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1. RESUMEN

En los ultimos afios, los subproductos y los desechos de la agroindustria estan adquiriendo cada
vez mayor importancia debido a su uso en procesos fermentativos para producir diversas
sustancias, que tienen valor por su importancia biologica y en su aplicacion en la industria de
alimentos.

En la presente tesis, el objetivo fue producir enzima fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa
proveniente de la cepa DSM 932 del hongo Aspergillus ficuum; esto mediante fermentacion en
estado sélido (SSF), usando torta de canola y pomaza de cranberry. Los resultados obtenidos
indican que es factible la obtencién de fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa de la cepa DSM 932 de
Aspergillus ficuum, en ambos sustratos sélidos. También se logré llevar a cabo la
semipurificacion y concentracion de un extracto de fitasa, celulasa y xilanasa proveniente de una
SSF usando como sustrato soOlido torta de canola, mediante el conjunto de técnicas de
microfiltracion y ultrafiltracién ideados para este propdsito.

Finalmente se logro llevar a cabo la caracterizacion, respecto al pH y la temperatura, de los
extractos ultrafiltrados de fitasa, celulasa y xilanasa mediante el uso de protocolos disefiados para

estos propasitos.



1.1 SUMMARY

At the last years, by - products and the waste matter from agroindustry are acquiring each time
bigger importance due to his use in fermentative processes to produce various substances, that
they have value for their biological importance and in his application at the foods industry.

In the present thesis, the objective was to produce enzyme phytase, cellulase, xylanase and
protease coming from the strain DSM 932 of the fungi Aspergillus ficuum; since by means of
solid state fermentation (SSF), using canola cake and cranberry pomace. The obtained results
indicate that it is feasible the obtaining of phytase, cellulase, xylanase and protease of the strain
Aspergillus ficuum DSM 932, on both solid substrates. Also it was possible to carry out the
partial purification and concentration of an extract of phytase, cellulase and xylanase coming
from a SSF using canola cake like solid substrate, by means of the combined of technical of
microfiltration and ultrafiltration devised for this purpose.

Finally it was possible to carry out the characterization, in relation to the pH and temperature, the
ultrafiltrates extracts of phytase, cellulase and xylanase by means of the use of protocols designed

for these purposes.



2. INTRODUCCION

La fermentacion en estado solido (SSF) es una técnica conocida desde hace siglos y se define
como el proceso fermentativo en el cual el microorganismo crece sobre una matriz sélida en
escasez 0 ausencia de agua libre (Blandino et al., 2005; Krishna, 2005). El sustrato debe contener
solo la humedad suficiente para favorecer el crecimiento y la actividad metabdlica del
microorganismo (De Ory et al., 2007). Estos sustratos no son solubles en agua ni en polimeros en
la naturaleza y son una fuente de carbono, vitaminas y minerales que favorecen el crecimiento
microbiano (Singh y Nigam, 1994).

En la actualidad la fermentacion en soporte solido se usa con gran éxito en la produccion de
antibidticos, micotoxinas, surfactantes, acidos organicos, compuestos aromaticos, pesticidas y
enzimas, entre otros (Blandino et al., 2005; De Ory et al., 2007).

Los sustratos utilizados en este tipo de fermentacion son muy variados, destacandose los cereales
tales como trigo, centeno, arroz y maiz (De Ory et al., 2007; Harland y Harland, 1980) y
subproductos agroindustriales como la torta de canola (Duvnjak et al., 1995). También se usan
desechos de la agroindustria, los cuales son considerados los mejores sustratos para SSF ya que
proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento del microorganismo (Krishna, 2005),
ejemplo de ello son los residuos de manzana, platano, uva, citricos, cafia de azucar, (Blandino et
al., 2005) y pomaza de cranberry, entre otros (Shetty y Zheng, 1998). Otros sustratos menos
comunes incluyen sustancias como el agar, gelatina y polimeros de tipo sintético (Singh y

Nigam, 1994).



La fermentacion en soporte solido (SSF) presenta diversas ventajas con respecto a la
fermentacion sumergida (SmF). Doelle et al. (1992) consideran como ventajas los siguientes

aspectos:

e Los medios de cultivo son simples, generalmente subproductos agricolas que presentan un
alto contenido de los nutrientes necesarios.

e Labaja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones, especialmente de
bacterias y levaduras.

e La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas pequefios en comparacion
con los utilizados en otro tipo de fermentacion. Tienen mayor productividad volumétrica.

e La aireacion forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que permite una alta
transferencia de oxigeno al microorganismo.

e Pueden emplearse frecuentemente conidios como inéculo en los procesos de crecimiento de
hongos, lo cual disminuye los costos y las manipulaciones en la preparacion del indculo.

e Los conidios de los hongos que se producen son mucho mas resistentes y tienen mejor
adaptabilidad a las condiciones en las que se aplican como agente de biocontrol.

e EIl proceso de recuperacion es simple. Algunos productos son utilizados integralmente, como
alimento animal, productos para el control biolégico, etc.

e Los procesos se consideran generalmente como tecnologias limpias.

El mayor grupo de microorganismos usados en este tipo de fermentacion son las bacterias y los
hongos; de estos ultimos los de tipo filamentoso son los mas importantes, ideales y mejor

adaptados para SSF (Krishna, 2005). Su buena tolerancia frente a una baja actividad de agua y



condiciones elevadas de presion osmotica ofrecen una gran ventaja sobre microorganismos
unicelulares en la colonizacion de sustratos solidos y utilizacion de los nutrientes disponibles
(Krishna, 2005). Dentro de este grupo de hongos destacan los del género Rhizopus, Mucor,
Penicillium y Aspergillus (Singh y Nigam, 1994).

Las especies del genero Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
pudiéndose aislar de una gran variedad de sustratos (Abarca, 2000). Ello conlleva a que este
género de hongo produzca diversas sustancias, las cuales el hombre ha aprovechado para su
beneficio. Especificamente dentro del grupo de los Aspergillus, los méas usados en la industria son
los miembros del grupo Aspergillus niger o conocidos también como Aspergillus “seccion Nigri”
(cuyas especies mas comunes son Aspergillus niger, Aspergillus awamori y Aspergillus ficuum);
caracterizandose este grupo, porque estan distribuidos a nivel mundial, y por ser considerados los
hongos méas comunes que se presentan en la descomposicion de los alimentos (Raper y Fennell,
1965). Su papel se destaca principalmente en su aplicacién en la industria de alimentos, en donde
se utilizan para la produccion de &cidos organicos, tales como &cido citrico y &cido lactico
(Krishna, 2005; Ward, 1989). También se utilizan para la produccion de numerosas enzimas,
tales como a-amilasas, pectinasas, amiloglucosidasas, lactasas, celulasas, xilanasas, proteasas y

fitasas (Krishna, 2005; Ward, 1989). Dentro de este grupo de enzimas podemos destacar las

fitasas, xilanasas, celulasas y proteasas.

2.1 Fitasas. Las fitasas son fosfatasas que pertenecen a la subfamilia de las fosfatasas acidas
histidina, las cuales catalizan la hidrolisis de las uniones fosfomonoester del fitato (sales de mio -
inositol hexakisfosfato) o del mio - inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexakisdihidrogeno fosfato (acido
fitico) (Figura 1), produciendo derivados penta, tetra, tri, di y monofosfato del mioinositol y

fosfato inorgénico (Pi) (Duvnjak y Al - Asheh, 1994; Krishna, 2005).



POsH,  OPO;H,

OPO;H,
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OPO;H)

OPO,H,

Figura 1. Estructura quimica del acido fitico.

Fuente: Adaptacion del original (Ochiai, 1985).

Existen dos clases de fitasas de importancia, las cuales reciben su nombre segin la posicion
especifica en donde comienza la hidrolisis en el grupo éster fosfato en la molécula del fitato, ellas
son la 3 - fitasa (EC 3.1.3.8) y la 6 - fitasa (EC 3.1.3.26) (Roopesh et al., 2006).

Las dos histidinas presentes en el residuo conservado de histidina de estas enzimas, se cree que
estan involucradas en el mecanismo de reaccion enzimatica, localizdndose y actuando de la

siguiente forma:

e Laprimera histidina se localiza en la seccion N- terminal y forma una molécula intermediaria
de fosfohistidina.
e Lasegunda histidina se localiza en la seccion C- terminal y posiblemente actia como

donador de protones (Ostanin, et al., 1992; Van Etten et al., 1991).



El mecanismo de reaccién de esta enzima, requiere de un intermediador de fosfohistidina en la

reaccion de transferencia del grupo fosforil, siendo su mecanismo de reaccion el siguiente:

e Un ataque de tipo nucleofilico de un grupo fosfato que sufre la escision, por un residuo
conservado de histidina, y una protonacién del grupo saliente por otro grupo presente en la
enzima, produciendo un intermediario covalente de fosfo - enzima y una molécula de alcohol.

e EI complejo intermediario fosfo - enzima, que es inestable, es hidrolizado produciendo la

liberacion de un fosfato inorgénico (Pi). (Van Etten, 1982).

La importancia de esta enzima radica en su uso en la industria de alimentos, donde se emplea en
forma de preparados (suplemento de fitasa) combinados con alimentos en animales no rumiantes
tales como los cerdos, los cuales no son capaces de utilizar el fosfato presente en el acido fitico
(mayor reservorio de fosforo en vegetales), debido a la ausencia de fitasa en sus intestinos. Este
acido fitico es eliminado en las heces, generando polucion del suelo y eutroficacion del agua por
fosfatos. De esta forma se reducen los efectos contaminantes ya que estos animales pueden tener
una mayor biodisponiblidad de fosfato para sus necesidades fisiologicas (Roopesh et al., 2006;

Walsh y Casey, 2003).

2.2 Xilanasas. Este es el nombre genérico para una familia de enzimas que catalizan la ruptura
de los enlaces xilosidicos internos de la molécula de heteroxilano (xilano), un tipo de
polisacarido, el cual es el mayor componente de la hemicelulosa, componente importante de la
biomasa de la pared celular en vegetales (Fang et al., 2008; Anthony et al., 2003).

Las enzimas que participan de la biodegradacion del heteroxilano son las endoxilanasas (EC

3.2.1.8), las cuales rompen el esqueleto de xilano en pequefios oligosacaridos y las B - xilosidasas



(EC 3.2.1.37), las cuales degradan estos oligosacaridos a moléculas de xilosa (De Vries y Visser,
2001).

La estructura quimica del xilano presente en la pared celular de plantas difiere grandemente
dependiendo de su origen, pero todas ellas contienen un esqueleto de D - xilosa unidos entre si
por enlaces B - 1,4, otras moléculas unidas a este esqueleto, dependiendo de la especie vegetal
son arabinosa, galactosa, acido ferdlico y acido glucurénico (De Vries y Visser, 2001). Un

esquema de la estructura de xilano se muestra en la Figura 2.

. Xilosa

) Acido glucurdnico

6 Arabinosa
6 Galactoza
W Acido ferilico

,c'( Acetilo

Figura 2. Representacion esquematica de la molécula de xilano.

Fuente: Adaptacion del original (De Vries y Visser, 2001).



El uso de las xilanasas ha sido propuesto para optimizar los procesos de clarificacion de vinos y
jugos, para extraer café y aceite de plantas (Krishna, 2005; Zhaoxin et al., 2008). También se
utiliza para la produccion de hidrolizados de desechos agroindustriales y para la biodecoloracion

de la pulpa de papel (Zhaoxin et al., 2008).

2.3 Celulasas. Nombre genérico que reciben un complejo de enzimas capaces de degradar
celulosa, un polisacérido formado por moléculas de glucosa unidas entre si por enlaces - 1,4

(Figura 3) (Krishna, 2005; Yamamoto et al., 1995).

H,COH H OH H,COH H OH
O O
H/H O OH g\ H H/ 4 O OH H™H
—0 OH H H H H O OH H H H H O—
0 O
H OH H,COH H OH H,COH

Figura 3. Estructura quimica de la celulosa.

Fuente: (Heldt, 2005).

Este complejo enzimatico esta conformado por la endo - 1,4 - B - D - glucanasa (EC 3.2.1.4) ,
cuya funcion es hidrolizar los enlaces B - 1,4 de la celulosa para producir glucooligosacéridos, la
exo - 1,4 - B - D - glucanasa (celobiohidrolasa) (EC 3.2.91) , que produce celobiosa a partir de
celulosa y la B - D - glucosidasa (EC 3.2.1.21) que degrada los glucooligosacaridos a glucosa

(Blandino et al., 2005; Krishna, 2005; De Vries y Visser, 2001; Yamamoto et al.,1995).
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Esta enzima se usa en la produccion de glucosa y de etanol, también para extraer componentes
del té verde, para producir jarabe de fructosa y para el tratamiento de materiales que contienen

lignocelulosa (Blandino et al., 2005; Krishna, 2005).

2.4 Proteasas. Estas enzimas son de mucha importancia con respecto a su rol fisioldgico y a sus
aplicaciones comerciales, ya que son fisiolégicamente necesarias para los organismos vivientes
tales como plantas, animales y microorganismos (Boer y Peralta, 2000). Ademas son una de las
mayores enzimas fungicas hidroliticas producidas por SSF y su produccion abarca cerca del 60%
del total de enzimas producidas industrialmente en el mundo (Krishna, 2005).

Las aplicaciones de esta enzima son muy variadas, destacandose su uso en la industria del cuero y
la seda, en alimentos, medicamentos, también como componente de detergentes y para recuperar

la plata usada en peliculas de rayos X, entre otras (Tunga et al., 2003).

2.5 Fermentacion sobre sustrato sélido (SSF). De acuerdo a los antecedentes anteriores la SSF
se presenta como una técnica apropiada y muy Util para la produccién a gran escala de
metabolitos de interés a partir de sustratos naturales, subproductos y/o desechos de la
agroindustria, a través de la intervencion de microorganismos.

Desde un punto de vista medioambiental y de produccion limpia, actualmente la industria maneja
la idea integral de minimizacion de residuos, es por ello que toda accion que de utilidad a un
residuo industrial o le agregue valor, resulta de sumo conveniente.

