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RESUMEN

Aspergillus niger es el hongo mas empleado en la produccion de a amilasas
comerciales. El incremento de la actividad de esta enzima sera de mucha
utilidad en la industria de panificacion. En el presente estudio se realizd la
produccion y caracterizacion de a amilasas a partir de la fermentacion
submersa de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) en almidon de trigo
como sustrato. Se optimizo las condiciones de cultivo mediante la variacion de
la fuente de nitrégeno y su concentracion para alcanzar el rendimiento maximo
de la enzima. Se registré la mayor produccién de biomasa (10,57 g L) y mejor
actividad de la enzima (6,31 U mL" de proteina) luego de 7 dias incubacién a
25 °C y 160 rpm. Se utilizé un Disefio Central Compuesto (DCC) y el método
de superficie de repuesta (MRS) para identificar qué tipo de fuente de nitrégeno
generaba la mayor concentracion de biomasa y actividad de la enzima. Entre
las diferentes fuentes de nitrégeno utilizadas (extracto de levadura, peptona y
caseina), la adicion de un activador (CaClz 6,36 mM) y la purificacion
enzimatica mediante ultrafiltracién y precipitacion con sulfato de amonio, se
obtuvo el rendimiento maximo de la enzima en condiciones optimizadas. Bajo
las condiciones de cultivo optimizadas, es decir a partir del precipitado
enzimatico de la fermentaciéon con fuente de nitrégeno: 2 g L de extracto de
levadura (T1) y activador CaCl2 6,36 mM, la maxima produccién de biomasa
fue de 11,21 g L' y la mejor actividad de la a amilasa fue de 6,52 U mL* de
proteina. Las a amilasas purificadas y empleadas en la elaboracion de pan de
yema mejoraron las caracteristicas organolépticas de este producto,
comprobado mediante la evaluacion sensorial y degustacion del publico.

Palabras clave: Aspergillus niger, fermentacién submersa, a amilasas,

concentracion de biomasa, actividad enzimatica.



ABSTRACT

Aspergillus niger is the most commonly used fungus in the production of
commercial a-amylases. The increase in the activity of this enzyme will be very
useful in the baking industry. In the present study, the production and
characterization of a-amylases from the submerged fermentation of Aspergillus
niger van Tieghem (ATCC® 6275) in wheat starch as substrate was carried out.
The culture conditions were optimized by varying the nitrogen source and its
concentration to achieve the maximum vyield of the enzyme. The highest
biomass production (10.57 g L*) and better enzyme activity (6.31 U mL?
protein) was recorded after 7 days incubation at 25 ° C and 160 rpm. A Central
Composite Design (DCC) and surface response method (MRS) were used to
identify which type of nitrogen source generated the highest concentration of
biomass and enzyme activity. Among the different sources of nitrogen used
(yeast extract, peptone and casein), addition of an activator (6.36 mM CaCl)
and enzymatic purification by ultrafiltration and ammonium sulfate precipitation,
the maximum yield of the enzyme Under optimized conditions. Under the
optimized culture conditions, that is from the enzymatic precipitate of
fermentation with nitrogen source: 2 g L of yeast extract (T1) and 6.36 mM
CaCl: activator, the maximum biomass production was 11.21 g L** and the best
a-amylase activity was 6.52 U mL™* protein. The a-amylases purified and used
in the yolk breading improved the organoleptic characteristics of this product, as

evidenced by the sensorial evaluation and tasting of the public.

Keywords: Aspergillus niger, submerged fermentation, a-amylases, biomass

concentration, enzymatic activity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las industrias de procesamiento de alimentos de todo el mundo, buscan
satisfacer cada vez mas las exigencias de la creciente demanda del mercado.
Ademas, estan enfocadas en mantener principalmente la seguridad alimentaria

y el control de calidad de cada uno de sus productos (Floros et al., 2011).

La industria de panificacion ecuatoriana, constantemente busca mejorar su
calidad para entregar a sus clientes productos mas atractivos y conservar su
demanda o incrementarla (Boatella, Condoy y Lopez, 2012). La calidad del pan
depende de la mano de obra, pero también de los ingredientes que se utilizan
para su elaboracion como: harina de trigo, agua, levadura, huevos, manteca,
sal, entre otros (Boatella et al., 2014). La harina de trigo es uno de los
ingredientes que define con mayor grado la calidad del pan. Esta requiere un
alto contenido proteico de a y B amilasas las cuales hidrolizan los azucares
complejos del almidén de la harina en azucares sencillos, permitiendo una
correcta fermentacion por parte de microorganismos como Saccharomyces
cerevisiae encargados de llevar a cabo este proceso y del correcto leudado de

la masa (reposo de la masa a 24-27°C) (Cauvin, 2015).

Una concentracién optima de a amilasas en la harina de trigo permite una
mayor hidrolisis de los enlaces a-1,4 glucosidicos de las cadenas de los
azucares (amilosa y amilopectina) del almidon, aumentando considerablemente
el volumen y textura del pan luego del horneo, generando ademas una
porosidad de miga mas fina que retarda su envejecimiento y mejora las
caracteristicas organolépticas del mismo, por consiguiente, la produccién de a
amilasas es esencial para la conversion de los almidones en oligosacaridos
durante los procesos de gelatinizacion, dextrinizacion y sacarificacion del pan

(Cauvin, 2015; Soares, Tavora, Barcelos y Baroni, 2012).


https://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
https://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae

La obtencion de a amilasas se ha llevado a cabo utilizando varios tipos de
fermentaciones entre las que se mas destacan: la fermentacion submersa o en
estado liquido y la fermentacion en estado solido. La optimizacion de las
condiciones de fermentacion, en particular los parametros fisico-quimicos en
ambos tipos de fermentaciones, son muy importantes para el desarrollo de los
procesos fermentativos especialmente para estimular la viabilidad del proceso
total y disminuir los costos de produccion (Monteiro y Oliveira, 2012). La
fermentacion submersa a diferencia de la fermentaciobn en estado solido,
permite producir una mayor cantidad de a amilasas de forma mas eficiente,
debido a que existe una mejor transferencia de materia y energia, ademas de
un mejor control de los pardmetros fisico-quimicos (pH, temperatura,
termostabilidad, aireacion, agitacion y concentracion de las fuentes de carbono
y nitrégeno) (Kriaa y Kammoun, 2016; Moreno, Moral, Garcia, Pascual y
Bernal, 2014).

Gracias a la termoestabilidad de las enzimas a amilasas, se pueden mantener
las propiedades requeridas: textura, esponjosidad y flexibilidad de la masa del
pan, durante y después del horneo, llegando a soportar incluso temperaturas
de 85 a 180 °C (Soares et al., 2012; Sudarram y Krishna, 2013). Es asi que, las
a amilasas utilizadas en la industria del almidén deben presentar las siguientes
caracteristicas: estar activas, estables a pH bajo y tener un costo asequible
para su uso a gran escala, caracteristicas obtenidas en su mayoria por
fermentacién submersa a partir de ciertos microorganismos (Soares et al.,
2012).

En la actualidad, una gran cantidad de microorganismos se destina a la
produccion comercial de amilasas aplicadas en la hidrélisis del almidon en
procesos industriales de refinamiento de este polisacarido. Las especies como
Aspergillus y Rhizopus son las mas importantes dentro del grupo de los hongos
filamentosos para la obtencién de amilasas. Para la produccion a gran escala
de estas enzimas, se han utilizado los siguientes microorganismos: Aspergillus

niger, A. awamori, A. orizae. Humicola insolens, Fusarium oxysporum,



Trichoderma viridae y Mucor posillus. Los microorganismos estudiados para la
produccion de a amilasas son: Aspergillus niger, A. saitri, A. fumigatus, A.
foetidus, A. terreus y Rizhopus delemar obteniendo un mayor rendimiento a
partir de las especies de Aspergillus niger, A. sp, Endomyces y Rizhopus
(Gupta, 2016; Soares et al., 2012).

