la difusion de
nutrientes en el sustrato solido, sino también facilita la transferencia de O, y
regula el control de la temperatura, promoviendo asi el crecimiento del hongo y
la posterior excrecion de enzimas. Como el contenido de agua es limitado, su
control es esencial para optimizar la fermentacion en estado soélido (Gervais &
Molin, 2003).

Para pectinasa, la variable porcentaje de humedad present6 un efecto lineal y
cuadratico negativo, ambos significativos segun la grafica de Pareto
representada en la Figura 14. Segin la Tabla 10, valores de porcentaje de
humedad entre 50 y 60%, mostraron actividades enzimaticas pectinasa altas, los
factores de pH y tiempo de fermentacion juegan un rol importante dentro de la
fermentacion, posibilitando también que la interaccidn entre estas variables
produjera valores altos de actividad pectinasa. Los resultados obtenidos en la
experimentacion abalan lo reportado por Castilho et al., (2000), en donde afirma
gue un aumento lineal de contenido de humedad hasta el 70% desencadena una
disminucion en la actividad poligalacturonasa (actividad pectinasa), obteniendo
un valor optimo de actividad enzimatica usando 40-50% de humedad en una
fermentacion sélida. En definitiva, estos datos demuestran que un mayor
contenido de humedad tiene consecuencias negativas en el crecimiento,
reduciendo asi la porosidad del medio y la concentracién de oxigeno en el
material solido (Khatri et al., 2015). De acuerdo con Acufia-Arglelles et al.,

(1995), en medios con hongos de baja disponibilidad de agua como es el caso de
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Aspergillus niger, sufren modificaciones en sus membranas celulares, lo que

lleva a limitaciones de transporte y afecta su metabolismo microbiano.

4.3.4. Andlisis Estadisticos de la optimizacion de la actividad enzimatica

Los resultados experimentales para la actividad enzimatica bajo condiciones de
tiempo, pH y humedad estudiadas, se sometieron a analisis de varianza
(ANOVA) y andlisis de regresion lineal. El analisis de regresion se realizé para
ajustar los modelos matematicos a los datos del experimento con el objetivo de
identificar una region éptima para la variable estudiada (actividad enzimética)
en respuesta a las variables independientes establecidas.

Los modelos polinomiales de segundo orden expresados por las ecuaciones 11,
12 y 13, donde las variables tomaron sus valores codificados, representan la
actividad enzimatica Endoglucanasa (CMCasa), Celulasa Total (FPasa) y
pectinasa, respectivamente, en funcién del tiempo de fermentacion (X1), el pH

del medio fermentativo (X2) y el porcentaje de humedad del mismo (X3).

CMCasa (U.g™1)
= 6.783 — 0.275X; — 0.384X, + 0.413X; — 1.549X%
—0.843X2 — 0.787X2 — 0.127X, X, — 0.07X, X5
—0.013X,X; (11)

FPasa (U.g™1)
= 3.107 + 0.415X, — 0.053X, — 0.257X5 — 0.33X% — 0.31X2
— 0.35X2 + 0.015X, X, — 0.039X, X5
+0.018X,X; (12)

Pectinasa (U.g™1)
= 104.54 + 18.97X, — 0.32X, — 7.33X; — 8.42X? — 12.04X?
—12.83X2 — 0.36X,X, — 1.303X,X;
+0.63X,X5 (13)

A su vez fueron determinados los coeficientes mas significativos de los modelos
polinomiales, basados en la prueba T de Student y valores p, ambos expresados
en el Anexo 5, en las Tablas 29, 30 y 31. La aplicacién de la prueba estadistica
de Student para los coeficientes determinados, también nos permite estimar su

importancia y eliminar aquellas interacciones en el modelo matematico cuya
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influencia no es significativa (Oughlis et al., 2010). Los modelos expresados
anteriormente mediante las ecuaciones 11, 12 y 13, fueron considerados todos
los factores incluyendo sus interacciones, con el objetivo de minimizar la

determinacién de errores.

Del mismo modo, también fue realizado un andlisis de varianza ANOVA, para
probar la importancia del modelo (es decir, el modelo debe validarse desde el
punto de vista estadistico). EI ANOVA para el modelo de segundo orden
respecto a la respuesta de actividad Endoglucanasa (CMCasa) es representada
en el Anexo 5, Tabla 29. El R? para este modelo fue de 0.9673, es decir
aproximadamente 96.73% de la variacion observada en la actividad
endoglucanasa (CMCasa), puede ser explicada por el modelo ajustado expresado
en la Ecuacion 11, por lo cual se puede afirmar la validez del modelo para
explicar el comportamiento de la variable dependiente. Segin Braver et al.,
(2003), los valores de R? varian de 0 a 1 y se expresan cominmente como
porcentajes de 0% a 100%. Un R? bajo, (< 0.7) al 70% o menos, indica que la
seguridad del modelo generalmente no sigue los movimientos de las variables

en estudio.

A su vez, fue determinado también el R? ajustado, este valor asegura un ajuste
satisfactorio del modelo polinomial de segundo orden, a los datos evaluados en
la experimentacion (pH, tiempo y humedad), en otras palabras, el R? ajustado
corrige al R? tanto para el nimero de términos estudiados, asi como el tamafio
muestra. El R? ajustado para la actividad endoglucanasa fue de 0.9305, valor

numéricamente similar al R? del modelo.

El ANOVA para el modelo de segundo orden respecto a la respuesta de actividad
Celulasa Total (FPasa) es representada en el Anexo 5, Tabla 30. El R?para este
modelo fue de 0.9393, es decir aproximadamente 93.93% de la variacion
observada en la actividad celulasa total (FPasa), puede ser explicada por el
modelo ajustado expresado en la Ecuacion 12, por lo cual se puede afirmar la
validez del modelo para explicar el comportamiento de la variable dependiente.
El R? ajustado para la actividad celulasa total fue de 0.8711, valor

numéricamente distante al R? del modelo, esto puede explicarse debido a la
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consideracion de los efectos de interaccién lineales, los cuales no mostraron

significancia, expresandose por ende una disminucion del R? ajustado.