Es asi como un residuo agroindustrial, de muy bajo costo, puede constituirse en un posible
sustrato para la produccion de enzimas mediante SSF. En general los residuos agroindustriales
contienen aun importantes concentraciones de proteinas, carbohidratos, minerales y otros

compuestos, como acido fitico, la principal reserva de fésforo en vegetales.
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La torta de canola es un subproducto de la industria productora de aceite comestible que contiene
aproximadamente un 34% de proteinas, un 6% de acido fitico y un 26% de carbohidratos
(Duvnjak y Nair, 1990) y se usa en alimentacion de rumiantes. La pomaza de cranberry es un
desecho de la industria productora de jugo de cranberry y contiene principalmente carbohidratos

y pequefias cantidades de proteina (Shetty y Zheng, 1998).

2.6 Hipotesis y objetivos. En el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL),
de la Universidad Austral de Chile se ha estado trabajando con el hongo Aspergillus ficuum en la
produccién de la enzima fitasa en SSF sobre sustratos derivados de cereal. Cabe destacar que
Aspergillus ficuum es usado para la produccion industrial de fitasa mediante cultivo sumergido
(SmF). La fitasa producida por este hongo ha sido ampliamente estudiada (Nelson et al., 1968) al
igual que el hongo, pudiéndose inferir que esta cepa también puede liberar otras enzimas
hidroliticas tales como celulasas y xilanasas, al igual que Aspergillus awamori (Blandino et al.,
2005).

En base a todos los antecedentes antes mencionados se plante¢ la siguiente hipotesis:

“Al cultivar el hongo Aspergillus ficuum DSM 932 sobre sustratos que contienen acido fitico,
carbohidratos y proteinas, sera posible detectar la liberacién de diversas enzimas hidroliticas tales

como celulasas, xilanasas, proteasas y fitasas y determinar su produccién en el tiempo.”
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En este contexto, la presente tesis se focalizo en el siguiente objetivo general:

e Estimar la potencialidad de la torta de canola y de la pomaza de cranberry para la
produccidn, usando el hongo Aspergillus ficuum mediante fermentacion en estado solido, de

diversas enzimas hidroliticas tales como fitasas, celulasas, xilanasas, etc.

Segun esto, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Cultivar la cepa de Aspergillus ficuum DSM 932 en torta de canola y pomaza de cranberry
(sustratos s6lidos).

e Determinar la produccién en el tiempo de las enzimas fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa de
la cepa de Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola y pomaza de
cranberry.

e Semipurificar y concentrar la enzima fitasa, celulasa y xilanasa.

e Caracterizar las enzimas obtenidas (fitasa, celulasa y xilanasa) respecto a su pH y

temperatura optima.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
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Reactivos quimicos. Los reactivos quimicos usados en la elaboracion de la presente tesis fueron

los siguientes:

Triton X - 100, C14H2,0 (C2H40) 10 (MERCK)

Sulfato de amonio, NH4 (SO4) » (MERCK)

Fosfato diacido de potasio anhidro, KH,PO4 (MERCK)

Acido sulfarico, H,SO4 (MERCK)

Acido fitico (sal dodecasodica), CeHgO24PsNai2 (SIGMA)

Sulfato de magnesio heptahidratado, MgSO,4 x 7 H,O (WINKLER)
Heptamolibdato de amonio tetrahidratado, H,4M07NgO24 X 4 H,O (MERCK)
Acetato de sodio anhidro, C;H30,Na (MERCK)

Acido acético glacial, C;H40, (LABSYNTH)

Acido tricloroacético, C,HO,Cl; (VETEC ANALYTICAL REAGENTS)
Sulfato ferroso heptahidratado, FeSO4 x 7 H,O (MERCK)
Carboximetilcelulosa (sal sédica) (CALBIOCHEM)

Glicina, C;HsNO, (MERCK)

Hidroxido de sodio, NaOH (MERCK)

D (+) - Glucosa, CgH1,06 (MERCK)

Birchwood xilano (SIGMA)

Acido 3,5 dinitrosalicilico, C;H;07N; (SIGMA)
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e Acido citrico monohidratado, C¢HgO7 x H,O (MERCK)

e Citrato de sodio dihidratado, C¢Hs0O7Naz x 2 H,O (MERCK)

e D (+)- Xilosa, CsH100s (MERCK)

e Disolucion al 5% albamina suero bovino (BSA fraccién V) (SIGMA)

e Sulfato cuprico pentahidratado, CuSO4 x 5 H,O (MERCK)

e Carbonato de sodio decahidratado, Na,CO3 x 10 H,O (MERCK)

e Tartrato de potasio y sodio tetrahidratado, C4H;OsKNa x 4 H,O (MERCK)
e Reactivo Folin - Ciocalteau (SIGMA)

e Acido clorhidrico, HCI (MERCK)

Microorganismo. EIl microorganismo usado en la presente tesis para la produccién por SSF de

las diferentes enzimas, fue un hongo del género Aspergillus, de la especie Aspergillus ficuum.

e Cepa Aspergillus ficuum DSM 932

Medio de cultivo y sustratos solidos.

e Extracto levadura (MERCK)

e D (+) - Glucosa (MERCK)

e Torta canola (OLEOTOP)

e Pomaza cranberry (CRANCHILE)

e Sulfato de amonio, NH4 (SO4) » (MERCK)



Equipos e implementos.

Bafo termorregulador (MEMMERT)

Centrifuga Hitachi CR21Gl|I

e Camara flujo laminar (LABCONCO)

e  Espectrofotometro Spectronic Genesys 5

e Estufa (BINDER)

e Agitador orbital termorregulado (NUOVA THERMOLYNE)
e Incubadora shaker MA 410/CF (MARCONI)

e Balanza analitica AND GR - 200

e Celda ultrafiltracion AMICON 8050

e Membranas ultrafiltracion 100 kDa (MILLIPORE)

e  Tubos ultrafiltracion Centriplus YM - 50, YM - 30 e YM - 10 (MILLIPORE)
e Membranas microfiltracion 0,45 um (MILLIPORE)

e pH metro (HANNA)
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3.2 Métodos

3.2.1 Produccion de las enzimas fitasas, xilanasas, celulasas y proteasas de la cepa

Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola y pomaza de cranberry.

3.2.1.1 Preparacion de indculos. Primeramente se procedio a obtener una disolucion stock de
esporas de A. ficuum. Para ello se suspendieron colonias del hongo desde una placa de agar papa
dextrosa con 3 mL de Triton X - 100 al 1% estéril. Luego se tomaron alicuotas de 50 uL de este
stock de esporas (4,36 x 10" esporas/mL) y se inocularon respectivamente en dos matraces
Erlenmeyer con medio de cultivo liquido que contenia glucosa y extracto de levaduras (250 mL
para ensayo torta canola y 100 mL para ensayo pomaza cranberry) y se incubaron en una

incubadora shaker a 25°C por 24 h y a 180 rpm para su desarrollo.

3.2.1.2 Produccion de las enzimas hidroliticas. Posteriormente se tomaron alicuotas de las
esporas brotadas de A. ficuum DSM 932 (35 mL para ensayo torta de canola y 5 mL para ensayo
pomaza de cranberry) y se depositaron en 3 placas’ que contenfan 65 g de torta de canola c/u y en
3 placas que contenian 150 g de pomaza de cranberry c/u (para ambos sustratos se agrego sulfato
de amonio en relacién 1:20 respecto al sustrato antes de la siembra) y se incubaron en una estufa
a 25°C por 6 dias (ensayo con torta canola) y por 14 dias (ensayo pomaza de cranberry), tomando
muestras en forma diaria (aprox. 7,5 g para ensayo torta canola y aprox. 5,5 g para ensayo

pomaza de cranberry), las que fueron guardadas en tubos Falcon y refrigeradas a 4°C.

! Placas de Petri de 15 cm de diametro
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Después del altimo dia de toma de muestras, para cada ensayo se realizo el proceso de obtencion
del extracto crudo que contenia las enzimas producidas, para ello se usé una disolucién estéril de
Triton X - 100 al 1% a razon 5:1 respecto del peso de la muestra y se procedio a agitar en una
incubadora shaker a 25°C por 2 h a 150 rpm para posteriormente centrifugar las muestras a 9.000
rpm por 10 minutos a 4°C, obteniendo asi los extractos crudos, que se utilizaron en los diferentes

ensayos de actividad enzimatica.

3.2.1.3 Ensayo evolucion de la produccion de las enzimas fitasas, xilanasas, celulasas y
proteasas de la cepa Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola y

pomaza de cranberry.

3.2.1.3.1 Fitasas. Para determinar la actividad fitasa se utilizé el método descrito por Harland y
Harland (1980) modificado, el cual hace uso del reactivo de Taussky - Shorr, que permite
detectar el fosfato inorganico (Pi), a través de la medicion de la absorbancia a 660 nm producida
por el sulfato ferroso formado durante la reduccion del &cido fosfomolibdico a partir del fosfato
inorganico en disolucion (Taussky y Shorr, 1953).

Las muestras para la confeccion de la curva de calibracion se hicieron una vez y fueron
preparadas de acuerdo a lo descrito en la Tabla 1. Las reacciones enzimaticas para este y el resto
de estudios donde se requeria determinar la actividad fitasa se hicieron en triplicado, de acuerdo
al protocolo que se muestra en el Cuadro 1. La preparacion de los diversos reactivos usados se

detallan en el Cuadro 6 del punto 9.3 de Anexos.



18

Tabla 1. Preparacion curva de calibracion ensayo actividad fitasa.*

N° Pi (wmol/mL) \{olumen (mL) | Volumen _(mL) Volumen (mL) | Volumen (mL)
TUBO Pi (2 umol/mL) | H,O destilada | TCAal 10% | MgSO,0,1M

1 1,00 1,50 2,50 0,50 1,00

2 0,83 1,25 2,75 0,50 1,00

3 0,60 0,90 3,10 0,50 1,00

4 0,40 0,60 3,40 0,50 1,00

5 0,30 0,45 3,55 0,50 1,00

6 0,20 0,30 3,70 0,50 1,00

7 0,10 0,15 3,85 0,50 1,00

8 0,08 0,12 3,88 0,50 1,00

9 0,04 0,06 3,94 0,50 1,00
Blanco 0,00 0,00 4,00 0,50 1,00

* Después de agregar todos los reactivos descritos en esta tabla se agregan finalmente a cada

tubo 2,40 mL del reactivo de Taussky - Shorr, se espera 10 minutos y se mide su absorbancia a

660 nm.

Tanto la gréfica de la curva (Figura 32) como la tabla con los valores de absorbancias de la

misma (Tabla 17) se encuentran detalladas en el punto 9.1.2 de Anexos.



Cuadro 1. Protocolo ensayo actividad fitasa.

Procedimiento de reaccién enzimatica en condiciones de:

A. Reaccion positiva

Agregar:

1,0 mL de MgSO, 0,1M en buffer acetato 0,2 M pH =5,15
0,6 mL de extracto con la enzima (muestra diluida apropiadamente).
2,4 mL de &cido fitico 6,82 mM en buffer acetato 0,2 M pH = 5,15

Incubar por 60 minutos a 55°C.

Agregar:

0,5 mL TCA al 10% (para detener la reaccion).
1,0 mL H,O (d) y refrigerar por 20 minutos (para disminuir la T°).

Agregar:

2,4 mL reactivo de Taussky - Shorr.

Esperar 10 minutos y medir absorbancia a 660 nm.

B. Reaccién negativa

Agregar:

1,0 mL de MgSQO, 0,1M en buffer acetato 0,2 M pH =5,15

0,6 mL de extracto con la enzima (muestra diluida apropiadamente).
0,5 mL TCA al 10% (para detener la reaccion).

2,4 mL de &cido fitico 6,82 mM en buffer acetato 0,2 M pH = 5,15

Esperar 60 minutos a temperatura ambiente.

Agregar:

1,0 mL H,O (d) y refrigerar por 20 minutos (para equiparar el volumeny la
T° con los ensayos de reaccion positiva).

Agregar:

2,4 mL reactivo de Taussky - Shorr.
Esperar 10 minutos y medir absorbancia a 660 nm.

19
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En el tratamiento de los resultados, la medicién de la absorbancia correspondiente a la cantidad

de Pi liberado por la reaccion enzimatica, se calculé6 mediante la siguiente férmula:

Absorbancia Pi liberado = Absorbancia reaccion (+) - Absorbancia reaccion (-)

La medicion de la concentracion del Pi liberado, que corresponde a la cantidad de Pi liberado por

la reaccion enzimatica, se calculd en todas las muestras mediante la siguiente formula:

Absorbancia Pi liberado

Concentracion Pi liDErado = -=--=-=mmmmmmm e
Absorbancia Tubo N° 5 Curva Calibracién (triplicado)

La medicion de actividad total de fitasa, fue calculada con la siguiente formula:

Concentracidn Pi liberado x Volumen ensayo x Factor dilucion

FTU/Q = mmmmmmmmmmmm e
Volumen enzima x Factor extraccion x Tiempo ensayo

Donde:

FTU/g = Unidades de actividad fitasa por gramo de sustrato sélido.

Concentracion Pi liberado = Corresponde a los umoles de Pi liberado en 60 minutos por una
disolucion de enzima diluida.

Volumen de ensayo = 3 mL; para equiparar con el volumen en que se calculo la concentracion

del fosfato inorganico (Pi) en la curva de calibracion.
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Volumen de enzima = 0,6 mL.

Factor de extraccion = 0,2 g/mL; correspondiente a la relacion de extraccion con Triton X - 100
estéril para obtener los extractos que contenian, en este caso fitasa (5 mL de Triton X - 100 por
cada 1 g de sustrato solido).

Tiempo ensayo = 60 minutos.

Factor dilucion = Calculado de acuerdo a la formula que se muestra en el punto 9.4 de Anexos.

Para obtener la actividad especifica de fitasa se dividié el resultado de la formula para calcular la

actividad total por los mg de proteina obtenidos del anélisis de proteinas totales.