Aspergillus niger ha sido ampliamente utilizado para la produccion de enzimas
durante siglos, esto se debe a su alta capacidad de proliferacion y produccién
de enzimas extracelulares como es el caso de las a amilasas (Soares et al.,
2012). Segun Tiwari y otros (2015); Aspergillus niger por su poder hidrolitico, su
tolerancia a la acidez (pH <3), e inhibicion de la proliferacion bacteriana, es un
excelente candidato para la produccion de a amilasas de gran utilidad en la
industria de panificacion. Dicho hongo no sélo produce a amilasas sino mas de
40 enzimas de interés industrial, siendo considerado una de las pocas especies
del reino Fungi clasificado como GRAS (generalmente reconocidos como
seguros) por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) (FDA, 2012; Soares et al., 2012).

En un estudio realizado por Suganthi y otros (2011); comprobaron la obtencién
de a amilasas a partir del aislamiento y fermentacion liquida de una de las
cepas (BAN3E) de Aspergillus niger proveniente de desechos industriales ricos
en almidon, concluyendo que esta enzima tras su purificacién podria utilizarse

en la elaboracion de productos de panificacion.

Estudios realizados por Caballero, Gomez y Roseli (2012); han demostrado
que; la adicién de enzimas de origen fungico como las a-amilasas, xilanasas y
proteasas, influyen en la correcta hidrdlisis del almidén en la red de gluten de la
harina, lo que trae consigo un mejoramiento en la textura de la masa, un
aumento en el volumen del pan durante el horneo y una estructura de miga
mas fina que retarda su envejecimiento.

En Ecuador, estudios realizados por Ronquillo (2012); también han podido

demostrar que; la adicibn de a amilasas fungicas en un pan tipo muffin



elaborado con distintos tipos de harina nacional e importada, han permitido un
leve mejoramiento de la textura, volumen y el tiempo de vida util de este

producto.

Un estudio realizado por Varalakshmi y otros (2011); demostr6 que la
optimizacién de las fuentes de carbono a partir de almidon soluble y nitrégeno a
partir de extracto de carne al 1%, incrementaron la actividad enzimatica y la
produccion de a amilasas tanto en la fermentacion submersa como en estado

sélido de Aspergillus niger JGI 24.

Estudios realizados por Khan y Jadav (2011); demostraron que Aspergillus
niger MJSU1101 identificado luego del aislamiento y fermentacion en estado
sélido, desarrollado en 4 sustratos: cascaras de arroz, residuos de maiz,
salvado de trigo y residuos vegetales (berenjena, tomate y papa) bajo una
temperatura de 28 °C, 150 rpm y pH de 6,2, mostré una mejor actividad con el

salvado de trigo (0,08 U ml'* min-!) luego de 7 dias de fermentacion.

Entre las técnicas de purificacion de proteinas fungicas mas destacadas estan:
las cromatografias de intercambio i6nico y filtracién en gel (Gulati, Chadha y
Saini, 2013). En un estudio Karnchanatat y otros (2011); utilizaron la
combinacion de las cromatografias de intercambio iénico y filtracién en gel para
purificar y caracterizar de forma bioguimica una enzima extracelular conocida
como beta-glucosidasa a partir del hongo Daldinia eschscholzii extraido de
madera en descomposicion. A pesar de los resultados altamente sensibles y
especificos que este tipo de cromatografias ofrece para la purificacion de
enzimas fangicas, su costo elevado imposibilita su uso a gran escala, motivo
por el cual, la industria de alimentos y bebidas ha optado por utilizar métodos
mas sencillos de purificacion, como la ultrafiltracién y precipitacion con sulfato
de amonio, especialmente para procedimientos en los cuales se emplean
microorganismos GRAS como es el caso de Aspergillus niger (Rodriguez et al.,

2013; Sariyska, Gargova, Koleva y Angelov, 2012; Soares et al., 2012).



Hoy en dia especialmente en paises desarrollados, un gran numero de a
amilasas microbianas estan disponibles comercialmente y han sustituido casi
por completo la hidrélisis quimica del almidon en la industria de procesamiento
de este polisacérido, permitiendo establecer mediante su uso una mejor calidad
en las industrias de panificacion (Soares et al.,, 2012). Sin embargo, la
utilizacion de estas enzimas microbianas aun no se emplea en las industrias de
panificacion ecuatoriana, por lo que seria de gran valor econdmico
implementarlas ya que reduciria la importacion de la harina la cual ha

aumentado de precio en los ultimos afios (INEC, 2011).

1.2 Planteamiento del problema

Actualmente, Ecuador importa el 97% de la harina de trigo utilizada para la
elaboracion de productos de panificacion y con su aplicacion se consigue un
mayor aumento en la calidad que al utilizar harina ecuatoriana, la cual esta en
desuso a consecuencia de las condiciones climaticas desfavorables del cultivo
del trigo en el pais (INEC, 2012).

A pesar de que la demanda de los productos de panificacién sigue siendo alta
en Ecuador, si se ha notado una continua disminucion de esta, con el pasar de
los afios debido a la reduccion de la calidad de los productos de panaderia y
molineria (INEC, 2012). El uso de harina de trigo con un bajo contenido
proteico es la causa principal de la reduccién de la calidad de los productos de
panaderia, ya que mientras menor sea la cantidad de enzimas a amilasas en la
harina, menor va ser la cantidad de rupturas o hidrdlisis de los enlaces a-1,4
glucosidicos en el interior de las cadenas de amilopectina y amilosa del
almidon de trigo, imposibilitando la transformacion de los azlcares complejos
en la cantidad necesaria de azucares simples o de bajo peso molecular como:
la glucosa, maltosa, maltotriosa y a dextrinas, que son mas facilmente
asimilables y digeribles por la levadura Saccharomyces cerevisiae que se usa
para fermentar la masa del pan. Del mismo modo, el bajo contenido de estos

azucares simples durante la fermentacion, influyen posteriormente sobre la



textura de la masa haciéndola poco manejable durante el amasado,
minimizando el volumen y crocancia del pan luego del horneo, obteniendo una
mayor porosidad en la miga, que disminuye el tiempo de vida util y las
caracteristicas organolépticas (olor, color y sabor) del pan (Fadilah, Rochmadi,
Syamsiah y Haryadi, 2015; INEC, 2012; Shihui et al., 2016).

El bajo contenido proteico de la harina de importacion, ha obligado a las
industrias de panificacion ecuatoriana a invertir en mejoradores de las
caracteristicas de la crocancia (puratos), volumen, sabor, apertura de la grefia
(pliegue en la superficie del pan) y miga, especialmente del pan tipo Baguette,
mino Baguette, tostados, rasticos y calados. Se suma, ademas, el aumento de
los costos de produccion de los productos de panaderia, los cuales se han
duplicado desde el afio 2007, no solo en el caso de la harina de trigo, sino
también en otros ingredientes como: el azucar, manteca y levadura (FAO,
2012; Flores, 2013; Levapan, 2016). Por tanto, es necesario obtener enzimas a
amilasas de bajo costo, en gran cantidad y de forma natural evitando causar

dafos en el medio ambiente.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Obtener a amilasas del proceso de fermentacion submersa de Aspergillus niger

y su aplicacion en el proceso de elaboracion de productos de panificacion.

1.3.2 Objetivos especificos

Optimizar las condiciones de cultivo de Aspergillus niger a partir de la

fermentacion submersa.

Determinar la produccion de biomasa, actividad enzimatica y rendimiento

celular Yy s de las a amilasas mediante espectrofotometria UV- Vis.