Por ultimo, fue realizado el ANOVA para el modelo de segundo orden respecto
a la respuesta de actividad Pectinasa, la cual es representada en el Anexo 5, Tabla
31. El R? para este modelo fue de 0.9298, es decir aproximadamente 92.98% de
la variacidon observada en la actividad pectinasa, puede ser explicada por el
modelo ajustado expresado en la Ecuacién 13, por lo cual se puede afirmar la
validez del modelo para explicar el comportamiento de la actividad pectinasa. El
R? ajustado para la actividad pectinasa fue de 0.8509, valor numéricamente

similar al R?del modelo.

En la Figura 15 se muestran los graficos de superficie de respuesta y las gréficas
de contorno para cada interaccion propuesta por el disefio experimental para la
actividad Endoglucanasa (CMCasa). Las graficas son representaciones de la
ecuacion polinomial de segundo grado mostrada en la Ecuacion 11. Se puede
apreciar que, todas las graficas de superficie de respuesta al igual que las gréficas
de contorno tienen una region con presencia de curvatura o superficie cuadratica,
que, como ya se definid, es aqui en donde se presenta una region de

maximizacion de la respuesta estudiada.

En la gréafica 15A.1-2, se representa el efecto del Tiempo de fermentacion y el
contenido porcentual de humedad del medio. Un aumento en la actividad de
endoglucanasa estd ligado a un aumento de la humedad y el tiempo de
fermentacion, maximizandose la respuesta a las 74 h, con humedad del medio

fermentativo de 62 %.

Se observé también que la actividad enzimatica sufrié un descenso, a medida
que la humedad aumentdé al igual que el tiempo de fermentacion. Siendo
evaluada como una Unica variable dependiente, se obtuvo un valor méximo
estadistico estimado de actividad endoglucanasa de 6.895 U/g (valor previsto),
valor numéricamente mayor a lo encontrado en la practica. Valores similares
fueron encontrados por Kulkarni etal. (2018) y Mrudula & Murugammal,
(2011), los cuales reportan valores optimizados de 8.89 U/g para la actividad
endoglucanasa a las 72 h de fermentacion, 67% de humedad a pH 5, usando

residuos agroindustriales como fuente de carbono. Se puede concluir de esta
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manera que, el efecto del tiempo y la humedad en la actividad endoglucanasa es
de vital importancia a la hora de secretar enzimas celuloliticas, su relacion
condiciona la degradacion de la estructura celul6sica de las cascaras de mango,
valores muy altos y muy bajos de estas variables significaria en un descenso de

su actividad.

Asi también, la grafica 15B.1-2 asi como la 15C.1-2, muestran el efecto de la
variacion del pH con el tiempo de fermentacion y el efecto del pH con la
humedad del medio respectivamente para el rendimiento de la actividad
endoglucanasa (CMCasa). En la grafica de superficie de respuesta, se observa
que se obtiene una mayor actividad endoglucanasa a los 3 dias a pH 5,
disminuyendo respecto al cuarto dia en adelante, correspondiente a las 96 h y
112 h, respectivamente. De esta manera se verifico que la hidrolisis de celulosa
por Endoglucanasa se ve influenciada por la concentraciéon de iones hidrégeno
del medio, debido a que estos afectan el grado de isomerizacion de los

aminoéacidos del complejo enzimatico.
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Figura 15. Superficie de respuesta y graficas de contorno de la actividad Endoglucanasa (CMCasa) de Aspergillus niger ATCC 9642. (A)
Efecto del tiempo y la Humedad, (B) Efecto del pH y el tiempo y (C) Efecto de la Humedad y pH.
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Por otro lado, en la Figura 16 se muestran los graficos de superficie de respuesta
y las graficas de contorno para cada interaccion propuesta por el disefio
experimental para la actividad celulasa Total (FPasa). En la figura 16A.1-2
muestra el efecto de la variacién del tiempo de cultivo (X1) y la humedad (X3)
en la actividad celulasa total (FPasa), fijando como punto central el pH (X2) en
4.83, valor critico encontrado en donde presenta un valor estadistico estimado
para una actividad FPasa maxima. De acorde a la grafica de superficie de
respuesta, no presentd6 el mismo comportamiento que la actividad
endoglucanasa, presentando la actividad FPasa, mayor independencia del tiempo
de fermentacion. En este contexto, se puede apreciar también que un aumento
en su actividad esta ligado a un aumento en el tiempo de fermentacion,
maximizandose su respuesta a las 87 h, con humedad del medio fermentativo de
56 %. Los efectos interactivos entre el tiempo y humedad, tiempo y pH, asi como
el efecto lineal del pH, no fueron significativos. Pese a la no significancia de los
efectos de interaccion, se demuestra que el contenido de humedad es un factor
critico para el crecimiento de los hongos y controlar su actividad es esencial para

la optimizacion de sus pardmetros a lo largo de la fermentacion.

Por otro lado, las Figuras 16B.1-2'y 16C.1-2, muestran los efectos de la variacion
del tiempo de cultivo (X1) y el pH (X2), asi como la interaccion entre el pH (X>)
y la humedad (Xs) en la actividad celulasa total (FPasa), fijando como punto
central el contenido de humedad (X3) en 56% y el tiempo en 87 h, para el
segundo caso. En la gréfica de superficie de respuesta, se observa que se obtiene
una mayor actividad celulasa a los 4 dias a pH 4.8. A un pH superior a 5.5; la
actividad enzimatica disminuye, lo mismo ocurre a un pH inferior de 3. Segun
investigaciones realizadas por Paredes et al., (2010), usando medios de
fermentacion solida, el comportamiento enzimatico fue similar, presentando una
actividad enzimatica maxima de celulasas a pH 5.3. La especificidad del
hidrolisis hace que las celulasas actlen a condiciones bastante especificas de pH
correspondiente. Por lo tanto, la efectividad y reproducibilidad del tratamiento