3.2.1.3.2 Celulasas y xilanasas. Para determinar la actividad celulasa y xilanasa se usé el
método propuesto por Miller (1959) modificado, el cual hace uso del reactivo DNS (&cido 3,5 -
dinitrosalicilico) de color amarillo, que reacciona con azUcares reductores tales como glucosa,
xilosa, fructosa, maltosa, lactosa, entre otros, para generar acido 3 - amino - 5 - nitro - salicilico
de color rojo y cuya absorbancia se mide a 510 nm (Figura 4).

Las muestras para la confeccion de la curva de calibracion para ambas enzimas se hicieron una
vez y fueron preparadas de acuerdo a lo descrito en la Tabla 2 y 3 respectivamente. Las
reacciones enzimaticas para este y el resto de estudios donde se requeria determinar la actividad
celulasa y xilanasa se hicieron en triplicado, de acuerdo a los protocolos que se muestran en el
Cuadro 2 y 3 respectivamente. La preparacion de los diversos reactivos usados para el ensayo de
actividad celulasa y xilanasa se detallan en los Cuadros 7 y 8 respectivamente en el punto 9.3 de

Anexos.
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HO. _O GHO
CH 4+ HO—
0 0
by N
0 0 CH_OH
Acido 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa

(amarillo)

HO._.O
— OH | HO——
——0H — > i P
1 0
OH N NH, ——0H

1}
O

Acido 3-amino-5-nitro

salicilico

CO0H

CH,OH

Acido D-glucénico

Figura 4. Reaccion de un azucar reductor (glucosa) con el reactivo DNS.

Fuente: Adaptado del original (Chaplin, 1986).

Tabla 2. Preparacion curva calibracion ensayo actividad celulasa.*

o Volumen (mL Volumen (mL) | Volumen (mL
N*TUBO | Glucosa (mg/mL) | ) c0ca (1 rr(19/m)L) H,0 desti(lada) TCA 0,3( M :
1 0,75 1,13 0,37 2,0
2 0,50 0,75 0,75 2,0
3 0,25 0,38 1,12 2,0
4 0,20 0,30 1,20 2,0
5 0,10 0,15 1,35 2,0
Blanco 0,00 0,00 1,50 2,0

* Después de agregar todos los reactivos descritos en esta tabla se agregan finalmente a cada

tubo 3,50 mL del reactivo DNS y se proceden a hervir por 5 minutos y se dejan enfriar en un

recipiente con agua por 45 minutos y se mide su absorbancia a 510 nm.



Cuadro 2. Protocolo ensayo actividad celulasa.

Agregar:

o 1,0 mL de una disolucion de carboximetilcelulosa al 1% p/v en buffer
glicina - NaOH 0,05 M pH=9,0

o 0,5 mL de extracto enzimatico (muestra diluida apropiadamente).

Incubar a 50°C por 10 minutos (se forma glucosa).

Agregar:

o 2,0 mL de TCA 0,3 M (para detener la reaccion).
. 3,5 mL de reactivo DNS.

Hervir por 5 minutos y luego enfriar en un recipiente con agua por 45 minutos.

Medir absorbancia a 510 nm.
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La medicion de la concentracion de glucosa producida por la reaccién enzimatica, se calcul6 en

todas las muestras mediante el uso de la ecuacién de la recta (punto 4.1.3 de Resultados) obtenida

en la curva de calibracion.

La medicidn de actividad total de celulasa, fue calculado con la siguiente formula:

Concentracion glucosa producida x Volumen ensayo x Factor dilucion
U/g = mmmmm e e et

Volumen enzima x Factor extraccion x Tiempo ensayo
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Donde:

U/g = Unidades de actividad celulasa por gramo de sustrato sélido.

Concentracion glucosa producida = Corresponde a los umoles de glucosa generados en 10
minutos por una disolucion de enzima diluida.

Volumen de ensayo = 1,5 mL,; para equiparar con el volumen en que se calculo la concentracién
del glucosa en la curva de calibracion.

Volumen de enzima = 0,5 mL.

Factor de extraccion = 0,2 g/mL, correspondiente a la relacion de extraccion con Triton X - 100
estéril para obtener los extractos que contenian, en este caso celulasa (5 mL de Triton X - 100 por
cada 1 g de sustrato solido).

Tiempo ensayo = 10 minutos.

Factor dilucion = Calculado de acuerdo a la formula que se muestra en el punto 9.4 de Anexos.

Para obtener la actividad especifica de celulasa se dividi6 el resultado de la férmula para calcular

la actividad total por los mg de proteina obtenidos del andlisis de proteinas totales.
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Tabla 3. Preparacion curva calibracion ensayo actividad xilanasa.*

o . Volumen (mL Volumen (mL) | Volumen (mL
N®TUBO | Xilosa (mg/mL) | ;005 (1 m(g/ml)_) H,0 desti(lada) TCA 0,3( M :
1 0,75 1,13 0,37 2,0
2 0,50 0,75 0,75 2,0
3 0,30 0,45 1,05 2,0
4 0,20 0,30 1,20 2,0
5 0,10 0,15 1,35 2,0
Blanco 0,00 0,00 1,50 2,0

* Despueés de agregar todos los reactivos descritos en esta tabla se agregan finalmente a cada

tubo 3,50 mL del reactivo DNS vy se proceden a hervir por 5 minutos y se dejan enfriar en un

recipiente con agua por aproximadamente 45 minutos y se mide su absorbancia a 510 nm.

Cuadro 3. Protocolo ensayo actividad xilanasa.

Agregar:

1,0 mL de una disolucion de Birchwood xilano al 0,5 % p/v en buffer

citrato 0,05 M pH =54

0,5 mL de extracto enzimatico (muestra diluida apropiadamente).

Agregar:

Incubar a 50°C por 10 minutos (se forma xilosa).

2,0 mL de TCA 0,3 M (para detener la reaccion).
3,5 mL de reactivo DNS.

Medir absorbancia a 510 nm.

Hervir por 5 minutos y luego enfriar en un recipiente con agua por 45 minutos
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La medicion de la concentracion de xilosa producida por la reaccion enzimatica, se calculd en
todas las muestras mediante el uso de la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracién

(punto 4.1.4 de Resultados).

La medicion de actividad total de xilanasa, fue calculado con la siguiente formula:

Concentracion glucosa producida x Volumen ensayo x Factor dilucion

Volumen enzima x Factor extraccion x Tiempo ensayo

Donde:

U/g = Unidades de actividad xilanasa por gramo de sustrato sélido

Concentracion glucosa producida = Corresponde a los pmoles de xilosa generados en 10
minutos por una disolucién de enzima diluida.

Volumen de ensayo = 1,5 mL,; para equiparar con el volumen en que se calculd la concentracion
de xilosa en la curva de calibracion.

Volumen de enzima = 0,5 mL.

Factor de extraccion = 0,2 g/mL, correspondiente a la relacion de extraccion con Triton X - 100
estéril para obtener los extractos que contenian, en este caso xilanasa (5 mL de Triton X - 100 por
cada 1 g de sustrato solido).

Tiempo ensayo = 10 minutos.

Factor dilucion = Calculado de acuerdo a la formula que se muestra en el punto 9.4 de Anexos.

Para obtener la actividad especifica de xilanasa se dividio el resultado de la férmula para calcular

la actividad total por los mg de proteina obtenidos del andlisis de proteinas totales.
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3.2.1.3.3 Proteasas. Para determinar la actividad proteasa se uso el método descrito por Xu et
al. (2000) modificado. Las reacciones enzimaticas se realizaron en triplicado, de acuerdo al
protocolo que se muestra en el Cuadro 4. La preparacion de los diversos reactivos usados en este

ensayo se detallan en el Cuadro 9 del punto 9.3 de Anexos.

Cuadro 4. Protocolo ensayo actividad proteasa.

Agregar:

o 450 pL de extracto enzimatico (muestra diluida apropiadamente).

. 50 uL de una disolucién de BSA (fraccion V) al 1% p/v en buffer acetato
0,MpH=40

Incubar a 37°C por 1 h.

Agregar:
. 500 pL de TCA al 10% (para detener la reaccion).

Incubar a 0°C por 30 minutos.

Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos (para remover las proteinas precipitadas).
Medir absorbancia del sobrenadante a 280 nm.

En forma paralela se prepara una muestra control de forma idéntica a la
muestra a analizar pero no se incuba a 37°C.

En el tratamiento de los resultados, la medicion de la absorbancia correspondiente a los residuos

de aminoacidos aromaticos producto de la hidrdlisis proteica se calculé mediante la siguiente

férmula:

Absorbancia A4 = Absorbancia muestra - Absorbancia control




28

La medicidn de actividad proteasa fue calculada con la siguiente formula:

Absorbancia Aa x Factor dilucién

Volumen total ensayo x Tiempo ensayo

Donde:

U/L = Unidades de actividad proteasa por litro de volumen total de ensayo. Definidas como el
cambio de una unidad de absorbancia por hora a 280 nm por 1,0 mL de volumen total de ensayo.
Volumen total ensayo = 1,0 mL (0,001 L).

Tiempo ensayo =1 h.

Factor dilucion = Calculado de acuerdo a la formula que se muestra en el punto 9.4 de Anexos.

Para obtener la actividad especifica neta de proteasa se cambia uno de los denominadores, en este
caso el volumen total de ensayo por los mg de proteina neta obtenidos del analisis de proteinas

totales.

3.2.1.4 Determinacion de proteinas totales. Para ello se utiliz6 la técnica descrita por Lowry et
al. (1951), que consta de dos etapas. La primera en que los iones Cu®*, en medio alcalino, se unen a
las proteinas formando complejos con los atomos de nitrogeno de los enlaces peptidicos. Estos
complejos Cu?* - proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la
estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de tirosina que van a participar en
la segunda etapa de la reaccion. ElI Cu®* se mantiene en solucién alcalina en forma de su complejo

con tartrato.
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La segunda etapa es una reduccion, también en medio basico, del reactivo de Folin - Ciocalteau por
los grupos fenolicos de los residuos de tirosina presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el
cobre como catalizador. Uno de los constituyentes principales del reactivo de Folin - Ciocalteau es el
acido fosfomolibdotangstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos fenolicos da lugar
a un complejo de color azul intenso al cual se le mide su absorbancia a 750 nm (Figura 5).

Las muestras para la confeccién de la curva de calibracion se hicieron una vez y fueron
preparadas de acuerdo a lo descrito en la Tabla 4. Las muestras para este y el resto de estudios
donde se requeria determinar proteinas totales se hicieron en triplicado, de acuerdo al protocolo
que se muestra en el Cuadro 5. La preparacion de los diversos reactivos usados para este ensayo

se muestran en el Cuadro 10 del punto 9.3 de Anexos.

restos fendlicos

de tirosinas
Reactivo de Folin|
(We*, Mo®*)
g 2 |{] (color amarillo)
Cu"’*
»

- e oam o wm ==

GGt
OH R OH
Complejo Cu?*-proteina Reactivo de Folin

en medio alcalino reducido

(color azul pélido) (W, Mo®+)
(color azul)

Figura 5. Reaccion proteinas con el reactivo Folin - Ciocalteau.

Fuente: (Lowry et al., 1951)



Tabla 4. Preparacion curva calibracion determinacion proteinas totales.*
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o . Volumen (uL Volumen (mL Volumen (mL
N"TUBO | Proteina (ug/mL) BSA (1,2 mgllm)l_) H,0O desti(lada) Disolucié(n C)
1 120,00 60,00 0,54 3,0
2 100,00 50,00 0,55 3,0
3 80,00 40,00 0,56 3,0
4 60,00 30,00 0,57 3,0
5 40,00 20,00 0,58 3,0
6 20,00 10,00 0,59 3,0
Blanco 0,00 0,00 0,60 3,0

* Después de agregar todos los reactivos descritos en esta tabla se espera por 10 minutos a

temperatura ambiente (lugar oscuro) y luego de ello se agregan finalmente a cada tubo 0,3 mL

del reactivo Folin - Ciocalteau y se espera por 30 minutos a temperatura ambiente (lugar oscuro) y

luego se mide su absorbancia a 750 nm.

Cuadro 5. Protocolo determinacion proteinas totales.

Agregar:

o 0,6 mL de extracto enzimatico (muestra diluida
apropiadamente).

. 3,0 mL de disolucién C.

Esperar 10 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro.

Agregar:
. 0,3 mL de reactivo Folin - Ciocalteau.

Esperar 30 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro.
Medir absorbancia a 750 nm.
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La medicion de la concentracion de proteinas totales, se calculd en todas las muestras mediante el

uso de la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracién (punto 4.1.1 de Resultados).

3.2.2 Semipurificacion y concentracion de las enzimas fitasas, celulasas y xilanasas producidas

por la cepa Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola.

3.2.2.1 Preparacion de indculos. Para ello nuevamente se prepar6 un stock de esporas de A.
ficuum siguiendo los mismos pasos descritos en el punto 3.2.1.1 de Métodos. Luego se tomaron
100 pL de este nuevo stock (1,02 x 107 esporas/mL) y se inocularon en un matraz Erlenmeyer
con medio de cultivo liquido que contenia glucosa y extracto de levaduras (150 mL) y se

incubaron en una incubadora shaker a 25°C por 24 h y a 180 rpm para su desarrollo.

3.2.2.2 Produccion de las enzimas hidroliticas. Se tomaron alicuotas de las esporas brotadas de
A. ficuum DSM 932 (35 mL) y se depositaron en 3 placas® que contenian 65 g de torta de canola
mas 3,3 g de sulfato de amonio c/u y se incubaron en una estufa a 25°C de acuerdo a los dias en
que se obtuvo la mayor actividad de fitasa, celulasa y xilanasa para torta de canola (véase los
puntos 4.1.2, 4.1.3 y 4.1.4 de Resultados que hacen referencia al estudio de la cinética de
produccidn). De esta forma se le asigno de forma arbitraria a cada placa, una de las enzimas.