Purificar las a amilasas mediante ultrafiltracién y precipitacion con sulfato de

amonio.

Comprobar las caracteristicas organolépticas del pan elaborado con y sin a

amilasas mediante una evaluacion sensorial y degustacion.

1.4 Justificaciéon de la Investigacién

Segun la Encuesta Nacional de Nutricion, uno de los productos de mayor
demanda de la industria de alimentos y bebidas, son los productos de
panificacion (INEC, 2012). Segun datos de la FAO, los productos de
panificacién ocupan el tercer lugar con respecto a la demanda alimenticia no
solo en Ecuador sino, en el mundo entero (FAO, 2012). Exclusivamente los
productos de molineria y panaderia representan el 9,2% del aporte econémico
total, percibido anualmente por la industria de alimentos y bebidas (INEC,
2010).

El pan, ademas de representar un buen aporte econémico para el pais, es un
alimento de gran valor nutricional, ya que es bajo en grasas, rico en hidratos de
carbono y una cantidad considerable de fibra (Valverde, 2013). Cada 10 g de
pan aportan: 210 calorias, 52 g de hidratos de carbono, 7,5 g de proteinas, 1,3
g de grasas, 35% de agua, 7,5 g de fibra el pan blanco, 13,5 g de fibra el pan
integral, aporte de vitaminas (B1, B6 y niacina) y minerales como el selenio,

calcio, hierro, fésforo, magnesio y zinc (Valverde, 2013).

Satisfacer las exigencias del cliente siempre ha sido y sera prioridad para una
industria, es por ello que los productos de panaderia deben tener buena
calidad. En el pais se consume un promedio de 320 000 toneladas de harina de
trigo al afo, destinadas principalmente a la elaboracion del pan (INEC, 2011).
En los dltimos afios las industrias de panificacidbn ecuatoriana en busca de
mejorar su calidad, optaron por importar harina de Estados Unidos y Canada

gue se considera como una de las mejores harinas del mundo, no obstante, la



aceptacion de sus productos no fue completamente satisfactoria (INEC, 2012).
Esto se debe al bajo contenido de proteinas de la harina importada, que pesar
de ser una de las mejores, presenta un déficit de a amilasas, impidiendo la
correcta hidrolisis de los azUcares complejos del almidén en azUcares mas
sencillos durante el proceso de fermentacibn de la masa, afectando
principalmente las caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor y textura) y
la porosidad de la miga del pan (menor tiempo de vida util) (Cauvin, 2015).
Considerando el alto valor de la harina de trigo, el cual varia entre 49 y 50
dolares los 50 Kg, no es muy rentable que las industrias de panificacion
inviertan aun mas en emulsificantes, conservantes y mejoradores como
puratos, para incrementar la calidad de sus productos (Jaramillo y Padilla,
2012).

Una de las alternativas mas sencillas que permiten disminuir los costos de
produccién e incrementar la calidad de los productos de panaderia, es el uso
de biotecnologias convencionales que emplean una combinacion de técnicas
de microbiologia, bioquimica e ingenieria para la produccién de enzimas
comerciales de alto rendimiento como; las a amilasas de origen fungico. La
fermentacidén submersa de microorganismos de origen fungico como es el caso
de Aspergillus niger a diferencia de las técnicas de refinamiento artificial para
obtencion de estas enzimas, han generado una serie de ventajas, entre ellas
un mejor control de los pardmetros fisico-quimicos como por ejemplo: el pH, la
temperatura y oxigenacion durante el proceso de fermentacion. La
fermentacién submersa también permite una disposicion continua de nutrientes
para el 6ptimo desarrollo de este tipo de hongos (Khan y Yadav, 2011; Soares
et al., 2012).

Aspergillus niger es una de las principales fuentes de obtencion de a amilasas,
debido a su alta capacidad para hidrolizar los azucares, su resistencia a pH
acido y el incremento rapido de la biomasa con un bajo consumo de sustrato.
Ademas, este hongo no necesita de medios de cultivo costosos, debido a que

por su naturaleza ubicua puede crecer en un sinnumero de medios de cultivo,



lo que resulta atractivo para la industria de alimentos y bebidas, ya que se
mejoraria la hidrolisis de los azucares del almidén durante la fermentacion de la
masa del pan y se obtendria las caracteristicas organolépticas deseadas,
ademas de una textura de miga méas fina que se digiere facilmente en el
intestino humano (Mathew, Vazhacharickal, Sajeshkumar y Ashokan, 2016;
Monteiro y Oliveira, 2012; Robinson, 2015).

Segun Hewa, Hakki, Hero y Goceri (2014); los oligosacéridos y azlcares de
cadena corta, tales como la glucosa y la maltosa producidos por las enzimas a
amilasas, mejoran las reacciones de Maillard responsables del color dorado de

la corteza y el desarrollo de un atractivo sabor de horno.

La produccion de a amilasas fungicas ha llegado incluso a reemplazar al
bromato de potasio, un quimico que mejora el volumen, textura y disminuye el
endurecimiento del pan y que inclusive ha sido prohibido en varios paises por
sus efectos téxicos y carcinogénicos (Kurokawa, Maekawa, Takahashi y
Hayashi, 2011).

Otra ventaja del uso de enzimas fangicas en la industria de alimentos y bebidas
es que requieren poco procesamiento downstream y no es necesario que
presenten una elevada pureza, ya que, a diferencia de otras fuentes
microbianas, estas tienen una mayor aceptacién y son consideradas GRAS
(generalmente reconocidos como seguros) por la FDA (Dehkordi y Javan,
2012; FDA, 2012).

El presente estudio tiene como objetivo establecer un protocolo de obtencién
de a amilasas de origen fungico a escala de laboratorio, mediante el uso de
técnicas microbioldgicas, de fermentacion y purificacion de la cepa Aspergillus
niger van Tieghem (ATCC® 6275). Con el empleo de estas enzimas, se preve
mejorar las caracteristicas organolépticas (color, olor, sabor y textura), volumen
y estructura de la miga del pan (mayor perdurabilidad en vitrina), beneficiando

directamente a las industrias de panificacion y a la industria de alimentos y
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bebidas e indirectamente a todas las industrias de procesamiento de alimentos

que utilicen enzimas para la elaboracion de sus productos.

2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades sobre el pan

Desde la Edad de Piedra, el pan ya constituia uno de los principales productos
alimenticios en la dieta del ser humano, aunque el pan primitivo de aquel
entonces solamente estaba constituido por trigo medianamente triturado y agua
(Villanueva, 2015). Su calidad y sabor mejor6 en el siglo XIX con el
descubrimiento de la levadura industrial, producida por Saccharomyces
cerevisiae, permitiendo llevar a cabo el proceso de fermentacion de la masa, y
luego la obtencién de una masa madre (Villanueva, 2015). Actualmente el pan
sigue siendo uno de los alimentos de mayor consumo en la alimentacién
humana, debido a su alto valor nutricional, su precio asequible y féacil

elaboracion (Ortega et al., 2016).
2.1.1 Pasos para la elaboracion
La elaboraciéon del pan consta de los siguientes pasos: “amasado, division,

boleado, reposo, formado, fermentacién y coccién”, como se puede ver en la
Figura 1 (Gil y Ruiz, 2013).
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Figura 1. “Diagrama del proceso de elaboracién del pan.

Adaptada de Gil y Ruiz, 2013.

El amasado tiene tres finalidades en el desarrollo del pan: la primera es

homogeneizar todos los ingredientes (agua, harina, levadura, sal, grasa, leche

y azucar), coadyuvantes y aditivos. La segunda es favorecer la absorcién del

agua (25% la absorben las pentosanas, el otro 25% las proteinas y la mayor

parte, el 50% la absorbe el almidon) (Gil y Ruiz, 2013). La tercera y ultima

finalidad del amasado, es proporcionar aire en la masa para mantener estable

la produccion de gas carbonico e incrementar la formacion de gluten (“red

tridimensional integrada por las proteinas insolubles del trigo unidas entre si

por puentes disulfuro, que imposibilitan la fuga del gas carbénico originado
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previamente por las levaduras”). El unico cereal que constituye una red de

gluten es el trigo (Gil y Ruiz, 2013).