dependera enormemente del control de esta variable.
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Figura 16. Superficie de respuesta y graficas de contorno de la actividad Celulasa total (FPasa) de Aspergillus niger ATCC 9642. (A) Efecto
del tiempo y la Humedad, (B) Efecto del pH y el tiempo y (C) Efecto de la Humedad y pH.
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Por ultimo, en la figura 17 se muestran los graficos de superficie de respuesta y
las graficas de contorno para cada interaccion para la actividad Pectinasa. En la
figura 17A.1-2 muestra el efecto de la variacion del tiempo de cultivo (X1) y la
humedad (Xs) fijando como punto central el pH (X2) en 4.92, valor critico
encontrado en donde presenta un valor estadistico estimado para una actividad
pectinasa maxima de 116.76 U/g. De acorde a la Figura 17, se puede apreciar
una superficie con dimension plana con tendencia a ser maximizada con un
aumento del tiempo de fermentacion, es decir, un aumento en la actividad
pectinasa esta ligado a una disminucion de la humedad y un aumento del tiempo
de fermentacion. Los valores criticos encontrados para la maximizacion de la
variable dependiente fueron de 56% de humedad y 100 h de fermentacion.
Valores superiores a 60% de humedad, significaron en una disminucién de la
actividad pectinasa, los datos encontrados, como ya se menciono en el apartado
4.5, afirman lo reportado por Castilho et al., (2000) y Acufia-Arguelles et al.,
(1995), en donde demuestran que usando medios solidos con hongos de baja
disponibilidad de agua, provocaron modificaciones a nivel de membrana celular,
produciendo limitaciones de transporte de nutrientes y afectando su
metabolismo, en lo que resultaria una sintesis enzimatica deficiente. Del mismo
modo, las Figuras 17B.1-2 y 17C.1-2, muestran los efectos de la variacion del
tiempo de cultivo y el pH, asi como la interaccion entre el pH y la humedad en
la actividad pectinasa. Fue evidente que con el aumento del tiempo de cultivo y
el pH, la produccion de pectinasa aumento y alcanzé su maximo utilizando pH
del medio en 4.96 (valor predicho). Sin embargo, la actividad disminuyé con un
aumento adicional en el pH. Asi mismo las investigaciones realizadas por Kumar
et al.,, (2012), demostraron que la produccion de pectinasa presentaba un
rendimiento maximo a las 116 h a pH 4.8, de la misma forma Colla et al., (2017),
reportaron que el pH 6ptimo de actividad poligalacturonasa (pectinasa), estuvo
en el rango de 4.5y 4.9, demostrando asi la concordancia de resultados respecto

al valor de pH con la cual se llevo a cabo los experimentos.
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Figura 17. Superficie de respuesta y graficas de contorno de la actividad Pectinasa de Aspergillus niger ATCC 9642. (A) Efecto del tiempo y la
Humedad, (B) Efecto del pH y el tiempo y (C) Efecto de la Humedad y pH.
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4.4,

Para efectuar el analisis simultaneo de las tres respuestas de actividad enzimatica
estudiadas anteriormente (Actividad Endoglucanasa, Celulasa total y Pectinasa),
se hizo uso de funciones de deseabilidad. Este tipo de funcién evalla la manera
en que una configuracion de variables optimice un conjunto de respuestas en
general, es decir que haya un compromiso entre todas las variables
independientes estudiadas de tal modo que optimice el valor de actividad
enzimatica. En este sentido la funcion de deseabilidad determind la combinacion
especifica entre las variables de pH, tiempo de fermentacion y humedad del
medio solido para satisfacer la maximizacion de las actividades enzimaticas
estudiadas. Los valores estadisticos optimos de las variables independientes
fueron para el tiempo de fermentacion un valor de 81.41 h, usando un pH de
4.66, con humedad del medio de fermentacion del 59%, estimando una actividad
Endoglucanasa (CMCasa) de 6.69 U/g, actividad Celulasa total (FPasa) de 3.23
U/g y actividad Pectinasa de 110.83 U/g, siendo estos valores calculados usando
el Programa Statistica v10. La grafica de los perfiles de valores predichos y
deseabilidad se encuentran en el Anexo 5, Figura 30.

VALIDACION DEL MODELO OPTIMIZADO

Los valores estadisticos de las condiciones dptimas para la fermentacion sélida
citadas anteriormente fueron usados en esta seccion. EI medio de fermentacion
solido utilizado en conjunto con los nutrientes suplementados, se realizaron de
acorde a lo especificado en el punto 3.4.6. Los valores experimentales fueron de
6.28 U/g para la actividad endoglucanasa, 3.29 U/g para la actividad celulasa
total (FPasa) y 117.02 U/g para la actividad pectinasa. Se logr6 evidenciar un
93.87%, 101.85% y 105.58% de similitud entre los valores experimentales
respecto a los valores predichos. En términos generales de acuerdo a la Tabla 11,
fue determinado un crecimiento de la actividad pectinasa del 11.47%, al igual
que un incremento en la actividad celulasa total (FPasa) del 5.79%, tomando
como base el promedio de los puntos centrales expresados en el disefio
experimental. En el caso de la actividad endoglucanasa (CMCasa) fue
encontrado que la actividad disminuyd en un 7.71%, ya que esta es una variable
que presenta mayor valor en tiempos mas cortos de fermentacion proximos a las
72 h.
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4.5.

Tabla 11. Valores de actividad enzimatica en las condiciones éptimas de
fermentacion solida.

Actividad enzimatica (U/g de sustrato seco)

Ensayo _
Pectinasa CMCasa FPasa

No optimizado
104.96 6.805 3.11
(Punto central)?

Optimizado ° 117.02 6.28 3.29

2Promedio de los puntos centrales del disefio experimental usando 72 horas de fermentacion, pH
del medio en 5y humedad al 60%.

® Ensayo realizado con las condiciones optimizadas, usando un tiempo de fermentacion de 81.41
h, pH de 4.66, con humedad del medio de fermentacidon del 59%.

SACARIFICACION DE LAS CASCARAS DE MANGO

La aplicacion de un complejo enzimatico producido por Aspergillus niger ATCC
9634 evaluada en el paso anterior, se empledé para en los ensayos de
sacarificacion. Las cascaras de mango no tratadas estaban compuestas por
18.73% de celulosa, 8.44% de hemicelulosa, 10.02% de lignina y 10.51% de
pectina.