Pasado el tiempo de incubacion, el contenido de cada una de las placas fue dividido para obtener
2 porciones iguales (32,5 g), las cuales se colocaron respectivamente en matraces Erlenmeyer de
1 L (2 matraces por cada enzima) para proceder a las extracciones con 163 mL de Triton X - 100

al 0,1% estéril c/u mediante agitacion en un shaker a 25°C por 90 minutos a 200 rpm y luego se

2 Placas de Petri de 15 cm de diametro
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procedio a centrifugar a 9.000 rpm por 10 minutos a 4°C para obtener los extractos crudos

(sobrenadantes) que fueron posteriormente guardados en frascos estériles y refrigerados a 4°C.

3.2.2.3 Determinacion actividad fitasa, celulasa y xilanasa extractos crudos. Para ello se uso

la misma metodologia empleada en los puntos 3.2.1.3.1 (fitasa) y 3.2.1.3.2 (celulasa y xilanasa).

3.2.2.4 Determinacion proteinas totales extractos crudos. Se usé la misma metodologia

empleada en el punto 3.2.1.4.

3.2.2.5 Microfiltracion de extractos crudos de fitasa, celulasa y xilanasa. Se hizo pasar los
sobrenadantes del proceso de centrifugacion (extracto crudo fitasa, celulasa y xilanasa) por una
membrana Millipore de 0,45 pum estéril colocada en un embudo de microfiltracion estéril
acoplado a una bomba de vacio y posterior a ello a cada extracto se le determind la actividad

enzimatica y cantidad de proteinas totales.

3.2.2.6 Ultrafiltracion de extractos microfiltrados de fitasa, celulasa y xilanasa. El extracto
microfiltrado de fitasa se hizo pasar por una membrana Millipore de 100 kDa de cut - off estéril
colocada en una celda de ultrafiltracion AMICON de 50 mL de capacidad también estéril. Luego
de cada serie de ultrafiltraciones (3 veces en total) se procedio a diafiltrar el retenido de la tercera
ultrafiltracién con buffer acetato 0,2 M y pH = 5,15 (3 veces en total). Al final de cada serie de
ultrafiltraciones y diafiltraciones se tomaron muestras a las que se les hizo analisis enzimatico y

determinacion de proteinas totales.



33

El extracto microfiltrado de celulasa también se hizo pasar por una membrana Millipore de 100
kDa de cut- off estéril colocada en una celda de ultrafiltracién de 50 mL de capacidad, también
estéril e inmediatamente se ultrafiltr6 mediante tubos Centriplus con membranas de 50 kDa de
cut - off (4 veces mas 3 diafiltraciones) a 4500 rpm por 60 minutos a 4°C, luego por 30 kDa de
cut - off (1 vez maés 3 diafiltraciones) a 4500 rpm por 90 minutos a 4°C y finalmente por 10 kDa
de cut - off (1 vez mas 2 diafiltraciones) a 4500 rpm por 120 minutos a 4°C. De igual forma que
para fitasa cada diafiltracion se hizo con buffer acetato 0,2 M y pH = 5,15. Al final de cada serie
de ultrafiltraciones y diafiltraciones en los tubos Centriplus se tomaron muestras a las que se les
hizo analisis enzimatico y de proteinas totales.

El extracto microfiltrado de xilanasa se hizo pasar por la misma membrana Millipore de 100 kDa
de cut - off estéril colocada en una celda de ultrafiltracion también estéril e inmediatamente se
ultrafiltr6 mediante tubos Centriplus con membranas de 50 kDa de cut - off (4 veces méas 3
diafiltraciones) a 4500 rpm por 60 minutos a 4°C, luego por 30 kDa de cut - off (1 vez mas 3
diafiltraciones) a 4500 rpm por 90 minutos a 4°C y finalmente por 10 kDa de cut - off (1 vez mas
2 diafiltraciones) a 4500 rpm por 120 minutos a 4°C. De igual forma que para celulasa cada
diafiltracion se hizo con buffer acetato 0,2 M y pH = 5,15. Al final de cada serie de
ultrafiltraciones y diafiltraciones en los tubos Centriplus se tomaron muestras a las que se les hizo

analisis enzimatico y de proteinas totales.

3.2.3 Caracterizacion enzima fitasa, celulasa y xilanasa respecto al pH y temperatura.

3.2.3.1 Caracterizacion fitasa respecto al pH y temperatura. Se usO el extracto
correspondiente al tercer diafiltrado (D3) de la membrana de 100 kDa. Para determinar el pH

optimo de la enzima se utilizo el protocolo descrito por Howson y Davis (1983) modificado. Las
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reacciones se hicieron a temperatura de trabajo constante (55°C) y la escala de pH’s usada fue de
2,0 a 7,5, con intervalos de 0,5 unidades. Los tampones usados para preparar las diluciones de la
enzimay para la disolucion de su sustrato (&cido fitico) fueron buffer Sorensen glicina I (glicina -
HCI 0,1 M) (rango pH 2,0 - 3,5), buffer acetato 0,2 M (rango pH 4,0 - 5,5) y buffer Sorensen
citrato 11 (rango pH 6,0 - 7,5).

Para determinar la temperatura 6ptima también se utilizo el método descrito por Howson y Davis
(1983) modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo constante (pH = 5,15) y la escala
de temperaturas usada fue de 30°C a 80 °C, con intervalos de 5°C.

Para ambos parametros se uso el ensayo enzimatico para determinar actividad fitasa detallado en

el Cuadro 1 en Materiales y Métodos.

3.2.3.2 Caracterizacion celulasa respecto al pH y temperatura. Se us6 el extracto
correspondiente al cuarto ultrafiltrado (retenido y filtrado; R3 y F3 respectivamente) de la
membrana de 50 kDa. Para determinar el pH éptimo de la enzima se utilizo el protocolo descrito
por Yamamoto et al. (1995) modificado. Las reacciones se hicieron a temperatura de trabajo
constante (50°C) y la escala de pH’s usados fue de 3,0 a 11,0, con intervalos de 1,0 unidad. El
buffer de trabajo usado para preparar las diluciones de la enzima y para la disolucién de su
sustrato (carboximetilcelulosa) fue glicina - NaOH 0,05 M (rango pH 9,0 - 11,0) y se equilibro
con los siguientes buffers para alcanzar los restantes pH’s deseados: buffer citrato (para obtener
un rango de pH 3,0 - 6,0) y buffer fosfato (para obtener un rango de pH 7,0 - 8,0).

Para determinar la temperatura éptima también se utilizd el método descrito por Yamamoto et al.
(1995) modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo constante (9,0) y la escala de

temperaturas usada fue de 45°C a 75 °C, con intervalos de 5°C.



35

Para ambos parametros se uso el ensayo enzimatico para determinar actividad celulasa, cuyo

protocolo se muestra en el Cuadro 2 de Materiales y Métodos.

3.2.3.3 Caracterizacion xilanasa respecto al pH y temperatura. Se usoé el extracto
correspondiente al cuarto ultrafiltrado (retenido y filtrado; R3 y F3 respectivamente) de la
membrana de 50 kDa. Para determinar el pH 6ptimo de la enzima se utilizo el protocolo descrito
por Zhaoxin et al. (2008) modificado. Las reacciones se hicieron a temperatura de trabajo
constante (50°C) y la escala de pH’s usados fue de 3,0 a 7,0, con intervalos de 0,5 unidades. Para
preparar las diluciones de la enzima y la disolucion de su sustrato (Birchwood xilano) se usaron
diversas disoluciones de buffer citrato 0,05 M que tenian los pH deseados.

Para determinar la temperatura 6ptima también se utilizdé el método descrito por Zhaoxin et al.
(2008) modificado. Las reacciones se hicieron a pH de trabajo constante (5,4) y la escala de
temperaturas usada fue de 45°C a 75 °C, con intervalos de 5°C.

Para ambos pardmetros se usé el ensayo enzimatico para determinar actividad xilanasa, cuyo

protocolo se encuentra detallado en el Cuadro 3 en Materiales y Métodos.
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4. RESULTADOS

4.1 Produccion de las enzimas fitasas, xilanasas, celulasas y proteasas de la cepa Aspergillus
ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola y pomaza de cranberry. Luego de obtener
los extractos crudos y realizar los respectivos analisis enzimaticos se obtuvieron los siguientes

resultados:

4.1.1 Proteinas totales. Del andlisis llevado a cabo para la confeccion de la curva de calibracién

(Tabla 14 y Figura 31 respectivamente en el punto 9.1.1 de Anexos) se obtuvo lo siguiente:

R?=0,9883
Ecuacion de la curva (reordenada):

Az - 0,0116
pg/ml proteina total = ----------mmmnnmmmmmeee-

La ecuacion de la curva obtenida se usd para todos los célculos de determinacidn de proteinas
totales en los diferentes analisis realizados en esta tesis.

Las tablas correspondientes a la determinacion de proteinas totales, tanto en torta de canola
(Tabla 15) como en pomaza de cranberry (Tabla 16) se encuentran detalladas en el punto 9.1.1 de

Anexos.
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Figura 6. Produccion en el tiempo de proteinas totales en torta canola (extractos crudos).
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Figura 7. Produccion en el tiempo de proteinas totales en pomaza cranberry (extractos

crudos).
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4.1.2 Fitasas. Del andlisis llevado a cabo para la confeccion de la curva de calibracion (Tabla 17

y Figura 32 respectivamente en el punto 9.1.2 de Anexos) se obtuvo lo siguiente:

R*=0,9976
Ecuacion de la curva (reordenada):

Asso - 0,0181
pmol/ml Pi = —--—---emmmm e

Las tablas correspondientes a la evolucion de la actividad total neta y especifica neta de fitasa,
tanto en torta de canola (Tabla 18) como en pomaza de cranberry (Tabla 19) se encuentran

detalladas en el punto 9.1.2 de Anexos.
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Figura 8. Evolucion de la actividad total y especifica neta de fitasa en torta canola
durante 6 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.
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Figura 9. Evolucion de la actividad total y especifica neta de fitasa en pomaza cranberry

durante 14 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.

4.1.3 Celulasas. Del analisis llevado a cabo para la confeccion de la curva de calibracion (Tabla

20y Figura 33, respectivamente en el punto 9.1.3 de Anexos) se obtuvo lo siguiente:

R”=0,9994
Ecuacion de la curva (reordenada):

Asyo - 0,006

mg/ml glucosa = -
1,1162

La ecuacion de la curva obtenida se usé para todos los célculos de determinacién de actividad

celulasa en los diferentes andlisis realizados en esta tesis.
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Las tablas correspondientes a la evolucion de la actividad total neta y especifica neta de celulasa,

tanto en torta de canola (Tabla 21) como en pomaza de cranberry (Tabla 22) se encuentran

detalladas en el punto 9.1.3 de Anexos.
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Figura 10. Evolucidn de la actividad total y especifica neta de celulasa en torta canola
durante 6 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.
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Figura 11. Evolucion de la actividad total y especifica neta de celulasa en pomaza cranberry
durante 14 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.

4.1.4 Xilanasas. Del analisis llevado a cabo para la confeccion de la curva de calibracion (Tabla

23 y Figura 34 respectivamente en el punto 9.1.4 de Anexos) se obtuvo lo siguiente:

R? = 0,999
Ecuacion de la curva (reordenada):

Asyo - 0,0033

mg/ml xilosa =
1,2378

La ecuacion de la curva obtenida se usé para todos los célculos de determinacién de actividad

celulasa en los diferentes andlisis realizados en esta tesis.
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Las tablas correspondientes a la evolucion de la actividad total neta y especifica neta de xilanasa,
tanto en torta de canola (Tabla 24) como en pomaza de cranberry (Tabla 25) se encuentran

detalladas en el punto 9.1.4 de Anexos.
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Figura 12. Evolucion de la actividad total y especifica neta de xilanasa en torta canola
durante 6 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.
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Figura 13. Evolucion de la actividad total y especifica neta de xilanasa en pomaza
cranberry durante 14 dias (extractos crudos). Cabe sefialar que gs = gramos sustrato.
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4.1.5 Proteasas. Del analisis llevado a cabo para la determinacién de la actividad proteésica se

obtuvo lo siguiente:

Cabe aclarar que las tablas correspondientes a la evolucién de la actividad total neta y especifica

neta de proteasa, tanto en torta de canola (Tablas 26 y 27 respectivamente) como en pomaza de

cranberry (Tablas 28 y 29 respectivamente) se encuentran detalladas en el punto 9.1.5 de Anexos.
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Figura 14. Evolucion de la actividad total neta de proteasa en torta de canola durante 6 dias
(extractos crudos).
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Figura 15. Evolucién de la actividad especifica neta de proteasa en torta de canola durante
6 dias (extractos crudos).
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Figura 16. Evolucién de la actividad total neta de proteasa en pomaza de cranberry durante
14 dias (extractos crudos).
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Figura 17. Evolucion de la actividad especifica neta de proteasa en pomaza de cranberry
durante 14 dias (extractos crudos).
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4.2 Semipurificacion y concentracion de las enzimas fitasas, celulasas y xilanasas producidas
por la cepa Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola. Los extractos

crudos obtenidos y que fueron semipurificados entregaron para cada enzima los siguientes

resultados:

4.2.1 Extractos crudos (EC).

Tabla 5. Actividad total y especifica enzimas fitasa, celulasa y xilanasa en torta canola (EC).*

Enzimas Tiempo | Actividad Total | Proteina Total | Actividad Especifica
(h) (FTUlqg sustrato) (mg/mL) (FTU/mg proteina)
Fitasa 72 28,13 +2,08 4,99 + 0,06 5,64 + 0,42
Enzimas Tiempo | Actividad Total | Proteina Total | Actividad Especifica
(h) (U/g sustrato) (mg/mL) (U/mg proteina)
Celulasa 48 46,65 + 1,28 4,99 £+ 0,06 9,35+0,28
Xilanasa 96 155,85 + 0,98 4,99 + 0,06 31,23+0,42

*

4.2.2 Microfiltracion (MF).

Tabla 6. Actividad total y especifica enzimas fitasa, celulasa y xilanasa en torta canola (MF).*

Dilucién muestras fitasa (1:500); Dilucién muestras celulasa, xilanasa y proteinas (1:50).