El tiempo de amasado depende de la cantidad de cada ingrediente que se haya
incorporado, mientras mas elevado sea el contenido proteico y de agua, menor
tiempo de amasado se va a necesitar (Normahomed, 2011). La temperatura se
ajusta de acuerdo a la clase de pan; el pan normal necesita de 24 a 25 °C, el
pan automatizado y precocido de 21 a 22 °C y el pan congelado una
temperatura de 18 °C (Normahomed, 2011).

El boleado permite extraer el aire de la masa, asi como la restauracion y
formacién de una estructura exterior seca y homogénea, que evita que la masa
se destroce al pasar por las maquinas moldeadoras. Un periodo de reposo es
fundamental para desarrollo de las caracteristicas organolépticas (aroma, color,

sabor y textura) del pan (Normahomed, 2011).

Mientras ocurre el proceso de fermentacion “las enzimas del complejo zimasa
de la levadura Saccharomyces cerevisiae” (Gil y Ruiz, 2013), se encargan de
desdoblar los monosacéridos, produciendo diéxido de carbono (COz2) y alcohol
etilico (fermentacién etilica) y en una minima cantidad acidos, siendo estos:
butirico, acético, y lactico a los que corresponden la fermentacién; butirica,
acética y lactica, respectivamente, incluyendo ademas el desdoblamiento de
alcoholes y ésteres (Gil y Ruiz, 2013). ElI CO2 confiere a la masa la textura y
voluminosidad exigida en el mercado y el resto de subproductos otorgan el
sabor y aroma caracteristicos del pan (Gil y Ruiz, 2013).

Para que se desarrolle correctamente la fermentacion, es indispensable un
nivel infimo de azucares y una actividad enzimatica apropiada, que permita el
inicio y continuidad de las funciones fermentativas de la levadura, ademas de la
reconstitucion del almidon dafiado por parte de las enzimas sacarificantes (a y

B amilasas) (Gil y Ruiz, 2013). Este procedimiento se produce en camaras
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fermentativas a un “pH entre 5,2 y 5,8, una temperatura entre 25 y 30 °C y una
humedad relativa del 75%” (Gil y Ruiz, 2013).

La fase de coccién se efectia en rangos de temperatura de 180 a 250 °C. La
masa fermentada debe tener una delgada capa seca en su parte mas externa
(que posibilite la adhesion del vapor de agua al momento del horneo, evitando
que la corteza del pan se queme), para lo cual es necesario un leve reposo
antes del horneo (Boatella et al., 2012). Las principales modificaciones que
atraviesa la masa, mientras se produce la coccién son; mayor expansion de su
volumen, mayor liberacion de monéxido de carbono (CO), volatilizacion del
alcohol y el agua, gelificado del almidén, solidificado del gluten (que ayuda a
definir la forma del pan) y el desarrollo del color y aroma gracias a “las
reacciones de Millard” (Boatella et al., 2012; Gil y Ruiz, 2013).

El pan es un alimento que va perdiendo calidad desde que sale del horno. Las
principales causas que generan esta situacion son: “el endurecimiento de la
miga y la correosidad de la corteza” (Gil y Ruiz, 2013). La correosidad de la
corteza es ocasionada por la aglomeracion de agua en esta, consecuencia de
exponer el pan en zonas muy humedas o debido al inapropiado enfriamiento de
este, antes del empaque. El endurecimiento de la miga en cambio es causado
por la retrogradacién, que se refiere al envejecimiento de los fragmentos
lineales de amilopectina o las ramificaciones de amilosa del almidén. Esta
manifestacion se reduce si se logra retardar la retrogradacion, mediante el uso
de harinas con un mayor contenido proteico, 0 empleando algin producto que
hidrolice correctamente los azucares del almidon (Boatella et al., 2012).

2.1.2 Valor nutricional

2.1.2.1 Pan comUn

El pan es un alimento de gran valor nutricional para el ser humano, cada 100 g

aportan con un alto nivel de calorias que van desde 244 hasta 285 Kcal
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dependiendo el tipo de pan, como se puede ver en la Tabla 1. El valor
energético viene dado por la dureza de la miga, cuando el pan presenta miga
dura tiene un mayor contenido energético que cuando presenta una miga
blanda. El almidon es el componente que se encuentra en mayor cantidad en el
pan; en el caso del pan de molde el 90% del almidén se digiere a gran
velocidad (Wirtz y Macguire, 2013). En el caso del pan blanco la hidrélisis del
almidén disminuye de 8,1 a 5,6, a causa de una gelatinizacion parcial o
incompleta de este polisacarido en la corteza. Los ingredientes y los
pardmetros fisicoquimicos son responsables de la cantidad acumulada de
almidon no hidrolizado o resistente, cuya cantidad se incrementa a medida que
la temperatura y el tiempo de horneo aumentan y la cantidad de agua
disminuye; adicionalmente, durante la fermentacion de la masa la hidrélisis del
almidon se reduce aun mas debido a la presencia del acido lactico formado, el

cual produce interacciones gluten-almidén (Wirtz y Macguire, 2013).

Generalmente el contenido proteico del pan es de 7 a 10%. En el caso del pan
precocido o de masas congeladas se debe utilizar harinas de mayor vigor o
fuerza para alcanzar dichos porcentajes. El nivel proteico del trigo en Ecuador
es muy bajo (3%), ademas de presentar un déficit de lisina (Wirtz y Macguire,
2013).

2.1.2.2 Pan integral

El pan integral elaborado con harina de trigo posee un valor nutricional mas
elevado que el pan comun, solamente su contenido en fibra es tres veces
mayor. Es asi, que muchas personas para conseguir un alto porcentaje de fibra
en su dieta han reemplazado el consumo de su pan habitual por el integral. El
pan blanco posee 3% de fibra, mientras que el pan integral contiene 6% o
valores superiores (Mesas y Alegre, 2013). Dependiendo de la calidad de la
harina utilizada, el pH, la cantidad de levadura agregada, la temperatura y
tiempo del proceso de fermentacion, va a variar la disminucion de la capacidad

de formar complejos enzimaticos desde un 20 hasta un 100%. Sin embargo,
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estas pérdidas siempre son menores en el pan integral en comparacion con el

pan blanco (Mesas y Alegre, 2013).



16

Tabla 1.

Valor nutricional del pan.