Generalmente, el glucano es el componente principal de la estructura en las
cascaras de mango, en el pre-tratamiento térmico, ademas de favorecer a la
accion posterior de enzimas por liberacion de la celulosa, su uso también
favorecera la liberacion de otros azlcares que estan presentes en su pared celular,
esto se vio evidenciado en el Cromatograma realizado al extracto producto del
pre-tratamiento térmico. Los resultados presentados en la Tabla 12, muestran los
rendimientos maximos de los azUcares presentes del extracto luego del
tratamiento térmico, el rendimiento maximo de glucosa fue de 0.153 g Glucosa/
g de sustrato seco con un porcentaje de conversion del 33.96% respecto al
porcentaje de glucano presente en la muestra, se pudo evidenciar también un
rendimiento maximo de galactosa del 0.109 g de galactosa/ g de sustrato seco,
los rendimientos para xilosa, arabinosa, manosa y ramnosa, también fueron
calculados. Los resultados encontrados de acuerdo a las concentraciones de
azUcares dentro del extracto de pre-tratamiento son similares a los reportados
por Ajila y Prasada Rao, (2013), en la cual determinaron la composicion de
azUcares de la parte soluble e insoluble, de los constituyentes estructurales en

cascaras de mango, pudiendo encontrar que la galactosa, glucosa y la arabinosa
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fueron los principales azucares neutros presentes en ella, tanto en los

constituyentes solubles, asi como en la fibra no soluble.

Tabla 12. Rendimientos de azucares monoméricos obtenidos luego del
tratamiento térmico con ebullicion.

Rendimiento (g Monosacérido/ g de Sustrato y
0
Seco)

Pretratamiento ) Total de
Glu Gal Ara Xil Man Ram ) Sac.
Agua en azucares

ebullicion 0.153 0.109 0.069 0.091 0.0101 0.0112 0.4437 23.72

Fuente: Propio autor.

La cadscara de mango tratada consistio en 45.78% de celulosa, 19.59% de
hemicelulosa y 2.98% de lignina. El incremento en el contenido de celulosa y
hemicelulosa y el descenso del contenido de lignina, permitirian mejorar la
sacarificacion enzimatica. En la tabla 13, se muestran los diferentes ensayos de
sacarificacion utilizando el extracto enzimatico (pectinasa 101.02 U/g, CMCasa
6.28 U/g y FPasa 3.21 U/g), claramente se puede apreciar una variacion en los
rendimientos de azUcares neutros presentes aun en la cascara de mango pre-
tratada, se liberd un rendimiento maximo de 0,424 g de azUcares reductores/g de
DS después de 8 h de hidrdlisis (Tabla 13) y no hubo cambios significativos
cuando se extendio el tiempo de sacarificacion a 10 y 14 horas (datos no
presentados). Los cromatogramas para el calculo de la concentracion de azucares
neutros se encuentran detallados en el Anexo 6.

Tabla 13. Rendimientos de azlcares monoméricos durante el proceso de
sacarificacion utilizando extracto enzimatico a diferentes horas de tratamiento.

%

Rendimiento (g Monosacérido/ g de Sustrato seco) Sacarificacion

Titzrrspo Glu Gal Ara Xil Man Ram
2 0.1139 0.0267 0.0337 0.0080 0.0032 0.0029 17.41
4 0.1359 0.0320 0.0408 0.0095 0.0038 0.0034 20.79
6 0.1762 0.0415 0.0522 0.0123 0.0049 0.0045 26.95
8 0.2569 0.0601 0.0758 0.0179 0.0072 0.0065 39.29

Fuente: Propio autor.

De la Tabla 14 se muestra la distribucion de los monosacaridos liberados de la
primera etapa de pretratamiento (etapa 1), siendo la glucosa y la galactosa los

azlcares mayoritarios en esta etapa y del mismo modo la etapa de aplicacion del
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complejo enzimatico (Etapa 2), en donde tanto la glucosa, asi como la arabinosa
estuvieron presentes en mayor proporcion. De estos tratamientos se obtuvieron
rendimientos combinados de glucosa de 0.41 g/g de sustrato seco y rendimiento

de sacarificacion del 63.01%.

Tabla 14. Distribucién de rendimientos de azlcares monoméricos en ambas
etapas de tratamiento (Etapa de tratamiento con ebullicion + Etapa de
Sacarificacién enzimatica).

Condiciones Rendimiento (g Monosacarido/ g de Sustrato seco) %

] Total de
Glu Gal Ara Xil Man Ram ] Sac.
azucares

Paso 1 0153 0109 0069 0091 00101 00112 (4437 2372

Paso 2 0.2569 0.0601 0.0758 0.0179 0.0072 0.0065 0.4244 39.29

szgol; 04099 01694 01449 01089 00173 00177 08681  63.01

Fuente: Propio autor.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se logr6 optimizar las condiciones del medio de cultivo sélido conformado por
cascaras de mango, siendo las condiciones 6ptimas de operacién en 81 h para el
tiempo de fermentacion, pH del medio en 4.66 y porcentaje de humedad del medio
solido de 59%, estas condiciones resultaron en la produccion de un complejo
enzimatico sintetizado por Aspergillus niger ATCC 9642, presentando a su vez
actividad enzimética Endoglucanasa (CMCasa) de 6.28 U/g, actividad Celulasa total
(FPasa) de 3.29 U/g y actividad Pectinasa de 117.02 U/g, en dichas condiciones
Optimas.

Se logré evidenciar que la presencia de un bajo porcentual de humedad en el medio
solido mejoro significativamente la actividad enzimatica del extracto, haciendo que
este proceso presente condiciones para un posterior aumento de escala, bajo
condiciones limitantes de agua. Por otro lado, la variable de tiempo de fermentacion
se mostré como la mas importante en todos los ensayos, un aumento en el tiempo de
fermentacion favorece la actividad enzimatica pectinasa, FPasa y CMCasa, este
Gltima hasta un méximo de 72 h.

El tratamiento térmico aplicado a las cascaras de mango logré un rendimiento
méaximo de glucosa fue de 0.153 g Glucosa/ g de sustrato seco con un porcentaje de
conversion del 33.96% respecto al porcentaje de glucano presente en la muestra.