Enzimas Tiempo | Actividad Total | Proteina Total | Actividad Especll'fica
(h) (FTUlqg sustrato) (mg/mL) (FTU/mg proteina)
Fitasa 72 22,71+ 0,83 3,81 +0,05 5,96 + 0,23
Enzimas Tiempo | Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espgcifica
(h) (U/g sustrato) (mg/mL) (U/mg proteina)
Celulasa 48 45,83 + 1,65 3,81 £0,05 12,03 + 0,46
Xilanasa 96 119,93 + 0,98 3,81 +0,05 31,48 £ 0,49

*

Dilucién muestras fitasa (1:500); Dilucion muestras celulasa, xilanasa y proteinas (1:50).




4.2.3 Ultrafiltracion - diafiltracion (UF - DF).

4.2.3.1 Ultrafiltracion - diafiltracion de extractos fitasa.

Tabla 7. Proceso de UF - DF de extractos fitasa a través de membranas de 100 kDa.*

*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Especifica
(FTU/g sustrato) (mg/mL) (FTU/mg proteina)

MF 22,71 +£0,83 3,81+ 0,05 5,96 £ 0,23

R1 27,08 £ 0,83 4,28 + 0,05 6,33+0,21

R2 64,38 + 2,29 5,31+ 0,05 12,12 £+ 0,45

R3 89,38 + 1,88 5,63 £ 0,03 15,88 + 0,34

D1 93,33+ 1,04 2,58 £ 0,05 36,17 £ 0,81

D2 73,33 +1,04 2,01 +£0,04 36,48 + 0,89

D3 39,17 + 1,46 1,04 + 0,04 37,66 + 2,02

F 4,38 £ 0,83 4,40 £+ 0,04 1,00+ 0,19

Dilucién muestras fitasa (1:500); Dilucion muestras proteinas (1:50); MF = microfiltrado,

R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado.
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Figura 18. UF y DF de extractos fitasa a través de membranas de 100 kDa.



4.2.3.2 Ultrafiltracion - diafiltracion de extractos celulasa.

Tabla 8. Proceso de UF - DF de extractos celulasa a través de Centriplus de 50 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espgcifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/mg proteina)
MF 45,83 + 1,65 3,81 +0,05 12,03 £ 0,46
RO 23,33 £ 1,65 4,20 £ 0,04 5,55 + 0,40
FO 20,40 £1,28 3,98 £ 0,04 5,13+0,33
R1 44,10 + 1,65 4,79 £ 0,03 9,21+0,35
F1 27,45 + 1,65 4,30 + 0,06 6,38 + 0,39
R2 65,78 + 1,65 4,70 £ 0,04 14,00 £ 0,37
F2 38,33 £ 1,65 4,26 £ 0,03 9,00 £ 0,39
R3 94,95 + 1,65 4,45 + 0,05 21,34 £ 0,44
F3 54,53 + 1,65 4,14 £ 0,03 13,17+ 0,41
D1(R3) | 74,10+1,65 2,45 + 0,04 30,24 0,83
D2 (R3) 46,20 + 1,28 1.49 + 0,05 31,01 +£1,35
D3 (R3) 37,50 + 1,65 1,10+ 0,05 34,09 +£2,16

*  Diluciéon muestras celulasa y proteinas (1:50); MF = microfiltrado, R = retenido,

D = diafiltrado, F = filtrado; La muestra F3 se usé en la siguiente etapa de UF.
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Figura 19. UF y DF de extractos celulasa a través de Centriplus de 50 kDa.
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*

Tabla 9. Proceso de UF - DF de extractos celulasa a traves de Centriplus de 30 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espgcifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/mg proteina)
R1 32,85+1,28 4,05 £+ 0,05 8,11+0,33
F1 16,20 £1,28 3,66 £ 0,05 4,43 £ 0,36
D1 (R1) 27,08 + 1,65 1,61+ 0,04 16,82 £1,11
D2 (R1) 21,68 +£1,28 0,86 £ 0,03 25,21 +1,73
D3 (R1) 19,95+ 1,28 0,70 £ 0,05 28,50 £ 2,74

R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado; Dilucion muestras celulasa y proteinas (1:50);

La muestra F1 se usé en la siguiente etapa de UF.
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Figura 20. UF y DF de extractos celulasa a través de Centriplus de 30 kDa.



Tabla 10. Proceso de UF - DF de extractos celulasa a través de Centriplus de 10 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espgcifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/mg proteina)
R1 44,10 + 1,65 2,35+ 0,04 18,77 £ 0,77
F1 1,28 +0,83 1,59 + 0,04 0,81 £0,53
D1 (R1) 32,03+1,28 1,83+0,04 17,50 £ 0,80
D2 (R1) 27,90 £1,28 1,39+ 0,04 20,07 £ 1,09

*  Dilucion muestras celulasa y proteinas (1:50); R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado.
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Figura 21. UF y DF de extractos celulasa a través de Centriplus de 10 kDa.



4.2.3.3 Ultrafiltracion - diafiltracion de extractos xilanasa.

Tabla 11. Proceso de UF - DF de extractos xilanasa a través de Centriplus de 50 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espe,cifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/ mg proteina)
MF 119,93 £ 0,98 3,81+0,05 31,48 £ 0,49
RO 74,40 £ 1,50 4,28 £ 0,03 17,38 £ 0,37
FO 48,45 + 0,98 3,71+ 0,04 13,06 £ 0,30
R1 83,93 £ 1,50 4,65 £ 0,04 18,05 £ 0,36
F1 66,98 + 0,98 4,38 £ 0,05 15,29 £ 0,28
R2 97,95 + 1,50 4,43 £ 0,04 22,11 +0,39
F2 81,90 £ 2,03 4,23 £ 0,04 19,36 £ 0,51
R3 143,40 £ 0,98 4,06 £ 0,04 35,32 +£0,42
F3 94,95 + 0,98 3,90 £ 0,05 24,35 £+ 0,40
D1(R3) | 105,90+ 1,50 2,24 £ 0,05 47,28 + 1,25
D2 (R3) 59,93 +£2,03 1,16 + 0,05 51,66 + 2,83
D3 (R3) 34,95 + 0,98 0,58 £ 0,03 60,26 * 3,55

*  Dilucion muestras xilanasa y proteinas (1:50); R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado.

La muestra F3 se us6 en la siguiente etapa de UF.
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Figura 22. UF y DF de extractos xilanasa a traves de Centriplus de 50 kDa.
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Tabla 12. Proceso de UF - DF de extractos xilanasa a través de Centriplus de 30 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espepifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/ mg proteina)
R1 61,95 + 0,98 3,84 £0,04 16,13 £ 0,31
F1 28,50 £ 0,98 3,49 £ 0,04 8,17+ 0,30
D1 (R1) 42,98 + 0,98 1,46 + 0,05 29,44 +1,21
D2 (R1) 26,48 £ 0,98 0,86 = 0,03 30,79 £ 1,57
D3 (R1) 20,48 £ 0,98 0,65 £ 0,04 31,51 +2,46

*  Dilucion muestras xilanasa y proteinas (1:50); R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado.

La muestra F1 se usé en la siguiente etapa de UF.
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Figura 23. UF y DF de extractos xilanasa a través de Centriplus de 30 kDa.




Tabla 13. Proceso de UF - DF de extractos xilanasa a través de Centriplus de 10 kDa.*

Muestras Actividad Total | Proteina Total | Actividad Espepifica
(U/g sustrato) (mg/mL) (U/ mg proteina)
R1 39,45+ 0,98 2,34 £ 0,05 16,86 £ 0,55
F1 3,00 + 1,50 1,33+ 0,04 2,26 £1,13
D1 (R1) 27,98 £ 0,98 1,44 + 0,05 19,43 £ 0,96
D2 (R1) 24,00 £ 1,50 1,20 £ 0,03 20,00 £ 1,35

*  Dilucién muestras xilanasa y proteinas (1:50); R = retenido, D = diafiltrado, F = filtrado.
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4.3 Caracterizacion de las enzimas fitasa, celulasa y xilanasa respecto al pH y temperatura.

Del analisis llevado a cabo para determinar estos parametros se obtuvo lo siguiente:

4.3.1 Caracterizacion fitasa. Las tablas correspondientes a la caracterizacion de esta enzima
con respecto al pH (Tabla 30) y a la temperatura (Tabla 31) se encuentran detalladas en el punto

9.2.1 de Anexos.
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Figura 25. Caracterizacion fitasa respecto al pH.
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4.3.2 Caracterizacion celulasa. Las tablas correspondientes a la caracterizacion de esta enzima

con respecto al pH (Tabla 32) y a la temperatura (Tabla 33) se encuentran detalladas en el punto

9.2.2 de Anexos.
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4.3.3 Caracterizacion xilanasa. Las tablas correspondientes a la caracterizacion de esta enzima

con respecto al pH (Tabla 34) y a la temperatura (Tabla 35) se encuentran detalladas en el punto

9.2.3 de Anexos.

40 -

304

204

10

Actividad Especifica (U/mg proteina)

04
25

[ Actividad Especifica R3
[ Actividad Especifica F3

3,0 35 4,0 45 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75

pH

Fi

gura 29. Caracterizacion xilanasa respecto al pH.

50

40 +

30

20

Actividad Especifica (U/mg proteina)

0
25

[ Actividad Especifica R3
[ Actividad Especifica F3

30 35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)

Figura 30. Caracterizacion xilanasa respecto a la temperatura.



58

5. DISCUSION

5.1 Produccion de las enzimas en torta de canola y pomaza de cranberry. En relacion a los
resultados obtenidos en el estudio para determinar la evolucion de la produccién de las enzimas
fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa de la cepa Aspergillus ficuum DSM 932 mediante SSF

mostraron que:

5.1.1 Fitasas. La produccion de fitasa llevada a cabo mediante SSF en torta de canola mostro
después de 6 dias de cultivo, que el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se
alcanzo al tercer dia (72 h) del proceso de fermentacion (13,58 + 1,15 FTU/mg proteina) en las
condiciones de cultivo realizadas.

Este tiempo obtenido, fue el mismo reportado por Duvnjak et al. (1995), quienes realizaron un
cultivo SSF usando la cepa Aspergillus ficuum NRRL 3135 (DSM 932) usando como sustrato
solido torta de canola.

La produccion de fitasa llevada a cabo mediante SSF en pomaza de cranberry mostré después de
14 dias (336 h) de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se alcanzo al
decimocuarto dia de fermentacion (5,71 + 0,21 FTU/mg proteina) en las condiciones de cultivo
realizadas. Cabe sefialar que al observar la Figura 9 correspondiente a este ensayo se observa una
mayor actividad especifica en comparacion a la actividad total, esto se debe a la poca cantidad de

proteina del extracto y por consiguiente del sustrato pomaza de cranberry.
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No hay registros en la literatura sobre la produccion de fitasa mediante SSF en pomaza de
cranberry, pero de acuerdo a los resultados obtenidos es factible el uso de ambos sustratos para la
produccién de esta enzima (aunque la produccion méaxima fuera casi la mitad en pomaza de

cranberry con respecto a torta de canola).

5.1.2 Celulasas. La produccion de celulasa llevada a cabo mediante SSF en torta de canola
mostrd después de 6 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se
alcanzo al segundo dia (48 h) del proceso de fermentacion (16,63 + 1,39 U/mg proteina) en las
condiciones de cultivo realizadas.

Este tiempo alcanzado, es mayor que el obtenido por Blandino et al. (2005) (méxima produccién
de celulasa a las 24 h de fermentacion), aunque su ensayo lo realizaron empleando el hongo
Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 y usando como sustrato sélido pomaza de uva blanca.

La produccion de celulasa llevada a cabo mediante SSF en pomaza de cranberry mostré después
de 14 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se alcanzé al
décimo dia (240 h) del proceso de fermentacion (17,79 + 0,90 U/mg proteina) en las condiciones
de cultivo realizadas. Cabe sefialar que al observar la Figura 11 correspondiente a este ensayo se
observa una mayor actividad especifica en comparacion a la actividad total, la razon es similar a
la de fitasa (poca proteina del sustrato pomaza de cranberry).

Tampoco hay registros en la literatura sobre la produccion de celulasa mediante SSF en pomaza
de cranberry, pero de acuerdo a los resultados obtenidos es factible el uso de ambos sustratos para
la produccion de esta enzima (en ambos sustratos hubo una produccion maxima similar de esta

enzima).
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5.1.3 Xilanasas. La produccién de xilanasa llevada a cabo mediante SSF en torta de canola
mostré después de 6 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se
alcanzo al cuarto dia (96 h) del proceso de fermentacion (64,14 + 4,65 U/mg proteina) en las
condiciones de cultivo realizadas.

Este tiempo alcanzado, es mayor que el obtenido por Blandino et al. (2005) (maxima produccion
de xilanasa a las 24 h de fermentacion), aunque su ensayo lo realizaron empleando el hongo
Aspergillus awamori 2B.361 U2/1 y usando como sustrato sélido pomaza de uva blanca.

La produccion de xilanasa llevada a cabo mediante SSF en pomaza de cranberry mostré después
de 14 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad especifica neta) se alcanzo al
séptimo dia (168 h) del proceso de fermentacién (3,07 + 0,14 U/mg proteina), en las condiciones
de cultivo realizadas. Cabe sefialar que al observar la Figura 13 correspondiente a este ensayo se
observa una mayor actividad especifica en comparacion a la actividad total, la razon es similar
que para fitasa y celulasa (poca proteina del sustrato pomaza de cranberry).

Tampoco hay registros en la literatura sobre la produccién de xilanasa mediante SSF en pomaza
de cranberry.

Al comparar la produccién de xilanasa en ambos sustratos se observé que fue muy superior en
torta de canola (méas de 20 veces con respecto a pomaza de cranberry). De esta manera resulté ser
un mejor sustrato para el hongo la torta de canola bajo las condiciones de trabajo, aun asi igual la

produccién de esta enzima es posible en pomaza de cranberry.
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5.1.4 Proteasas. La produccién de proteasa llevada a cabo mediante SSF en torta de canola
mostré después de 6 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad total y especifica
neta) se alcanzo al sexto dia (144 h) de fermentacién (3950,00 + 180,28 U/L y 2,44 + 0,19 U/mg
proteina), en las condiciones de cultivo realizadas.