COMPOSICION QUIMICA APROXIMADA Y VALOR ENERGETICO POR CADA 100 g DE PAN

Tipos de pan

Componente Blanco Blanco de Integral Integral de Tostado Biscotes Integral

molde molde tostado
Agua (%) 29-38 32-38 30-37 30-38 7 6 5.2
Energia (Kcal) 244-276 268-285 230-267 248-280 380 392 367
Proteinas (%) 7,3-9 7,8-10 8-9 8,8 10 10 11,8
Lipidos (%) 0,4-1,2 5 1,4-2,2 5 4.3 6,4 45
Hidratos de carbono 50-58 48-52 44-53 42-50 75 73,6 69,7
(%)
ARD 83-94 89,1 92,3 93,4 93.4
ALD 0,1-9,2 10,7 4,9 2,4 2,5
AR 5,6-8,1 0,2 2,8 4,2 4,1
Fibra (%) 1,6-3,5 3,2-5,2 4,4-9 5,5-7,7 2,7 4 5-6,5
Minerales (%) 1,6 1,7 2,8
Acido félico (ug) 0-23 0-27 22-30 39 0,36 0-15
Calcio (mg) 17-40 25 17-58 23 24 26
Zinc (mg) 0,6-2 0,6-2 1,8-5 2 2 1,2
Fosforo (mg) 90 90 195 200 130
Hierro (mg) 1-1,5 1 1-2,5 25 1,30
Magnesio (mg) 0-30 30 31-90 76 28 18
Niacina (mg) 1 0,5 3-4 3,9 0,5 1,3
Potasio (mg) 100-120 100 150-225 220 160
Riboflavina (mg) 0,03-0,05 0,06 0,09-0,15 0,08 0,08 0,06
Sodio (mg) 540-650 500-613 500-700 540 350
Tiamina (mg) 0,09-0,12 0,06 0,25-0,3 0,26 0,1 0,05
Vitamina B2 (mg) 0,02-0,04 0 0,08-0,2 0,14 0,09
Vitamina E (mg) Trazas 0,2 0,2-1 0,2 1,2
Colesterol (mg) 0 0 0 0 0 0
AGS (9) 0,2-0,4 1 0,25-0,5 1,3 0,7 1,4
AGMI (9) 0,1-0,3 0,8 0,19-0,5 1 0,3 1,8
AGPI (g) 0,4 3,2 0,54-1,1 2,7 1,8 1,1

Tomada de Gil y Ruiz, 2013.

NOTA: AGMI = &cidos grasos monoinsaturados; AGPI = acidos grasos poliinsaturados; AGS = acidos grasos saturados;
ALD = proporcién de almidén lentamente digerible; AR = proporcion de almidén resistente; ARD = proporcion

rapidamente digerible.
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2.1.3 Ingredientes utilizados en la elaboracién del pan

Entre los ingredientes usados para el desarrollo del pan, se encuentran la
harina, levadura, agua, sal, huevos, manteca, edulcorantes, aditivos Yy
preservantes (Hernandez y Majem, 2011). La harina es el principal
constituyente del pan, esta proviene de la molienda de cereales, siendo la mas

recomendada: la harina de trigo (Villanueva, 2015).

2.1.3.1 El trigo

Triticum sativum o mas conocido como trigo “es un cereal, del orden de las
glumiforas, el cual pertenece a la familia de las gramineas y género triticum”
(Villanueva, 2015; Pérez, 2016). Tritcum sativum es wuna planta
monocotiledénea de una altura promedio de 1,2 m y de periodo anual. La

estructura de los tallos es firme y hueca entre los nudos (Pérez, 2016).

El trigo junto con el arroz y el maiz, son los cereales de mayor produccion en
todo el mundo. Esta variedad para su correcto desarrollo requiere de ciertas
caracteristicas climaticas como: una temperatura entre 10 y 24 °C, un nivel de
precipitaciones o lluvias entre 400 y 750 L/afio y una ubicacién geografica
desde 6 hasta 600 m.s.n.m (Pérez, 2016).

2.1.3.4.1 2.1.3.2 Variedades de trigo

Segun la organizacién botanica, el trigo se clasifica en dos tipos:

El primer tipo corresponde al trigo blando cuyas especies representativas son
Triticum aestivum (trigo blando) y Triticum spelta (trigo escanda mayor). La
geografia éptima para cultivar estas variedades es en territorios con climas
templados o célidos. Al triturar el grano, presenta una estructura muy harinosa
y un exterior compacto y duro en ambas especies. El trigo blando a diferencia

del trigo escanda mayor y trigo duro, posee una mayor cantidad de almidon,
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vitamina B, fosforo, hierro y grasas, siendo el mas util para la elaboracion de
los productos de panaderia y bolleria en Europa, Estados Unidos y América del
Sur. Esta variedad es la més usada en la industria de panificacién actualmente
(Pérez, 2016).

El segundo tipo corresponde al trigo duro cuya especie representativa es
Triticum durum. Las condiciones ideales para cultivar esta variedad son:
territorios moderadamente secos y con escasez de lluvias. Al triturar la parte
interna del grano se observa una estructura uniforme y cristalina. En cuanto a
su composicién quimica a diferencia del trigo blando, posee una mayor
cantidad de calcio y proteinas. Gracias a la conformacion del endospermo se
libera méas facilmente el salvado y facilita el proceso de cernido. En Europa se
usa para elaboracion de pastas nutritivas, mientras que en Estados Unidos y
América del Sur se usa para la elaboracion de panes de densidad media
(Pefia, 2011; Reynolds, Pask, Multan, Mullan y Chéavez, 2012).

2.1.3.3 La harina de trigo

Es el resultado de la trituracion del grano de trigo llevado a cabo luego del
proceso de molienda (Pérez, 2016). El tipo de harina mas recomendado para
elaborar pan procede del trigo blando, especificamente de las variedades
Triticum aestivum o Triticum vulgare y su calidad se puede determinar
mediante pruebas quimicas y reoldgicas, utilizando para ello varias masas

preparadas con agua y harina (Oladunmoye, Akinoso y Olapade, 2011).

2.1.3.4 Caracteristicas de extension-traccion de la

harina de trigo

En paises litorales como Francia y Espafa las caracteristicas de extension-
traccion se examinan “con el alveografo de Chopin” (Gil y Ruiz, 2013); para ello
en una placa, se coloca un trozo de masa de tamafio promedio y se induce aire

hasta obtener una burbuja que estalle, con este suceso se interpreta la presion



19

de la masa en funcion del tiempo para asi obtener los valores de extension (L),
tenacidad (P), fuerza (W) y equilibrio (P/L), como se puede ver en la Figura 2
(Caodina, Gutt, S., Gutt, G., y Mironeasa, 2011; Gil y Ruiz, 2013).

0 L N

P =tenacidad
L = extensibilidad
W = fuerza (superficie en cm?) x 6,5

Figura 2. Alveograma de las propiedades extension traccion de la harina de
trigo. Tomada de Gil y Ruiz, 2013.

Las propiedades de gasificacion y actividad amilasica se establecen calculando
el grado de hidrdlisis del almidén por el efecto de las enzimas presentes en la
harina (Gil y Ruiz, 2013). Para calcular el grado de hidrolisis del almidon, se
debe determinar el falling number o indice de caida, midiendo el porcentaje de
resistencia que genera la masa al entrar una aguja perforada en ella, o
también, se puede determinar el indice de maltosa al medir la cantidad total de

maltosa obtenida (Codina et al., 2011).

2.1.3.5 Clasificacion de la harina de trigo

La Tabla 2, retne varios datos sobre la clasificacion de la harina de acuerdo a
sus caracteristicas quimicas y reolégicas, y los productos de panificacion que
se podrian fabricar. La fuerza de la harina de trigo viene dada por el contenido
proteico que presente, por ejemplo, para elaborar productos de panaderia que

contienen leche o grasa de cerdo, o que necesitan de mucho tiempo para su
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elaboracion, es necesario utilizar harinas de menor extensibilidad y de mayor
tenacidad. En cambio, en etapas de batido de las masas o procedimientos
automatizados es imprescindible emplear harinas de menor tenacidad para
obtener masas de mayor extensibilidad que faciliten los procedimientos

automatizados (Oladunmoye et al., 2011).
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Tabla 2.
Clasificacion de las harinas de trigo segun sus caracteristicas y usos en la
panificacion.