El ensayo de sacarificacion utilizando el extracto enzimatico (pectinasa 117.02 U/g,
CMCasa 6.28 U/g y FPasa 3.29 U/qg), aplicado a la cascara de mango con tratamiento
térmico, permitio obtener un rendimiento méaximo de liberacion de azlcares
reductores de 0.424 g AR/g de sustrato seco a las 8 h de hidrdlisis, siendo estimado
un porcentaje de sacarificacion del 39.29%. De esta manera se pudo obtener un

rendimiento total de sacarificacion del 63.01%.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Evaluar la cinética de produccidn del extracto enzimatico de Aspergillus niger ATCC
9642, en relacién a mediciones indirectas de consumo del sustrato y crecimiento de

hifas como indicador del aumento de la concentracion de biomasa.

e Evaluar diferentes métodos de recuperacion del extracto enzimatico luego de la

fermentacion en estado solido.

e Caracterizar las enzimas producidas en fermentacién en funcién de su estabilidad,

pH, temperatura Gptima, tiempo de vida media, y valores cinéticos de Km Y Vmax.

e Evaluar el efecto de diferentes tratamientos a la cascara de mango, con el objetivo de

aumentar la recuperacion de azucares fermentables.

e Evaluar las condiciones 6ptimas de sacarificacion haciendo uso del extracto
enzimatico en funcion de la temperatura, agitacion y tiempo de sacarificacion de las

cascaras de mango tratadas.

e Evaluar el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en los medios de fermentacion

solido que ayuden a maximizar la produccion enzimatica.
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ANEXO N° 1

Caracterizacion de las cascaras de mango

1. Determinacion de humedad

Para realizar la determinacion de la humedad se realiz6 el método de desecacion por estufa
a 105 = 1 °C hasta obtener el peso constante de la muestra. Se pes6 aproximadamente 1 g de
la muestra de cascara de mango seca en papeles de aluminio previamente pesados y secados.
La muestra de cascara de mango se mantuvo en desecacion durante 3 h, para luego dejar
enfriar a temperatura ambiente y por ultimo registrar el peso. El analisis de determinacion

de humedad se realiz6 por triplicado y los pesos son registrados en la Tabla.

Tabla 15. Resultados del porcentaje de humedad de la muestra de c&scara de mango.

Peso de la Porcentaje de humedad
Muestra Peso de la muestra seca (g)
muestra (g) de la muestra (%)
1 1.0003 0.2524 74.79
2 1.0001 0.2529 74.74
3 1.0004 0.2538 74.66
Promedio 74.72

Figura 18. Secado de la muestra de cascara de mango en horno de conveccion a 105 °C.
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2. Determinacion de cenizas

Para la determinacion de cenizas fue realizada utilizando la metodologia 942.05/90 de la
AOAC, 1990, la cual consiste en secar la muestra a 110°C en una estufa de conveccion y
posteriormente llevados a una mufla para ser calcinados a 550°C, hasta que la muestra

presente un color grisaceo.

Tabla 16. Resultados del porcentaje de cenizas de la muestra de cascara de mango.

Peso de la muestra seca Peso de la muestra Porcentaje de cenizas

Muestra (9) incinerada (g) (%)
1 0.2378 0.0056 2.354
2 0.2341 0.0061 2.605
3 0.2354 0.0059 2.506
Promedio 2.5

Figura 19. Incineracién de las muestras de cascara de mango en mufla a 550 °C para el
analisis de ceniza

3.  Determinacion de proteinas

El porcentaje de proteina fue analizado mediante el método Kjeldahl (AOAC 988.05), con

algunas modificaciones. El procedimiento es detallado a continuacion:
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Digestion

Introducir 1 g de la muestra a analizar al balon de digestion, incluyendo 1 g de sulfato de
potasio, 12 g de sulfato de cobre y 25 mL de acido sulfarico al 95%. Conectar el balon de
digestion al ducto extractor de gases e iniciar la digestion a una temperatura de 350 °C. La
digestion finaliza cuando la muestra pasa a ser totalmente transparente con un ligero color
esmeralda debido al Cu del catalizador. Dejar en reposo hasta temperatura ambiente y afiadir
300 mL de agua destilada y 10 mL de soda al 40%, hasta el cambio de color esmeralda a

marron oscuro. La solucion resultante estard lista para destilacion.
Destilacion

En la destilacion, se llevara acabo la liberacion del amoniaco y la captura de este en acido.
Se procedio a colocar el balon sobre la cocina, conectado a un sistema de destilacion simple
con conexion hacia otro recipiente conteniendo 25 mL de &cido sulfdrico al 0.25 N. Afadir
previamente al acido 5 gotas del indicador rojo de metilo. EI proceso de destilacion termina
hasta obtener aproximadamente 250 mL de muestra, cuando el NH3 reacciona con el acido
sulfarico, la solucién vira de violeta a un tono amarillo verdoso debido al cambio del

indicador al pasar de la forma acida a la forma basica.
Titulacion

La solucidn resultante sera titulada con hidroxido de sodio al 0.1 N hasta el cambio de fase

de color a un tono rosa.

Los resultados de los andlisis realizados y sus replicaciones estan especificados en la Tabla.

La formula aplicada al célculo del % de Nitrégeno fue expresada de la siguiente forma:

Gasto enmL del Hidroxido de sodio*N+0.014 "

; 100 (14)

%Nitrégeno =

Donde, p es el peso de la muestra en g, N la normalidad del hidréxido de sodio. Por  otro

lado, el porcentaje de proteinas es estimado mediante la siguiente ecuacion.

%Proteinas = % Nitrégeno * 6.25 (15)
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Tabla 17. Resultados del porcentaje de proteinas de la muestra de c&scara de mango seca

Muestras Gasto en mL de %Nitrogeno %Proteina

hidréxido de sodio

al0.1 N
1 26.14 0.366 2.287
2 26.93 0.377 2.356
3 27.07 0.379 2.368
Promedio 234
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Figura 20. Representacion grafica para la determinacién de proteina. A. Balones de vidrio
con muestra tratada luego de la digestion; B. Proceso de destilacion; C. Titulacion de la
muestra.