Este comportamiento fue muy similar al descrito por Xu et al. (2000), los cuales usaron una cepa
de Aspergillus niger.

La produccion de proteasa llevada a cabo mediante SSF en pomaza de cranberry mostrd después
de 14 dias de cultivo, el nivel maximo de enzima (i.e actividad total y especifica neta) se alcanzo
al decimocuarto dia (336 h) del proceso fermentativo (4000,00 + 111,80 U/L y 22,32 £ 0,82
U/mg proteina) en las condiciones de cultivo realizadas.

No hay registros en la literatura sobre la produccion de proteasa mediante SSF en pomaza de
cranberry, pero de acuerdo a los resultados obtenidos es factible el uso de ambos sustratos para la

produccion de esta enzima.

5.2 Purificacion de extractos enzimaticos. La segunda SSF, realizada con el fin de hacer una
semipurificacion y concentracion de las enzimas fitasa, celulasa y xilanasa de la cepa Aspergillus
ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola mostraron que:

El valor de produccion de enzima fitasa obtenido mediante el proceso de microfiltracion
(5,96 £ 0,23 FTU/mg proteina) fue ligeramente mayor que la presentada en la muestra
correspondiente al extracto crudo (5,64 + 0,42 FTU/mg proteina). Asi la etapa de microfiltracion
cumplio el objetivo de eliminar microorganismos y ademas concentro aproximadamente un 5,7 %
del extracto.

El valor de produccion de enzima celulasa obtenido mediante el proceso de microfiltracion

(12,03 + 0,46 U/mg proteina) fue mayor que la presentada en la muestra correspondiente al
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extracto crudo (9,35 £ 0,28 U/mg proteina). La mayor concentracion presente en el extracto
microfiltrado (se concentrd aproximadamente en un 29%) confirma también el objetivo de este
proceso.

Finalmente el valor de produccion de enzima xilanasa obtenida mediante el proceso de
microfiltracion (31,48 £ 0,49 U/mg proteina) fue ligeramente mayor que la presentada en la
muestra correspondiente al extracto crudo (31,23 £ 0,42 U/mg proteina). De igual forma que para
las dos enzimas anteriores el proceso de microfiltracion cumplié su objetivo (se concentr6
aproximadamente en un 0,8 %).

Respecto de los resultados obtenidos en el proceso de ultrafiltracion, se observo que:

Para el caso de fitasa, el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de una celda con
membrana de 100 kDa de cut - off, en la muestra correspondiente al tercer diafiltrado del retenido
(D3) se obtuvo una actividad fitasa de 37,66 + 2,02 FTU/mg proteina. Al ser mayor esta actividad
en comparaciéon a la obtenida en la etapa de microfiltracion; indica que la enzima fitasa de
Aspergillus ficuum es retenida mediante el uso de esta membrana. Este resultado es esperable, de
acuerdo con lo reportado por Droiakova et al. (1997) quienes realizaron una caracterizacion de la
enzima fitasa de Aspergillus niger y obtuvieron un peso molecular aproximado de 100 kDa.

Por su parte Ullah y Gibson (1987) indican que el peso aproximado de la enzima nativa oscila
entre 85 a 100 kDa. Por otro lado Walsh y Casey (2003) reportan para la fitasa de Aspergillus
niger ATCC 9142 un peso molecular aproximado de 84 kDa.

Por otra parte, la muestra correspondiente al filtrado (F) presentd una actividad muy baja
(1,00 £ 0,19 FTU/mg proteina) ratificando practicamente la total retencion de la enzima.

Para celulasa, el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de tubos Centriplus con una

membrana de 50 kDa de cut - off, en la muestra correspondiente al tercer diafiltrado del cuarto
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retenido (D3 R3) se obtuvo una actividad celulasa de 34,09 + 2,16 U/mg proteina. Al ser mayor
esta actividad en comparacion a la que se obtuvo en la etapa de microfiltracion; indica que la
enzima celulasa de Aspergillus ficuum queda retenida mediante el uso de esta membrana. Este
resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001) quienes indican que los pesos
moleculares de parte de las enzimas que forman parte del complejo celulasa oscilan, dependiendo
de la especie de Aspergillus, entre 50 kDa (Aspergillus nidulans) y 96 kDa (Aspergillus niger).
Por otra parte, la muestra correspondiente al cuarto filtrado (F3) presenta una actividad nada
despreciable (13,17 £ 0,41 U/mg proteina), lo cual indica que parte de las enzimas de este
complejo enzimatico tienen pesos moleculares inferiores a 50 kDa.

Continuando con celulasa, durante el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de tubos
Centriplus con una membrana de 30 kDa de cut - off, se obtuvo tanto para la muestra
correspondiente al tercer diafiltrado del retenido (D3 R1) como para la muestra correspondiente
al filtrado (F1) una actividad celulasa de 28,50 + 2,74 U/mg proteina y 4,43 £ 0,36 U/mg
proteina, respectivamente. Esto indica que una gran parte de la enzima queda retenida mediante
el uso de esta membrana. Este resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001)
quienes indican que existen enzimas del complejo con pesos moleculares que oscilan,
dependiendo de la especie de Aspergillus entre 31 kDa (Aspergillus oryzae) y 49 kDa
(Aspergillus niger). Por su parte Yamamoto et al. (1995) reporta para una de las enzimas del
complejo celulasa de Aspergillus niger IFO 31125 un peso molecular aproximado de 40 kDa.
Debido a que la actividad registrada en el filtrado (F1) no es despreciable, indica que existen
enzimas de este complejo enzimatico con pesos moleculares menores a 30 kDa.

Finalmente durante el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de tubos Centriplus con

una membrana de 10 kDa de cut - off, se obtuvo tanto para la muestra correspondiente al segundo
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diafiltrado del retenido (D2 R1) como para la muestra correspondiente al filtrado (F1) una
actividad celulasa de 20,07 £ 1,09 U/mg proteina y 0,81 + 0,53 U/mg proteina, respectivamente.
Esto indica que casi la totalidad de la enzima queda retenida mediante el uso de esta membrana.
Este resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001) quienes indican que existen
enzimas del complejo con pesos moleculares que oscilan, dependiendo de la especie de
Aspergillus entre 12,5 kDa (Aspergillus fumigatus) y 29 kDa (Aspergillus nidulans). Debido a
que la actividad registrada en el filtrado (F1) es muy pequefia y se puede despreciar, ya que en la
literatura no se tienen indicios de enzimas de este complejo con pesos moleculares inferiores a 10
kDa.

Para xilanasa, el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de tubos Centriplus con una
membrana de 50 kDa de cut - off, en la muestra correspondiente al tercer diafiltrado del cuarto
retenido (D3 R3) se obtuvo una actividad xilanasa de 60,26 + 3,55 U/mg proteina. Al ser mayor
esta actividad en comparacion a la que se obtuvo en la etapa de microfiltracion; indica que la
enzima xilanasa de Aspergillus ficuum queda retenida mediante el uso de esta membrana. Este
resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001) quienes indican que los pesos
moleculares de parte de las enzimas que forman parte del complejo xilanasa oscilan, dependiendo
de la especie de Aspergillus, entre 52 kDa (Aspergillus aculeatus) y 90 kDa (Aspergillus
fumigatus).

Por otra parte, la muestra correspondiente al cuarto filtrado (F3) presenta una actividad nada
despreciable (24,35 £+ 0,40 U/mg proteina), lo cual indica que parte de las enzimas de este
complejo enzimatico tienen pesos moleculares inferiores a 50 kDa.

Continuando con xilanasa, durante el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de

tubos Centriplus con una membrana de 30 kDa de cut - off, se obtuvo, tanto para la muestra
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correspondiente al tercer diafiltrado del retenido (D3 R1), como para la muestra correspondiente
al filtrado (F1) una actividad xilanasa de 31,51 + 2,46 U/mg proteina y 8,17 + 0,30 U/mg
proteina, respectivamente. Esto indica que una gran parte de la enzima queda retenida mediante
el uso de esta membrana. Este resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001)
quienes indican que existen enzimas del complejo con pesos moleculares que oscilan,
dependiendo de la especie de Aspergillus entre 30 kDa (Aspergillus sydowii) y 46,5 kDa
(Aspergillus oryzae). Por su parte Zhaoxin et al. (2008) reportan para una de las enzimas del
complejo xilanasa de Aspergillus ficuum AF - 98 un peso molecular aproximado de 35 kDa.
Debido a que la actividad registrada en el filtrado (F1) no es despreciable, indica que existen
enzimas de este complejo enzimatico con pesos moleculares menores a 30 kDa.

Finalmente durante el proceso de ultrafiltracion realizado mediante el uso de tubos Centriplus con
una membrana de 10 kDa de cut - off, se obtuvo tanto para la muestra correspondiente al segundo
diafiltrado del retenido (D2 R1) como para la muestra correspondiente al filtrado (F1) una
actividad celulasa de 20,00 + 1,35 U/mg proteina y de 2,26 + 1,13 U/mg proteina,
respectivamente. Esto indica que casi la totalidad de la enzima queda retenida mediante el uso de
esta membrana. Este resultado es esperable, de acuerdo a De Vries y Visser (2001) quienes
indican que existen enzimas del complejo con pesos moleculares que oscilan, dependiendo de la
especie de Aspergillus entre 10 kDa (Aspergillus fumigatus) y 29 kDa (Aspergillus kawachii). Por
su parte Fang et al. (2008) reportan para una de las enzimas del complejo xilanasa de Aspergillus
carneus M 34 un peso molecular aproximado de 18,8 kDa.

Debido a que la actividad registrada en el filtrado (F1) es baja, se puede despreciar ya que de
acuerdo a la literatura no se han reportado enzimas de este complejo con pesos moleculares

inferiores a 10 kDa.
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5.3 Caracterizacion de los extractos enzimaticos respecto al pH y temperatura. En relacion
a los resultados obtenidos durante el estudio de caracterizacion de las enzimas fitasa, celulasa y
xilanasa de acuerdo al pH y temperatura, se observa que:

Para el extracto ultrafiltrado de enzima fitasa (D3), se obtuvo un pH oOptimo de 5,0 en las
condiciones de trabajo realizadas. Dicho pH dptimo es reportado también por Drotakova et al.
(1997) pero para una fitasa de Aspergillus niger, por su parte Duvnjak y Al - Asheh (1994)
reportaron un pH 6ptimo de 4,7 para una fitasa de Aspergillus carbonarius NRC 401121, en tanto
que Howson y Davis (1983) reportaron para una fitasa de Aspergillus ficuum NRRL 3135 (DSM
932) dos pH’s optimos, uno a 2,0 y otro a 5,5, aunque ellos explican posteriormente que el pH
optimo a 2,0 se debe a una fosfatasa acida no especifica que enmascara la actividad fitasa que a
ese pH igual existe pero es muy baja y que el pH éptimo de 5,5 es el que corresponde a fitasa.
Cabe destacar que la actividad enzimatica en el pH dptimo es un 31% mayor que la obtenida al
pH de trabajo (5,15) y que la enzima es estable en el rango de pH’s comprendidos entre 4,5y 5,5.
Respecto a la temperatura Optima de este extracto enzimatico, esta alcanz6 los 60°C en las
condiciones de trabajo realizadas. Dicha temperatura 6ptima es menor a la reportada por Walsh y
Casey (2003) para la fitasa de Aspergillus niger que fue de 65°C y mayor a la reportada por
Duvnjak y Al - Asheh (1994) para una fitasa de la cepa Aspergillus carbonarius NRC 401121
que fue de 53°C y a la reportada por Howson y Davis (1983) para una fitasa de Aspergillus
ficuum NRRL 3135 (DSM 932) que fue de 55°C.

Cabe destacar que la actividad enzimatica a la temperatura Optima es un 80% mayor que la
obtenida a la temperatura de trabajo (55°C) y que la enzima es estable en el rango de

temperaturas comprendidas entre 50°C y 70°C.
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Para el extracto ultrafiltrado de celulasa (R3 y F3), se obtuvo en ambos un pH éptimo de 7,0 en
las condiciones de trabajo realizadas. Dicho pH Optimo es reportado por Yamamoto et al. (1995)
quienes determinaron que el pH 6ptimo de una de las enzimas del complejo celulasa de
Aspergillus niger IFO 31125 oscila entre 6,0 y 7,0.

Cabe destacar que la actividad enzimatica en el pH éptimo es un 20% mayor que la obtenida al
pH de trabajo (9,0) y que la enzima es estable en el rango de pH’s comprendidos entre 6,0 y 9,0.
Respecto a la temperatura éptima de este extracto enzimatico, esta alcanz6 los 60°C en las
condiciones de trabajo realizadas. Dicha temperatura Optima es menor a la reportada por
Yamamoto et al. (1995) quienes determinaron que la temperatura 6ptima de una de las enzimas
del complejo celulasa de Aspergillus niger IFO 31125 es de 70°C.

Cabe destacar que la actividad enzimatica a la temperatura éptima es un 10% mayor que la
obtenida a la temperatura de trabajo (50°C) y que la enzima es estable en el rango de
temperaturas comprendidas entre 45°C y 65°C.

Para el extracto ultrafiltrado de xilanasa (R3 y F3), se obtuvo en ambos un pH 6ptimo de 5,4 en
las condiciones de trabajo realizadas. Dicho pH 6ptimo es mayor al reportado por Zhaoxin et al.
(2008) quienes determinaron que el pH éptimo de una de las enzimas del complejo xilanasa de
Aspergillus ficuum AF - 98 es de 5,0 y menor al reportado por Fang et al. (2008) quienes
determinaron que el pH optimo de una de las enzimas del complejo xilanasa de de Aspergillus
carneus M 34 es de 6,0.

Cabe destacar que la actividad enzimatica en el pH 6ptimo correspondié al pH de trabajo (5,4) y
que la enzima es estable en el rango de pH’s comprendidos entre 5,0 y 6,0.