TIPOS DE HARINA

Caracteres Flojisima Floja | Floja/alta Media Gran Gran fuerza

quimicos vy fuerza | fuerza/baja

reolégicos fuerza

Fuerza (W) 80-100 90-110 | 110-135 150-180 220-250 300-350

Tenacidad (P) 25-40 35-40 40-50 50-60 30-90 100-120

Extensibilidad 60-80 100-110 | 100-110 110-120 120-130 80-110

L)

Equilibrio (P/L) 0,3-0,5 0,3-0,4 0,3-0,5 0,4-0,6 0,7-0,9 1-1,3

Proteinas 10-11 9-13 9-13 11,5-12 11,5-13 13-14

(%ss)

Gluten humedo 24-30 -25 -25 -27 27-33 27-33

(%)

Gluten  seco 8-11 8-11 8-11 -9,8 8-11 8-11

(%)

Degradacion 0-20 <15 <15 <10 <10 <10

(%)

indice de 1,7-1,9 1,7-2 1,7-1,9 1,7-1,9 2-2,4 2-2,4

maltosa

indice de 250-300 250-300 | 280-380 325-400 350-450 350-450

caida

(segundos)

Usos *Pan comun *Pan *Panes *Biscotes *Croissants | *Ensaimadas
en lineas comun grandes *Pan *Hojaldres *Suizos
automaticas en barras | (hogazas) | candeal *Pan *Pan integral
*Batidos de *Colines chapata *Pan de
(magdalenas | tamafio *Pan de molde
y bizcochos) medio Viena

*Mantecados

Tomada de Gil y Ruiz, 2013.
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2.1.3.6 Calidad de la harina de trigo

Generalmente la calidad de la harina se determina “por la cantidad de CO2 que
produce y por la capacidad de retencion que presenta este gas” (Gil y Ruiz,
2013). Para incrementar la cantidad de CO: se agregan azucares como
glucosa y sacarosa, 0 se puede optar por incrementar el poder enzimatico con
el uso de fermentaciones amiloliticas (uso de amilasas) o harinas de malta,
mientras que para mejorar la capacidad de retencion de este gas y fortificar su
vigor o fuerza se debe agregar acido ascérbico, pentosas o harina de
leguminosas a la masa. La capacidad de retencién de CO2 también se puede
potenciar mediante el uso de emulsificantes como lecitinas, mono y diglicéridos
de acidos grasos y ésteres derivados de los diglicéridos, para aumentar la
extension y durabilidad del pan (Gil y Ruiz, 2013). Cuando su calidad o
contenido son demasiado bajos incluso se agrega gluten para estabilizar la
masa (Codina et al., 2011).

Para corregir el pH requerido en el crecimiento de las levaduras, se usan
sensores de acidez como los 4cidos: acético, lactico y citrico o algunas de sus
sales (Codina et al., 2011).

Para el desarrollo de pan de larga durabilidad se utilizan conservantes, entre
los mas empleados estan: el sorbato, diacetato sédico y propionatos (Codina et
al., 2011).

2.1.3.7 Clasificaciéon comercial de la harina de trigo

En América del Sur, clasifican comercialmente a la harina de trigo de acuerdo a
sus ceros siendo estos: “un cero (0), dos ceros (00), tres ceros (000) y cuatro
ceros (0000)” (Cortez, Pulido y Vasquez, 2011). Esta clasificacion viene dada
de acuerdo a la cantidad de gluten (de mayor a menor respectivamente). La
harina tres ceros (000) es la mas empleada en el desarrollo de diferentes tipos

de pan, por presentar el contenido superior de proteinas, que permite una



23

correcta conformacion del gluten y mantiene la forma de la masa. La harina
cuatro ceros (0000) en cambio, es mas blanca y refinada, y presenta una
carente conformacion de gluten por lo que disminuye la constitucién de COz2, y
la forma de los productos de panaderia se altera, por ello solo se usa en
pasteleria y pan de molde (Cortez et al., 2011).

2.1.3.8 Composicion quimica de la harina de trigo

En la Tabla 3 se puede apreciar la composicion quimica de la harina de trigo.
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Tabla 3.

Composicion quimica de la harina de trigo.

COMPOSICION QUIMICA POR CADA 100g DE HARINA DE TRIGO
Composicion quimica (g/1009) Extraccion de harina (100%)
Almidén (g) 70,9
Almidon resistente (g) 1,14
Azlcares totales (g) 2
Azlcares reductores (Q) 0,41
Proteinas (g) 13,21
Fibra (cruda) (g) 10,70
Grasa (g) 0,56
Lipidos (g) 2,50
Humedad (%) 3,10
Cenizas (%) 0,86
Vitaminas:
Tiamina (mg) 0,50 (46%)
Niacina (mg) 4,96(31%)
Vitamina B6 (mg) 0,41(29%)
Acido félico (ug) 44(22%)
Minerales:
Hierro (mg) 3,60(26%)
Magnesio (mQ) 137(37%)
Fosforo (mg) 357(51%)
Potasio (mQ) 363(18%)
Zinc (mg) 2,60(26%)

Tomada de Garcia y Pacheco, 2011.

Almidon: es el componente principal de la harina de trigo. Es un carbohidrato,
gue absorbe aproximadamente el 40% de su peso en agua, ademas de
proporcionar la fuente energética (azlcares) para que las levaduras lleven a

cabo el proceso de fermentacion de la masa, luego de su transformacion en
CO2 (Mancebo, Merino, Martinez y Gomez, 2015).
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se clasifican de acuerdo a su solubilidad y funcionalidad (Vega,

De acuerdo a su solubilidad, se clasifican en: gliadinas, globulinas, gluteninas y

albuminas. La Tabla 4 muestra su comportamiento en solubilidad, composicion,

papel biolégico y funcion (Vega, 2011).

Tabla 4.

Clasificacion de las proteinas de la harina de trigo de acuerdo a su solubilidad.
Fraccién Comportamiento Composicion Papel bioldgico Funcién
Osborne en solubilidad
Albuminas | Extraibles en agua Proteinas que no Proteinas Variable

pertenecen al gluten estructurales y
(especialmente metabdlicas
monomeéricas)
Globulinas | Extraibles en sales Proteinas que no Proteinas Variable
diluidas pertenecen al gluten estructurales y
(especialmente metabdlicas
monomeéricas)
Gliadinas Extraibles en Proteinas del gluten Proteinas de Viscosidad a la
soluciones de (principalmente gliadinas almacenamiento de masa/
alcohol monomeéricas y polimeros la semilla, tipo extensibilidad
de glutenina de alto peso prolaminas
molecular)
Gluteninas | Extraibles en acido Proteinas del gluten Proteinas de Elasticidad a la
acético diluido (principalmente polimeros | almacenamiento de masa/
de glutenina de alto peso la semilla, tipo tenacidad
molecular) prolaminas
Residuo Sin extraer Proteinas del gluten Proteinas de Variable
(polimeros de alto peso almacenamiento de
molecular) y otras la semilla, tipo
proteinas poliméricas que | prolamina (gluten) y
no pertenecen al gluten tipo globulinas
(triticinas) (triticinas)

Adaptada de Vega, 2011.
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La fraccion Osborne, se basa en una secuencia de extracciones sucesivas de
separacion proteica; con solucion de sal diluida, agua, alcalis o acidos diluidos
y alcohol (Vega, 2011).

De acuerdo a su funcionalidad las proteinas de la harina de trigo se organizan
en dos clases: proteinas pertenecientes al gluten y proteinas no pertenecientes
al gluten. Las pertenecientes al gluten constituyen el 80 a 85% del total del
contenido proteico del trigo. Este tipo de proteinas corresponden a la clase de
las prolaminas y se ubican en el endospermo del grano de trigo maduro
formando complejos en la parte externa de los granulos de almidon. Se
considera que son insolubles en agua o en mezclas de sales disueltas. Estas
proteinas se distribuyen en dos grupos: gliadinas (proteinas monomeéricas) y
gluteninas (proteinas poliméricas), ambas presentan una relacion 50/50 en la
harina de trigo. Las propiedades reolégicas de la masa, como: elasticidad,
extensibilidad y viscosidad vienen dadas de acuerdo a los enlaces disulfuro
entre las gluteninas (grado de elasticidad), el nimero de subunidades de
gluteninas de bajo peso molecular (tipo B y C) (grado de extensibilidad) y la
cantidad de fragmentos monoméricos de gliadinas (grado de viscosidad) (Vega,
2011). Las proteinas no pertenecientes al gluten, en cambio constituyen de 15
a 20% del total del contenido proteico del trigo. La mayoria se localizan en la
parte mas externa del grano y en pequefias cantidades en el endospermo. Este
tipo de proteinas también se divide en dos grupos: globulinas y albuminas
(proteinas monomeéricas) y triticinas (proteinas poliméricas). La funcién de este
segundo grupo de proteinas funcionales en el proceso de panificacion ain no
esta definida (Vega, 2011).