4.  Determinacion de grasa

La determinacion de grasa se realizo utilizando el Método de Soxhlet, utilizando como

solvente el hexano, segun A.O.A.C. (1994). El procedimiento es detallado a continuacion:

Pesar un balon de vidrio de 250 mL haciendo uso de una balanza analitica y anotar su peso.
Sobre un papel filtro pesar 2 g de muestra de cascara de mango seca y posteriormente sellar
el papel filtro con material dentro. Llevar el cartucho de papel filtro e insértalo dentro del
sifon del equipo de extraccion Soxhlet. Luego, medir 180 mL de hexano y colocarlo en el
balon. Ensamblar el baldn con hexano, el sifén con muestra a analizar y condensador, luego
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del ensamblado, proceder a encender la cocina acoplada al balon y abrir la llave de flujo de
agua conectado al condensador para refrigeracion. Mantener el sifonado durante 4 horas (15
sifoneos por hora) y luego apagar la cocinay retirar el balon. Se retir6 el balén y se removio
el exceso de solvente, luego de ello se colocd el baldn a secado por 2 h en una estufa a 103
°C. Pasado el tiempo de secado, fue trasladado a un desecador hasta presentar peso constante.

Se hizo el calculo del peso del balon antes y después de la extraccion de grasa.

Tabla 18. Resultados del porcentaje de grasa de la muestra de cascara de mango seca.

Muestra Peso de la Peso del baldn (g) Peso final de la %Grasa
muestra (g) muestra (g)

1 2.0013 116.7422 116.7936 2.568

2 2.0008 116.7427 116.7941 2.569

3 2.0004 116.7418 116.7934 2.579

Promedio 2.572

107



e - £}

g

Figura 21. Representacion grafica de la extraccion de grasa de la céscara de mango a
través del equipo Soxhlet.

5.  Determinacion del contenido de fibra
5.1. Determinacion del contenido de pectina

Los resultados del porcentaje de pectina extraida en cascara estan especificados en la Tabla.

Tabla 19. Resultados del porcentaje de pectina en la muestra de cascara de mango seca

Peso de la muestra Peso del papel  Peso final de  Porcentaje de pectina

Muestra

seca (9) filtro (g) la muestra () (%)
1 3.0012 0.8492 1.1742 10.82
2 3.0017 0.8521 1.1699 10.58
3 3.0006 0.8312 1.1348 10.11
Promedio 10.51
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Figura 22. Extraccion de pectina de la muestra de cascara de mango. A. Imagen en reposo
de la extraccion por filtracion utilizando etanol 70%, (B) Pectina extraida sobre papel filtro
luego del secado en horno.

5.2. Determinacion del contenido de lignina

Los resultados del porcentaje de lignina extraida en cascara seca estan especificados en la

Tabla 20.

Tabla 20. Resultados del porcentaje de lignina en la muestra de cascara de mango seca

Peso final ) o
Peso de la muestra Peso del papel Porcentaje de lignina
Muestra ) de la
seca (g) filtro (g) (%)
muestra (g)
1 3.0002 0.7542 1.0541 9.996
2 3.0008 0.7439 1.0446 10.02
3 3.0004 0.7591 1.0603 10.038
Promedio 10.02
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Figura 23. Determinacién del contenido de lignina. A. Matraz conteniendo cascara de
mango desfibrilada luego del proceso de autoclavado, B. Residuo hiumedo de lignina sobre

papel filtro.

5.3. Determinacion del contenido de Holocelulosa

Los resultados del porcentaje de holocelulosa extraida en céscara seca estan especificados

en la Tabla 21.

Tabla 21. Resultados del porcentaje de holocelulosa en la muestra de cascara de mango seca

Peso final _
Peso de la muestra  Peso del papel Porcentaje de
Muestra ) de la
seca (9) filtro (g) holocelulosa (%)

muestra (g)

1 2.5018 0.5202 1.1809 26.409

2 2.5031 0.5139 1.1996 27.394

3 2.5009 0.5107 1.2042 27.73

Promedio 27.17
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Figura 24. Residuo de Holocelulosa de la cascara de mango seca.

5.4. Determinacién del contenido de Celulosa

Los resultados del porcentaje de Celulosa extraida a partir de la holocelulosa de la cascara

de mango seca obtenida en el paso anterior estan especificados en la Tabla.

Tabla 22. Resultados del porcentaje de celulosa en la muestra de cascara de mango seca

Peso final )
Peso de la muestra  Peso del papel Porcentaje de celulosa
Muestra ) de la
de holocelulosa (g) filtro (g) (%)
muestra (g)
1 1.0071 0.5397 0.7213 18.032
2 1.0013 0.5463 0.7368 19.025
3 1.0007 0.5769 0.7684 19.136
Promedio 18.73
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Figura 25. Residuo de celulosa extraida a partir de holocelulosa de cascara de mango
seca.

5.5. Determinacion de hemicelulosa
La diferencia entre el porcentaje de holocelulosa y celulosa se expresa como:
%Hemicelulosa = 27.17 — 18.73 = 8.44

6. Determinacion del contenido de almiddn

Los resultados del porcentaje de almidon extraido a partir de la cascara de mango seca estan

especificados en la Tabla 23.

Tabla 23. Resultados del porcentaje de almidon en la muestra de cascara de mango seca

Peso de la muestrade  Concentracion de glucosa  Porcentaje de almidén

Muestra holocelulosa (mg) (mg/mL) (%)

1 250.6 0.0076 6.824
2 250.3 0.0065 5.843
3 250.9 0.0071 6.367
Promedio 6.345
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7. Determinacion de AzUlcares

La diferencia entre el porcentaje Total en base seca y los demas componentes dan como

resultado el porcentaje de carbohidratos incluyendo azlcares reductores y no reductores:

%Azlcares = 100% - (%Humedad + %Proteinas + %Grasas + %Cenizas + %Fibra
+%Almidon)

%AzUcares = 30.97%
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ANEXO N°2

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Las determinaciones de azucares reductores de los analisis llevados a cabo en este trabajo
fueron realizadas haciendo uso del método con DNS. Para analizar las muestras se tomaron
0.5 mL de muestra adecuadamente diluida (en caso corresponda), y se afiadio 0.5 mL de
reactivo DNS en tubos tapa rosca. El blanco consistié de 0.5 mL de agua destilada sumado
a 0.5 mL de reactivo DNS. Se colocaron los tubos tapa rosca en Bafio Maria a ebullicion por
5 minutos, inmediatamente después se pasaron los tubos a un bafio frio para detener la
reaccion. Una vez a temperatura ambiente se afiadio6 5 mL de agua destilada y se
homogenizd. Finalmente se realiz6 la lectura de absorbancia a 540 nm en un

espectrofotdmetro UV-VIS.