Respecto a la temperatura 6ptima de este extracto enzimatico, esta alcanzo los 45°C en las

condiciones de trabajo realizadas. Dicha temperatura Optima es reportada por Zhaoxin et al.
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(2008) para una de las enzimas del complejo xilanasa de Aspergillus ficuum AF - 98, por su parte
Fang et al. (2008) determinaron que la temperatura éptima de una de las enzimas del complejo
xilanasa de de Aspergillus carneus M 34 es de 50°C.

Cabe destacar que la actividad enzimatica a la temperatura 6ptima es un 10% mayor que la
obtenida a la temperatura de trabajo (50°C) y que la enzima es estable en el rango de

temperaturas comprendidas entre 40°C y 55°C.
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6. CONCLUSIONES

La produccion, tanto de fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa de la cepa Aspergillus ficuum
DSM 932, es factible de llevar a cabo mediante una SSF, con un medio solido a base de
torta de canola.

La produccion, tanto de fitasa, celulasa, xilanasa y proteasa de la cepa Aspergillus ficuum
DSM 932, es factible de llevar a cabo mediante una SSF, con un medio solido a base de
pomaza de cranberry.

Las técnicas de microfiltracion y ultrafiltracion (diafiltracion) aplicadas, son adecuadas
para lograr un extracto semipurificado y concentrado tanto de fitasa, celulasa y xilanasa
proveniente de un cultivo de Aspergillus ficuum en medio s6lido de torta de canola.

La enzima fitasa obtenida queda retenida al ultrafiltrar el extracto por una membrana de
100 kDa de cut - off y ello indicaria que la enzima tiene un peso molecular aproximado
de 100 kDa.

Tanto las enzimas celulasa como xilanasa quedan retenidas al ultrafiltrar el extracto por
tubos Centriplus con membranas de 50 kDa, 30 kDa y 10 kDa de cut - off, lo que
indicaria que las enzimas de ambos complejos tienen pesos moleculares que oscilan entre
10 kDa y < 100 kDa.

La enzima fitasa tiene un pH 6ptimo de 5,0 y una temperatura 6ptima de 60°C, en tanto
que el complejo celulasa tiene un pH éptimo de 7,0 y una temperatura 6ptima de 60°C,
por su parte el complejo xilanasa tiene un pH dptimo de 5,4 y una temperatura 6ptima de

45°C.
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7. PROYECCIONES

En sintesis, producto de los resultados obtenidos; el trabajo desarrollado en la presente tesis
muestra una gran proyeccion a futuro, ya que la produccién de enzimas mediante SSF usando
como sustratos subproductos y desechos de la agroindustria como por ejemplo fitasa se ha visto
cada vez mas favorecida, al mejorar la utilizacion de varios nutrientes (minerales, aminoacidos,
energia), ayudar en la disminucién de costos, disminuyendo el grado de polucion ambiental
(menor eliminacién de Pi en efluentes). De igual forma la utilizacion de celulasas, xilanasas y

proteasas en diversos procesos industriales tiene gran proyeccion hoy en dia.
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9. ANEXOS

9.1 Produccidn de las enzimas fitasas, celulasas, xilanasas y proteasas de la cepa Aspergillus

ficuum DSM 932 mediante SSF en torta de canola y pomaza de cranberry.

9.1.1 Proteinas totales.

Tabla 14. Curva calibracion ensayo proteinas totales.

Proteina Total
TUBO (ug/mL) Aso
1 120,00 0,469
2 100,00 0,406
3 80,00 0,362
4 60,00 0,273
5 40,00 0,171
6 20,00 0,083
Blanco 0,00 0,000

0,6

0,4

A 750

0,2+

y = 0,004x + 0,0116
R?=0,9883
0,0 - &

T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Proteina Total (ng/mL)

Figura 31. Grafico curva calibracion determinacion proteinas totales.



Tabla 15. Determinacion proteinas torta canola (extractos crudos).*

Tiempo (h) Pmtel(rrfg-/rrﬁg Neta

0 0,00 £0,18

24 2,10+£0,18

48 2,25+0,18

72 2,50+£0,18

96 2,50+0,18
120 2,50+£0,18
144 2,50+0,18

* Dilucién muestras (1:500).

Tabla 16. Determinacion proteinas pomaza cranberry (extractos crudos).*

Tiempo (h) Pmtel(rr]r?g-/rrﬁg Neta
0 0,00 £0,01
24 0,28 £0,01
48 0,27 +0,01
72 0,29 £0,01
96 0,27 +0,01

120 0,27 +0,01
144 0,28 £0,01
168 0,27 +0,01
192 0,28 £0,01
216 0,29 £ 0,01
240 0,29 £0,01
264 0,30 £0,01
288 0,29 £ 0,01
312 0,29 £0,01
336 0,28 £ 0,01

* Dilucion muestras (1:10).



9.1.2 Fitasas.
Tabla 17. Curva de calibracién ensayo de actividad fitasa.
N° TUBO | Pi (umol/ml) Ass0
1 1,00 1,242
2 0,83 1,086
3 0,60 0,798
4 0,40 0,553
5 0,30 0,419
6 0,20 0,264
7 0,10 0,141
8 0,08 0,112
9 0,04 0,059
Blanco 0,00 0,000
1,4 -
1,2 "
1,0 S
o 0,8 4
8
< 0,6

0,4

0,2 +

0,0 +

y =1,2657x + 0,0181
R?=0,9976

0,0 0,2 04

0,6

[Pi] (umol/mL)

08 1,0 1.2

Figura 32. Graéfico curva de calibracion ensayo de actividad fitasa.
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Tabla 18. Evolucion de la actividad total y especifica neta fitasa en torta canola (EC).*

79

Tiempo (h) | Actividad Total Neta | Proteina Total Neta | Actividad Especifica Neta
(FTU/g sustrato) (mg/mL) (FTU/mg proteina)

0 0,00 £ 0,59 0,00 £0,18 0,00 £ 0,00

24 4,58 +1,12 2,10+£0,18 2,18 + 0,56

48 13,12 +1,52 2,25+0,18 5,83+0,82

72 33,96 +1,52 2,50+0,18 13,58 + 1,15

96 31,04 +1,12 2,50+0,18 12,42 £ 1,00
120 30,62 £ 0,59 2,50+0,18 12,25+ 0,91
144 30,00 +1,12 2,50+0,18 12,00 £ 0,97

* Dilucion muestras (1:500); EC = extractos crudos.

Tabla 19. Evolucién de la actividad total y especifica neta fitasa en pomaza cranberry

(EC).*
Tiempo Actividad Total | Proteina Act,i\_/idad
() Neta Total Neta Especifica Ne,ta
(FTU/g sustrato) | (mg/mL) | (FTU/mg proteina)
0 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,00
24 0,056+0,01 0,28 £0,01 0,18 £ 0,04
48 0,16 £ 0,02 0,27 £0,01 0,59 + 0,08
72 0,27 £ 0,01 0,29 £ 0,01 0,93 + 0,05
96 0,44 + 0,02 0,27 £ 0,01 1,63£0,10
120 0,65 £ 0,02 0,27 £ 0,01 2,41 +0,12
144 0,82 + 0,02 0,28 + 0,01 2,93+0,13
168 0,94 £ 0,01 0,27 £ 0,01 3,48 +0,13
192 1,13+0,01 0,28 £0,01 4,04 £0,15
216 1,29 + 0,01 0,29 £0,01 4,45 +0,16
240 1,44 £ 0,01 0,29 £ 0,01 4,97 + 0,17
264 1,61+0,01 0,30+ 0,01 5,37 +£0,18
288 1,63 +0,01 0,29 £ 0,01 5,62 £ 0,20
312 1,62 £0,01 0,29 £ 0,01 5,59 £ 0,20
336 1,60 £ 0,01 0,28 + 0,01 5,71+0,21

* Dilucion muestras (1:10); EC = extractos crudos.



9.1.3 Celulasas.

Tabla 20. Curva de calibracién para ensayo actividad celulasa.

N° TUBO Glucosa (mg/mL) Asio
1 0,75 0,834

2 0,50 0,575

3 0,25 0,289

4 0,20 0,233
5 0,10 0,114
Blanco 0,00 0,000

A 510

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2 - y =1,1162x + 0,006
R’ = 0,9994

0,0

T T T T T T T v T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Glucosa (mg/mL)

Figura 33. Grafico curva de calibracion ensayo de actividad celulasa.
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Tabla 21. Evolucion de la actividad total y especifica neta celulasa en torta canola (EC).*

Tiempo Actividad Proteina Total | Actividad Especifica
(h) Total Neta Neta (mg/mL) | Neta (U/mg proteina)
(U/g sustrato)
0 0,00 £1,17 0,00 £0,18 0,00 £ 0,00
24 23,32 +1,17 2,10+0,18 11,10+ 1,10
48 37,42 £ 0,94 2,25+0,18 16,63 £ 1,39
72 22,05+0,94 2,50+£0,18 8,82+0,74
96 14,55 + 1,17 2,50£0,18 5,82+ 0,63
120 9,15+ 1,17 2,50 £0,18 3,66 £ 0,54
144 7,05+1,17 2,50+£0,18 2,82+£0,51

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.

Tabla 22. Evolucion de la actividad total y especifica neta celulasa en pomaza cranberry

(EC).*
Actividad Proteina

Tiempo| Total Neta Total Neta | Actividad Especifica

(h) (U/g sustrato) (mg/mL) Neta (U/mg proteina)
0 0,00 £0,13 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,00
24 0,17+ 0,13 0,28 + 0,01 0,61 +0,47
48 0,33+0,13 0,27 £ 0,01 1,22 +0,48
72 0,59 +0,13 0,29 + 0,01 2,03+0,45
96 4,50 +0,19 0,27 +0,01 16,67 + 0,94
120 4,25 +0,19 0,27 £ 0,01 15,74 £ 0,91
144 4,83 +0,19 0,28 + 0,01 17,25+ 0,92
168 4,50 +£0,19 0,27 £ 0,01 16,67 + 0,94
192 3,92+0,13 0,28 + 0,01 14,00 + 0,68
216 2,49 £ 0,13 0,29 £ 0,01 8,59 + 0,54
240 516 +£0,19 0,29 £ 0,01 17,79 £ 0,90
264 2,91+0,19 0,30+ 0,01 9,70 + 0,71
288 0,59 +£0,13 0,29 £ 0,01 2,03 +0,45
312 0,83+0,19 0,29 £ 0,01 2,86 £ 0,66
336 0,42 +£0,19 0,28 £ 0,01 1,50 + 0,68

* Dilucion muestras (1:10); EC = extractos crudos.



9.1.4 Xilanasas.

Tabla 23. Curva de calibracion ensayo xilanasa.

N° TUBO Xilosa (mg/mL) Asio
1 0,75 0,920

2 0,50 0,642

3 0,30 0,375

4 0,20 0,244

5 0,10 0,129
Blanco 0,00 0,000

A 510

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2 4

0,0

y = 1,2378x + 0,0033
R’ = 0,999

1

0,0 0,2

T
0,4

Xilosa (mg/mL)

0,6

0,8

1,0

Figura 34. Grafico curva de calibracion ensayo de actividad xilanasa.
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Tabla 24. Evolucion de la actividad total y especifica neta xilanasa en torta canola (EC).*

: Actividad Proteina - -
Tuzrr]r;po Total Neta | Total Neta Iﬁé::;\l(lg?r?}gES?g(t:g:;
(U/g sustrato) | (mg/mL)
0 0,00£1,39 | 0,00+0,18 0,00 £ 0,00
24 6,00£1,39 | 2,10+£0,18 2,86 £0,71
48 58,42+1,39 | 225+0,18 25,96 + 2,17
72 68,47 +1,39 | 250+0,18 27,39 + 2,05
96 160,35+1,39 | 2,50+ 0,18 64,14 + 4,65
120 [125,92+1,39 | 2,50+0,18 50,37 + 3,67
144 83,92+139 | 250+0,18 33,57 £2,48

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.

Tabla 25. Evolucion de la actividad total y especifica neta xilanasa en pomaza cranberry

(EC).*
Tiempo Actividad Proteina Act’i\_/idad
h) Total Neta | Total Neta | Especifica I\!eta
(U/g sustrato) | (mg/mL) | (U/mg proteina)
0 0,00 £0,03 |0,00+0,01 0,00 £ 0,00
24 0,08 +0,03 |0,28+0,01 0,29+0,11
48 0,11+0,02 |0,27+0,01 0,41+ 0,08
72 0,10+ 0,03 |0,29+0,01 0,34 +0,10
96 0,80+0,03 [0,27+0,01 2,96 £ 0,16
120 0,75+0,03 |0,27 +0,01 2,78 0,15
144 0,80+0,03 [0,28+0,01 2,86 + 0,15
168 0,83+0,02 [0,27+0,01 3,07+0,14
192 0,71+0,03 |0,28+0,01 2,54 +0,14
216 0,69+0,03 [0,29+0,01 2,38+0,13
240 0,66 +0,03 |0,29+0,01 2,28+0,13
264 0,88+0,03 [0,30+0,01 2,93+0,14
288 0,67+0,03 |0,29+0,01 2,31+0,13
312 0,63+0,03 [0,29+0,01 2,17 +0,13
336 0,60+0,03 [0,28+0,01 2,14+ 0,13

* Sin dilucién; EC = extractos crudos.



9.1.5 Proteasas.

Tabla 26. Evolucion de la actividad neta de proteasa en torta canola (EC).*

Actividad Proteasa Neta

Tiempo (h) (UIL)
0 0,00 £ 141,42
24 300,00 £ 180,28
48 550,00 + 141,42
72 1750,00 £ 180,28
96 2700,00 + 141,42
120 3600,00 + 223,61
144 3950,00 + 180,28

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.

Tabla 27. Evolucion de la actividad especifica neta de proteasa en torta canola (EC).*

Actividad Especifica Proteasa Neta

Tiempo (h) (U/mg proteina)

0 0,00 £ 0,00
24 1,12 +£0,12
48 1,16 £ 0,10
72 1,52 +0,12
96 1,90+0,14
120 2,26 +0,18
144 2,44 £ 0,19

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.