Azucares: igualmente se encuentran en la harina de trigo a manera de maltosa
y sacarosa, pero en una pequeiia cantidad. Para que estos disacaridos puedan
contribuir como fuente energética de las levaduras durante la fermentacion, es
necesario transférmalos en monosacaridos (azlcares simples fermentables)
(Hernandez y Sastre, 2011). Este tipo de reacciones se producen mediante las

enzimas maltasa e invertasa que también se encuentran en la harina, las
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cuales originan el azucar invertido, formado por una combinacion de fructosa y

glucosa (Villanueva, 2015).

Disacéarido Enzima  Monosacaridos Enlace Hidrolizado
Maltasa
Maltosa + H,0 —— 2-D glucosa (al-4)
Invertasa
Sacarosa + H,0 ——— D -glucosa + D - fructosa (al-2)

Las dextrinas son otros azucares que también se encuentra en la harina de
trigo, en minima cantidad (0,2 -0,3%). Este azlcar es el responsable del brillo

de la corteza del pan (Villanueva, 2015).

Fibra: el porcentaje de fibra en la harina de trigo varia de acuerdo a la cantidad
de salvado agregado. Existe una fraccion de fibra insoluble y una porcion de
fibra soluble (2 a 3% del total de fibra) (Hernandez y Sastre, 2011). Entre las
funciones que desempefia la fibra, se encuentra la digestibn humana
permitiendo; un incremento en el volumen del residuo de la digestién y
disminucién de la presion del tracto gastrointestinal gracias a su poder de
absorcién y retencion de agua que favorece el transporte del bolo alimenticio.
Al llegar al coldn la fibra soluble disminuye al igual que la glucosa y colesterol

en la sangre (Hernandez y Sastre, 2011).

Grasas: se localizan en la cascara y el germen del grano de trigo. Durante el
declive o envejecimiento de la harina de trigo la cantidad de grasa va
disminuyendo progresivamente y se transforma en acidos grasos qué en lugar

de contribuir, perjudican la calidad de la harina (Layango et al., 2015).

Material mineral o cenizas: estad integrado por algunos elementos como:
calcio (Ca), sodio (Na), magnesio (Mg) y potasio (K) que proceden de las capas
exteriores del grano de trigo. Para conocer el porcentaje de este material se

debe realizar la calcinacion de la harina, mientras menor sea el contenido de
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cenizas que se obtenga, mayor integridad de la harina se considerara para la

masa (Pefa et al., 2012).

Vitaminas: se encuentran las vitaminas: E, B1 o tiamina, B2 o riboflavina, B3 o

niacina y B6 o piridoxina (Noorfarahzilah et al., 2014).

2.1.3.8 El almidén

Descripcién de la composicién quimica y estructural del almidon

El almidén es el componente mayoritario de la harina de trigo. El almidén es un
homo-polisacéarido formado por dos polimeros de glucosa que se unen entre si
a traves de enlaces glucosidicos (estos enlaces se hidrolizan a pH bajo y en pH
alto permanecen estables). Dichos polimeros son: la amilosa y amilopectina,
los cuales difieren entre si por su estructura y propiedades, pero especialmente
por la forma en la que se unen (tipo de enlace glucosidico) (Asaret et al.,
2011).

La amilosa (insoluble en agua fria) es un polimero lineal grande (formado por
6000 unidades de glucosa) que se unen entre si mediante enlaces a-1,4
glucosidicos, como se puede ver en la Figura 3 (Amira, Abou, Ahmed y Noha,
2012). La amilopectina (soluble en agua) en cambio, presenta una estructura
compleja y muy ramificada, debido a la presencia de cadenas lineales y
laterales de glucosa; las cadenas lineales son de corta longitud (10 a 60
unidades) y se unen mediante enlaces a-1,4 glucosidicos, mientras que las
cadenas laterales son un poco mas largas (15 a 45 unidades) y se unen por
medio de enlaces a-1,6 glucosidicos; este ultimo tipo de enlace representa del
5 al 6% de las uniones a los puntos de ramificacion de la amilopectina, razén
por la cual hace que este polimero sea mas complejo que la amilosa (cadena

lineal), como se puede observar en la Figura 3 (Amira et al., 2012).
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Para que las unidades de glucosa del almidén sean mucho mas digeribles, es
decir que, una cadena ramificada (amilopectina) se transforme en una cadena
lineal, o que de una cadena lineal (amilosa) se conviertan subunidades mas
sencillas, intervienen enzimas denominadas a amilasas, las cuales son
capaces de romper o hidrolizar los enlaces a-1,4 glucosidicos presentes en la

parte interna de la cadena de amilosa o amilopectina (Asaret et al., 2011).

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
o] O 0 o]
Amylose
— OH -0- OH -O- OH -O- OH —
OH \ OH OH OH
| —n

o -(1-4)Linkage

CH,OH
OH o]
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CH,OH CH,OH CH,OH

n

Figura 3. Estructura quimica del almidén con sus unidades de amilosa y
amilopectina.
Tomada de Mathew, Oksman, Thomas, Habibi y Lucian, 2014.

Importancia de la gelatinizacion del almidén
La gelatinizacion del almidon es el procedimiento de ruptura de las estructuras

organizadas de los granulos del almidén (insolubles en agua fria). Al inicio los

granulos del almidén absorben cerca del 30 al 40% de agua vy
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consecuentemente se hinchan. Mientras la temperatura se eleva de 60 a 85 °C,
las estructuras de los granulos del almidén (amilosa y amilopectina) se van
destruyendo donde, la amilosa es la primera en destruirse (gelatinizacion
parcial). Un mayor incremento de la temperatura origina la disgregacion de los
granulos en fragmentos de menor tamafio y la ruptura de la amilopectina
(gelatinizacion completa tras la pérdida de la estructura cristalina del almidén)
(Wianecki y Kotakowski, 2011).

Para evaluar la funcionalidad del almidén o el contenido de dextrinas, se
determina la viscosidad del gelificado de almidon; la cual va a depender de la
clase de almidén utilizada (tamafio de los granulos, porcentaje de &cido
fosférico asociado a las estructuras de los granulos y la cantidad de
electrolitos), asi como el porcentaje de almidén que presente y la técnica de

medicion (Wianecki y Kotakowski, 2011).

El papel del almidén en la panificacion

Al ser el almidén el componente mayoritario de la harina de trigo
(aproximadamente 70,9% del total), se le atribuye también el rol mas
importante en el proceso de panificacion. Muchos estudios realizados, han
demostrado que en conjunto las propiedades del almidon generan efectos
significativos en la textura y volumen de la masa, asi como en la estructura de
la miga del pan (miga mas fina o gruesa dependiendo del contenido proteico y
la hidrélisis del almidén) (Bernabé, 2013).