Figura 26. Representacion grafica de la determinacion de azlcares reductores con Método
DNS

Para la elaboracion de la curva de calibracion de azlcares reductores se pesé 1 g de glucosa
y se aforé en una fiola con 100 mL de agua destilada. La soluciéon obtenida tiene una
concentracion de 10 g/L y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas para tener un total
de 4 diluciones con concentraciones desde 2 g/L hasta 10 g/L. De cada dilucion se tomaron
0.5 mL y vertidos en tubos, para luego afadirles 0.5 mL de reactivo DNS. Se incubaron los
tubos a ebullicion por 5 minutos e inmediatamente después se colocaron en un bafio de hielo
para detener la reaccion. Una vez a temperatura ambiente se afiadio 5 mL de agua destilada
y se homogeniz6. Finalmente se realizd la lectura de absorbancia a 540 nm en un
espectrofotometro UV-VIS. Los datos obtenidos de absorbancia fueron utilizados para
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realizar la curva de calibracion (absorbancia vs concentracion en g/L). La ecuacién obtenida

a partir de esta regresion fue: y = 0.4826x - 0.009, con un R? = 0.998.

Tabla 24. Datos del padron obtenidos de la concentracion de glucosa para curva de
calibracion.

Concentracion de  Absorbancia

glucosa (g/L) 540 nm
0.2 0.077
0.4 0.18
0.6 0.282
0.8 0.384
1 0.471
0.5
0.4
g y =0.4826x - 0.009
= 0.3 R?=0.9984
Lo
o
o 0.2 . .
s & e Lineal (Series1)
2
g 01
o]
<
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.1
Concentracién de glucosa g/L

Figura 27. Curva de Calibracion de azUcares reductores por DNS
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ANEXO N°3

CURVA DE CALIBRACION DEL ACIDO D- GALACTURONICO

Tabla 25. Datos del padron utilizado de &cido D- galacturdnico en funciéon de la
absorbancia en 540 nm

Acido D- galacturonico  Absorbancia (540

(g/L) nm)
0.2 0.151
0.4 0.313
0.6 0.488
0.8 0.692
1 0.891
1 -
0.9 - m
08 -
0.7 i s y = 0.9295x - 0.0507
E 06 - R2=0.9976
o
o 05 |
S 04 -
—‘!E 0:3 | . --------- Lineal (Seriesl)
3
2 0.2 —
0.1
0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracién acido D-Galacturénico
(g/L)

Figura 28. Curva de Calibracion para la concentracion de acido D- galacturdnico por
DNS.
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ANEXO N°4

MEDIO DE FERMENTACION SOLIDO

Figura 29. Frasco Erlenmeyer con medio de fermentacion solido utilizados en la produccién
del complejo enzimético. A. Esporas de Aspergillus niger ATCC 9642. B. Cascara de mango
tratada utilizado en el proceso de fermentacion.
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ANEXO N°5
ANALISIS ESTADISTICOS

Efectos estimados de los modelos para cada respuesta

Tabla 26. Efectos estimados del modelo de regresion para la actividad enzimatica CMCasa

Factor Effect Std.Err. T(8) p Coeff. SEr.
Coeff.
Mean/Interc. 6.784 0.2085 3253 0.000 6.784 0.2085
(1)Tiempo (h)(L) 0.551 0.2261 2.44 0.041 0.276 0.1130
Tiempo (h)(Q) -3.094 0.2349 -13.17 0.000 -1.547 0.1174
(2)pH (L) -0.769 0.2261 -3.40 0.009 -0.385 0.1130
pH (Q) -1.685 0.2349 -7.18 0.000 -0.843 0.1174
(3)Humedad (%)(L) 0.827 0.2261 3.66 0.006 0.413 0.1130
Humedad (%)(Q) -1.574 0.2349 -6.70 0.000 -0.787 0.1174
1L by 2L -0.254 0.2954 -0.86 0.415 -0.127 0.1477
1L by 3L -0.144 0.2954 -0.49 0.638 -0.072 0.1477
2L by 3L -0.027 0.2954 -0.09 0.930 -0.013 0.1477

Significancia en p < 0.05

Tabla 27. Efectos estimados del modelo de regresion para la actividad enzimatica FPasa

Factor Effect Std.Err. T(8) p Coeff. St
Coeff.
Mean/Interc. 3.107 0.112 27.76 0.000 3.107 0.112
(1)Tiempo (h)(L) 0.830 0.121 6.84 0.000 0.415 0.061
Tiempo (h)(Q) -0.661 0.126 -5.24 0.001 -0.331 0.063
(2)pH (L) -0.107 0.121 -0.88 0.405 -0.053 0.061
pH (Q) -0.612 0.126 -4.85 0.001 -0.306 0.063
(3)Humedad (%)(L)  .0.514 0.121 -4.24 0.003 -0.257 0.061
Humedad (%)(Q) -0.704 0.126 -5.58 0.001 -0.352 0.063
1L by 2L 0.031 0.159 0.20 0.849 0.016 0.079
1L by 3L -0.078 0.159 -0.49 0.634 -0.039 0.079
2L by 3L 0.037 0.159 0.23 0.822 0.018 0.079

Significancia en p < 0.05
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Tabla 28. Efectos estimados del modelo de regresion para la actividad enzimatica Pectinasa

Factor Effect Std.Err. T(8) p Coeff. Std.Err.
Coeff.
Mean/Interc. 104544  4.6336 22.562 0.0000 104.544 4.6336
(1)Tiempo (h)(L) 37.936 5.0228 7.553 0.0001 18.968 2.5114
Tiempo (h)(Q) -16.834  5.2190 -3.226 0.0121 -8.417 2.6095
(2)pH (L) -0.635 5.0228 -0.126 0.9026 -0.317 2.5114
pH (Q) 24092 52190 -4.616 0.0017 -12.046 2.6095
(3)Humedad (%)(L) .14.655  5.0228 -2.918 0.0194 -7.327 2.5114
Humedad (%)(Q)  .25662 52190  -4.917 0.0012  -12.831 2.6095
1L by 2L -0.728 6.5626 -0.111 0.9144 -0.364 3.2813
1L by 3L -2.607 6.5626 -0.397 0.7016 -1.303 3.2813
2L by 3L 1.261 6.5626 0.192 0.8525 0.630 3.2813