Tabla 28. Evolucion de la actividad neta de proteasa en pomaza cranberry (EC).*

Tiempo (h) Actividad Proteasa Neta
(U/L)

0 0,00 + 141,42
24 100,00 + 141,42
48 250,00 + 141,42
72 250,00 + 141,42
96 650,00 + 180,28
120 700,00 + 141,42
144 1200,00 + 180,28
168 1350,00 + 111,80
192 2350,00 + 141,42
216 2350,00 + 141,42
240 2650,00 +£ 111,80
264 2750,00 + 111,80
288 3750,00 +£ 111,80
312 3800,00 + 180,28
336 4000,00 + 111,80

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.



Tabla 29. Evolucién de la actividad especifica neta de proteasa en pomaza cranberry
(EC).*

Tiempo (h) Actividad Especifica I?roteasa
Neta (U/mg proteina)

0 0,00 £ 0,00

24 8,39 £ 0,47

48 9,25+ 0,50

72 8,62 £ 0,46

96 10,74 £ 0,68

120 10,93 +0,55

144 12,32 £ 0,69

168 13,33+ 0,53

192 16,43 £ 0,69

216 15,86 + 0,65

240 16,90 £ 0,61

264 16,67 £ 0,58

288 20,69 £ 0,73

312 20,86 = 0,89

336 22,32 +0,82

* Dilucion muestras (1:50); EC = extractos crudos.



9.2 Caracterizacion enzima fitasa, celulasa y xilanasa respecto al pH y temperatura.

9.2.1 Caracterizacion fitasa.

Tabla 30. Caracterizacion fitasa respecto al pH.

Muestras (1:500) | Actividad Especifica (FTU/mg proteina)
D3 (pH = 2,0) 561+1,21
D3 (pH = 2,5) 8,62 + 0,47
D3 (pH = 3,0) 10,22 +1,24
D3 (pH = 3,5) 14,42 + 0,90
D3 (pH = 4,0) 23,04 +1,04
D3 (pH = 4,5) 35,06 + 1,57
D3 (pH = 5,0) 52,09 + 1,80
D3 (pH =5,15) 39,66 + 1,39
D3 (pH =5,5) 34,26 +1,72
D3 (pH = 6,0) 23,44 +1,38
D3 (pH = 6,5) 14,02 + 1,27
D3 (pH = 7,0) 9,41 + 0,84
D3 (pH = 7,5) 521+ 0,81

Tabla 31. Caracterizacidn fitasa respecto a la temperatura.

Muestras (1:500) | Actividad Especifica (FTU/mg proteina)
D3 (30°C) 8,69 + 0,83
D3 (35°C) 15,63 + 1,83
D3 (40°C) 16,40 +£ 1,84
D3 (45°C) 26,62 + 2,34
D3 (50°C) 33,56 +1,70
D3 (55°C) 38,96 + 1,98
D3 (60°C) 70,21 + 2,93
D3 (65°C) 47,65 + 2,22
D3 (70°C) 34,95+ 1,74
D3 (75°C) 24,69 + 1,47
D3 (80°C) 15,24 + 1,29
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9.2.2 Caracterizacion celulasa.

Tabla 32. Caracterizacion celulasa respecto al pH.

Muestras (1:50) | Actividad Especifica (U/mg proteina)
R3 (pH =3,0) 5,64 + 0,30
F3 (pH =3,0) 2,95+0,31
R3 (pH = 4,0) 10,14 + 0,22
F3 (pH = 4,0) 7,21+0,32
R3 (pH = 5,0) 15,70 + 0,34
F3 (pH = 5,0) 10,67 + 0,32
R3 (pH = 6,0) 23,87 + 0,40
F3 (pH = 6,0) 15,53 + 0,23
R3 (pH = 7,0) 25,19 + 0,47
F3 (pH=7,0) 16,04 + 0,23
R3 (pH = 8,0) 22,92 + 0,45
F3 (pH = 8,0) 14,12 + 0,23
R3 (pH = 9,0) 20,96 + 0,37
F3 (pH = 9,0) 12,70 + 0,22
R3 (pH = 10,0) 10,90 + 0,31
F3 (pH = 10,0) 6,90 0,21
R3 (pH = 11,0) 3,76 £ 0,19
F3 (pH = 11,0) 1,52 +0,31
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Tabla 33. Caracterizacion celulasa respecto a la temperatura.

Muestras Actividad Especifica (U/mg
(1:50) proteina)
R3 (45°C) 13,40 + 0,24
F3 (45°C) 8,03+0,42
R3 (50°C) 21,05+ 0,44
F3 (50°C) 12,62 £ 0,25
R3 (55°C) 18,79 + 0,36
F3 (55°C) 11,41 £ 0,25
R3 (60°C) 23,22 £ 0,39
F3 (60°C) 14,25 £ 0,21
R3 (65°C) 11,89 + 0,23
F3 (65°C) 7,43 +0,22
R3 (70°C) 8,11+0,21
F3 (70°C) 4,47 +0,21
R3 (75°C) 5,56 + 0,30
F3 (75°C) 2,64 +0,31
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9.2.3 Caracterizacion xilanasa.

Tabla 34. Caracterizacion xilanasa respecto al pH.

Muestras (1:50) | Actividad Especifica (U/mg proteina)
R3 (pH = 3,0) 6,17 + 0,26
F3 (pH = 3,0) 2,59 £ 0,26
R3 (pH = 3,5) 9,72 + 0,27
F3 (pH = 3,5) 5,45 + 0,26
R3 (pH = 4,0) 14,51 + 0,29
F3 (pH = 4,0) 10,38 + 0,28
R3 (pH =4,5) 20,95+ 0,43
F3 (pH = 4,5) 15,96 + 0,30
R3 (pH =5,0) 30,53 +0,49
F3 (pH =5,0) 21,80 + 0,34
R3 (pH = 5,4) 35,08 + 0,43
F3 (pH =5,4) 24,27 +0,36
R3 (pH = 6,0) 27,50 + 0,37
F3 (pH = 6,0) 17,79 +0,31
R3 (pH = 6,5) 18,30 + 0,42
F3 (pH =6,5) 10,64 + 0,28
R3 (pH = 7,0) 10,47 + 0,27
F3 (pH =7,0) 6,88 + 0,26




Tabla 35. Caracterizacion xilanasa respecto a la temperatura.

Muestras (1:50) | Actividad Especifica (U/mg proteina)
R3 (30°C) 19,84 + 0,28
F3 (30°C) 10,30 £ 0,27
R3 (35°C) 22,69+ 0,30
F3 (35°C) 11,58 + 0,18
R3 (40°C) 26,28 + 0,31
F3 (40°C) 13,78 £ 0,29
R3 (45°C) 38,30 £ 0,37
F3 (45°C) 24,86 + 0,36
R3 (50°C) 34,84 £ 0,36
F3 (50°C) 23,95+ 0,35
R3 (55°C) 27,90 + 0,32
F3 (55°C) 19,95 + 0,33
R3 (60°C) 17,98 + 0,19
F3 (60°C) 9,78 + 0,27
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9.3 Preparacion reactivos usados en los ensayos para la determinacion de actividad fitasa,

celulasa, xilanasa y proteasa.

Cuadro 6. Preparacion reactivos ensayo actividad fitasa.

Buffer acetato 0,2 M pH = 5,15 (para 1 L): Se pesan 11,772 g de acetato de sodio
anhidro, luego se disuelve con un poco de H,O destilada y luego se le agregan 3,23 mL
de acido acético glacial y se afora finalmente a 1 L con H,O destilada.

Disolucion stock N° 1 KH,PO,4 0,1 M (para 50 mL): Se pesan 0,6805 g de KH,POy,
finalmente se disuelve y se afora a 50 mL con buffer acetato 0,2 M pH = 5,15.

Disolucion stock N° 2 KH,PO, 2 pmol/mL (para 200 mL): Se toman 4 mL de la
disolucién stock N° 1 de KH,PO,4 0,1 M y se afora finalmente a 200 mL con buffer
acetato 0,2 M pH =5,15.

Disolucion MgSO, 0,1 M (para 100 mL): Se pesan 2,465 g de MgSO4 x 7 H,0,
finalmente se disuelve y se afora a 100 mL con buffer acetato 0,2 M pH = 5,15.

Disolucion acido fitico 6,82 mM (para 100 mL): Se pesan 0,63 g de acido fitico,
finalmente se disuelve y se afora a 100 mL con buffer acetato 0,2 M pH = 5,15 (debe
prepararse el mismo dia en que se realiza el analisis).

Disolucion &cido tricloroacético (TCA) al 10 % p/v (para 100 mL): Se pesan 10 g de
TCA, finalmente se disuelve y se afora a 100 ml con H,O destilada.

Reactivo Taussky - Shorr (para 200 mL): Se agregan 20 mL de una disolucién stock
de molibdato de amonio al 10 % en &cido sulfarico 10 N, luego se agregan 150 mL de
H.O destilada, posteriormente se agregan 10 g de FeSO,4 x 7 H,0, finalmente se disuelve
y se afora a 200 mL con H,0O destilada (debe prepararse el mismo dia en que se realiza el
analisis).




Cuadro 7. Preparacion reactivos ensayo actividad celulasa.
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Buffer glicina - NaOH 0,05 M pH = 9,0 (para 1 L): Se pesan 3 g de glicina y luego se
disuelve con un poco de H,0O destilada, luego se adicionan 0,4 g de NaOH, finalmente se
disuelve y se aforaa 1 L con H,O destilada.

Disolucion carboximetilcelulosa al 1% p/v en buffer glicina - NaOH (para 100 mL):
Se pesan 1 g de carboximetilcelulosa (CMC) y se agregan 50 mL de buffer glicina -
NaOH 0,05 M pH = 9,0 con calentamiento y agitacién constante para disolver el CMC,
finalmente se afora a 100 mL con el mismo buffer.

Disolucion acido tricloroacético (TCA) 0,3 M (para 200 mL): Se pesan 9,8 g de TCA,
finalmente se disuelve y se afora a 200 mL con H,O destilada.

Reactivo DNS (para 500 mL): Se agregan 100 mL de NaOH 2 N, luego se agregan 50
mL de una disolucion de DNS al 1% en H,0O destilada tibia (0,5 g en 50 mL),
posteriormente se agregan 200 mL de H,O destilada para aumentar el volumen y después
se agregan 150 g de tartrato de potasio y sodio tetrahidratado, finalmente se disuelve y se
afora hasta 500 mL con H,O destilada.

Cuadro 8. Preparacion reactivos ensayo actividad xilanasa.

Buffer citrato 0,05 M pH = 54 (para 1 L): Se pesan 1,96 g de &cido citrico
monohidratado y luego se disuelve con un poco de H,O destilada, luego se adicionan
11,96 g de citrato de sodio dihidratado, finalmente se disuelve y se aforaa 1 L con H,O

destilada.

Disolucion Birchwood xilano al 0,5 % p/v en buffer citrato (para 100 mL): Se pesan
0,5 g de Birchwood xilano y se agregan 50 mL de buffer citrato 0,05 M pH = 5,4 con
calentamiento y agitacion constante para disolver el soluto, finalmente se afora a 100 mL
con el mismo buffer.

Disolucion acido tricloroacetico (TCA) 0,3 M (para 200 mL): Se prepara de igual
forma que para el ensayo celulasa.

Reactivo DNS (para 500 mL): Se prepara de igual forma que para el ensayo celulasa.




Cuadro 9. Preparacion reactivos ensayo actividad proteasa.

Buffer acetato 0,1 M pH = 4,0 (para 1 L): Se pesan 1,26 g de acetato de sodio
anhidro, luego se disuelve con un poco de H,O destilada y luego se le agregan 4,87
mL de &cido acético glacial y se afora finalmente a 1 L con H,O destilada.

Disolucion BSA al 1 % p/v en buffer acetato (para 10 mL): Se toman 2 ml de una
disolucion comercial de BSA al 5 % y se afora hasta 10 mL con buffer acetato 0,1 M
pH =4,0.

Disolucion acido tricloroacético (TCA) al 10 % p/v (para 100 mL): Se pesan 10 g
de TCA, finalmente se disuelve y se afora a 100 ml con H,O destilada.

Cuadro 10. Preparacion reactivos determinacion proteinas totales.
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Disolucion A (Na,CO3; x 10 H,0 al 2 % p/v en NaOH 0,1 N) (para 500 mL): Se pesan
10 g de carbonato de sodio decahidratado, finalmente se disuelve y se afora a 500 mL con
NaOH 0,1 N.

Disolucion B1 (CuSO4 x 5 H,0O al 1% p/v) (para 100 mL): Se pesa 1 g de sulfato
clprico pentahidratado, finalmente se disuelve y se afora a 100 mL con H,O destilada.

Disolucion B2 (C4H4sOsKNa x 4 H,0 al 2 % p/v) (para 100 mL): Se pesa 1 g de tartrato
de potasio y sodio tetrahidratado, finalmente se disuelve y se afora a 100 mL con H,O
destilada.

Disolucion C: Se prepara en el momento en que realiza el analisis mezclando las
disoluciones A, B1 y B2 en proporcién 50: 0,5: 0,5 (en volumen).

Reactivo Folin - Ciocalteau: A partir de una disolucion comercial 2 N se diluye hasta 1 N
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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9.4 Preparacion dilucion muestras extractos enzimaticos. Todas las diluciones realizadas a
las muestras de extractos enzimaticos en los diferentes estudios de la presente tesis se realizaron

usando la siguiente formula:

Ejemplo: Calculo de diluciones para un volumen de 5 mL

e = mL de muestra original de extracto
N° veces diluida

9.5 Fotografias de cultivos de Aspergillus ficuum.

08Ch .oM
?.oM INNQTE

Fotografia 1. Esporas brotadas de la cepa Aspergillus ficuum DSM 932.



96

Fotografia 2. Crecimiento Aspergillus ficuum cepa DSM 932 mediante SSF en torta de

canola.
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