Significancia en p < 0.05
Tablas ANOVA

Tabla 29. Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la actividad
CMCasa

SS df MS F p
(1)Tiempo (h)(L) 1.03727 1.03727  5.9451 0.0406752
Tiempo (h)(Q) 30.26457 30.26457 173.4615 0.0000012
(2)pH (L) 2.02056 2.02056 11.5808  0.0093182

1
1
1
PH (Q) 8.98339 1 8.98339 51.4883  0.000095
(3Humedad (%)(L) 233493 1 2.33493 13.3827  0.006418°
Humedad (%)(Q) 783076 1 7.83076 44.8820  0.000153%
1
1
1
8

1L by 2L 0.12919 0.12919  0.7404 0.414561°
1L by 3L 0.04161 0.04161  0.2385 0.638398°
2L by 3L 0.00145 0.00145  0.0083 0.929685°
Error 1.39579 0.17447

Total SS 42.68379 17
R? =0.9673 y R? Ajustado=0.9305.
SS: Suma de cuadrados; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio
2 Significativo para valores-p < 0.05
b \Variables no significativa

Tabla 30. Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la actividad
FPasa

SS df MS F p
(WTiempo (h)(L) 2349829 1  2.349829 46.74380 0.000133?
Tiempo (h)(Q) 1.382607 1 1.382607 27.50341 0.000779°
(2)pH (L) 0.038787 1 0.038787 0.77157  0.405340°
PH (Q) 1.183358 1 1.183358 23.53987 0.001269°
(3)Humedad (%)(L) 0.901948 1  0.901948 17.94194 0.002854
Humedad (%)Q) 1566318 1 1.566318 31.15786 0.0005212
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1L by 2L 0.001953 1  0.001953 0.03885  0.848669"
1L by 3L 0.012283 1 0.012283 0.24434  0.634375°
2L by 3L 0.002713 1  0.002713 0.05396  0.822135°
Error 0.402163 8 0.050270

Total SS 6.629604 17

R? =0.939 y R? Ajustado=0.871.

SS: Suma de cuadrados; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio
2 Significativo para valores-p < 0.05

®Variables no significativa

Tabla 31. Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la actividad
Pectinasa

SS df MS F p
(1)Tiempo (h)(L) 4913.629 4913.629 57.04601 0.000066%
Tiempo (h)(Q) 896.193 896.193  10.40458 0.0121372
(2)pH (L) 1.375 1.375 0.01596  0.902587°

1
1
1
PH (Q) 1835526 1  1835.526 21.31001 0.001719?
(3)Humedad (%)(L) 733262 1  733.262 851299  0.019359°
Humedad (%)(Q) 2082556 1 2082.556 24.17796 0.001168%
1
1
1

1L by 2L 1.060 1.060 0.01230  0.914411°
1L by 3L 13.590 13.590 0.15778  0.701600°
2L by 3L 3.179 3.179 0.03690  0.852452°
Error 689.076 8 86.134

Total SS 9826.810 17

R2 =0.9298 y R? Ajustado=0.8509.

SS: Suma de cuadrados; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio
2 Significativo para valores-p < 0.05

®Variables no significativa
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Test de Deseabilidad
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Figura 30. Perfiles de los valores predichos de deseabilidad de las variables independientes
de Tiempo, pH y Humedad, frente a las variables respuestas de actividad enzimética de

CMCasa, FPasa y Pectinasa
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ANEXO N°6

CROMATOGRAMAS DE SACARIFICACION

Padrén Externo Péagina1de2

Método: C:\EZChromElite\Enterprise\Projects\Azucares_Trans\Método\Méfodosemuso\AminexHPX87HJulio2019. met
Archivo: C:\EZChromElite\Enterprise\Projects\Azucares_Trans\Datos\Sergio\06Ago 19B53-79\001 dat

Usuario: 555

Adguisicion: 8/7/2019 08:24 AM

Impresion: 8/7/2019 12:37 PM

3 i St (e T
o |—— RID: Sinal RI (Sac. T=6h)
5 00x10* 2 RID: Sinal RI (Sac_T=8h ——
2.50x10" Il 2.50x10°
IR R I
e e o e e —
0.0 25 50 75 100 125 150 200
Retention Time (min)

RID: Sinal Rl (Sac. T=2h)

Results

Mo # Peak Name Ret. Time (min) Area (uV*min) Amount (g/L)
0.000 BDL

1 Ramnosa 5.852 62.302 0.02348

2 Glucosa 6.687 805.788 0.91099

3 Xilosa 7.286 23.021 0.06367

4 Galactosa T7.538 183.868 0.21388

5 Arabinosa 8.053 162.491 0.26939

6 Manosa 9.461 77778 0.02649

Total 1.50692

RID: Sinal Rl (Sac. T=4h)

Resulils

No # Peak Name Ret. Time {min) Area (pV*min) Amount (g/L)
0.000 BDL

1 Ramnosa 5.948 83.335 0.02751

2 Glucosa 6.613 929.786 1.08741

3 Xilosa T7.272 29.965 0.07604

4 Galactosa 7.5556 23.024 0.25588

5 Arabinosa 8.051 196.817 0.32619

6 Manosa 9.454 91.028 0.03068

Total 1.80373
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Péagina 2 de 2

RID: Sinal Rl (Sac. T=6h)
Results

No # Peak Name Ret. Time (min) Area (uV*min) Amount (g/L)
0.000 BDL
1 Ramnosa 5.947 108.471 0.03568
2 Glucosa 6.675 1335.611 1.40961
3 Xilosa 7.286 35.823 0.09856
4 Galactosa 7.531 306.826 0.33227
5 Arabinosa 8.052 305.244 0.41734
6 Manosa 9.461 145.326 0.03954
Total 2.333
RID: Sinal Rl (Sac. T=8h)
Results
No # Peak Name Ret. Time (min) Area (UV*min) Amount (g/L)
0.000 BDL
10 Ramnosa 5.895 157.509 0.05251
17 Glucosa 6.609 1898.438 2.05521
18 Xilosa 7.276 56.425 0.14325
22 Galactosa 7.522 450.114 0.48089
26 Arabinosa 8.043 431.253 0.60647
35 Manosa 9.455 191.291 0.05762
Total 3.39595
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