Las principales funciones que desempefia el almidon en la panificacion son las
siguientes: funciona como un agente estabilizante, espesante y gelificante de la
masa que favorece la formacién de la estructura de la miga del pan, las
superficies de sus granulos facilitan la produccion CO durante la fermentacion
de la masa, provee la energia necesaria para el desarrollo de la levadura,
promueve la correcta formacion del gluten, gracias a su poder absorbente

permite estabilizar la cantidad de agua necesaria durante la gelatinizacién y



31

debido a la presencia de dextrinas en su estructura, participa también en el
desarrollo del color marrén caracteristico de la corteza del pan (Bernabé,
2013).

El aporte del almidon en la fermentacion de la masa

En la fermentacion alcoholica el almidén aporta la fuente de energia (azlcares
0 subunidades de glucosa) para el desarrollo de la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Dicho microorganismo convierte los azlUcares fermentables como la
glucosa, maltosa y maltotriosa, en COz, etanol y algunos otros subproductos.
La finalidad perseguida tras la fermentacion, es la produccion de COgz, que
luego de su retencién en la superficie de la masa, hace que esta, aumente de
volumen y adquiera un buen sabor (Mesas y Alegre, 2012). Para que la
fermentacidn permanezca estable, se requiere de un adecuado contenido a

amilasas (Bernabé, 2013).

Las a amilasas son una de las principales enzimas utilizadas en la industria de
panificacion. Estas enzimas hidrolizan las moléculas de almidon en
subunidades poliméricas de glucosa, mediante la catélisis de los enlaces
glucosidicos de este polisacarido, obteniendo azlcares de bajo peso molecular,
los cuales son facilmente asimilables por las levaduras (Bernabé, 2013).

2.2 Tipos de amilasas

Las amilasas son enzimas que gracias a su estructura tridimensional son
capaces de hidrolizar las moléculas del almidon, originando diversos
subproductos como unidades mas pequefias de glucosas y dextrinas “(mezcla
de polisacaridos de bajo peso molecular, constituidas de 3 a 8 unidades de
glucosa y maltosa)” (Sahni y Goe, 2015). Actualmente la comercializacion de
amilasas microbianas, ha reemplazado casi en su totalidad el procesamiento

de hidrdlisis quimica del almidén en la industria (Sahni y Goe, 2015).
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Las amilasas se clasifican de acuerdo a la forma en la que atacan el enlace
glucosidico pudiendo ser: endo-amilasas (a amilasas) o exo-amilasas (B
amilasas), ambos tipos de enzimas son capaces de hidrolizar el almidon ya sea
desde su interior (endo-amilasas) o desde su extremo no reductor (exo-

amilasas) (Tiwari et al, 2015).

2.2.1 Las  amilasas

Las B amilasas o exo-amilasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los
enlaces a-1,4 glucosidicos en la parte externa de las cadenas lineales y
ramificadas del almidon (extremo terminal no reductor de la amilosa y
amilopectina) obteniendo como resultado; azucares de bajo peso molecular
como la maltosa y dextrinas. Sin embargo, dichas enzimas no realizan la
hidrolisis completa de los enlaces a-1,6 glucosidicos en la parte externa de las
cadenas ramificadas del almidon (amilopectina), produciendo una mala
hidrolisis de maltriosa y glucosa. Por tal motivo las B amilasas tienen menor

eficiencia que las a amilasas al hidrolizar el almidén (Sahni y Goel, 2015).

2.2.2 Las a amilasas

2.2.2.1 Estructura molecular las a amilasas

Las a amilasas corresponden a la “familia Glycosyl hidrolasa (familia GH-13 de
la proteina)” (Tiwari et al., 2015). Cada a amilasa estd compuesta por 512
aminoacidos en una unica cadena de oligosacéaridos con un peso molecular
aproximado de 57,6 kDa. Este tipo de enzimas presentan una estructura
tridimensional (cadena polipeptidica plegada en tres dominios), capaz de unirse
al sustrato y mediante la accién de grupos cataliticos altamente especificos
promueve la rotura de los enlaces glucosidicos (a-1,4). Las a amilasas se
componen de 3 dominios de plegamiento: A, B, y C. El dominio A es el mayor
y mas conservado, debido a la constitucion de su cadena plegada, en forma de

barril; integrada por 8 hélices B paralelas y 8 hélices a (Brayer, Luo y Withers,



33

2011). Todos los residuos de aminoacidos de las a amilasas se unen con el
dominio A, mientras que los residuos de la hidrdlisis del sustrato se sitian en
las hélices B del extremo C-terminal y van a presentar un subnivel del domino A
muy conservado. En el dominio B en cambio, se distingue la 3 B y 3 a hélices.
Dicho dominio esta integrado por residuos de aminoacidos que van de 44 a 133
aminoacidos y permiten la correcta unién del Ca?* y del sustrato. Todas las a
amilasas identificadas poseen un sitio conservado de unién al Ca?* ubicado
entre el dominio A y B. El Ca?* puede actuar como activador alostérico o como
estabilizador de toda la estructura tridimensional de las a amilasas (Brayer et
al., 2011). Finalmente, el dominio C, es relativamente conservado, se pliega
antiparalelamente en forma de barril con 2 hélices B que se une al dominio A,
mediante una cadena polipeptidica simple. La disposicion del dominio C con
respecto al A, cambia de acuerdo al tipo de a amilasa y su funciéon aun se

desconoce (Brayer et al., 2011; Mojsov, 2012; Tiwari et al., 2015).

Visto desde el grado de hidrolisis de los enlaces glucosidicos del sustrato
(almidén), las a amilasas se clasifican en dos categorias: a amilasas
sacarificantes, cuando han logrado hidrolizar 50 o 60% de los enlaces a-1,4
glucosidicos del almidén y las a amilasas de licuefaccion cuando el grado de
hidrélisis es menor (30 a 40%). Este segundo grupo posee una accién
inmediata en la disminucién de la viscosidad (Sivaramakrishnan, Gangadharan,

Madhavan, Soccol y Pandey, 2013).

2.2.2.2 Modo de accién de las a amilasas

Las a amilasas o endo-amilasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los
enlaces a-1,4 glucosidicos en la parte interna (accion endo) de la cadena de
amilosa o amilopectina del almidén, obteniendo como resultado azicares mas
cortos de bajo peso molecular, como subunidades de glucosa, maltosa y
maltotriosa (hidrolisis completa del almidén) (Figura 4) (Sundarram vy
Thirupathihalli, 2014).
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Figura 4. Reaccion de hidrolisis del almidon en glucosas, catalizada por la
enzima a amilasa.

Tomada de Hachmann y Maffezzoli, 2016.

2.2.2.3 Aplicaciones de las a amilasas en la industria

El almidon se hidroliza en oligosacaridos de menor tamafio por accion
enzimatica de las a amilasas, esta hidrélisis es uno de los procesos mas
importantes que desarrollan las enzimas comerciales, especialmente en la
industria de alimentos. La composicibn de los oligosacaridos obtenidos
después de la hidrdlisis del almidon depende de las condiciones fisico-quimicas
con las que se efectle este procedimiento y el origen de la enzima. Las
propiedades como: especificidad, estabilidad térmica y respuesta al pH por
parte de las a amilasas son esenciales para su uso industrial tanto en
elaboracion y mejoramiento de alimentos, asi como de medicamentos y textiles
(Mojsov, 2012; Sahm y Goe, 2015; Sundarram y Thirupathihalli, 2014).
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2.2.2.4 Fuentes de obtencion de a amilasas

Las a amilasas se pueden obtener a partir de fuentes animales, vegetales y
microorganismos. Aunque los animales y plantas producen una gran cantidad
de a amilasas, las industrias han optado por obtenerlas a partir de fuentes
microbianas. Esto se debe a una serie de factores de interés econdmico y
comercial; como una mayor termoestabilidad enzimatica, mayor incremento de
la productividad y facilidad de cultivo y desarrollo a gran escala (Gurung, Ray,
S., Bose y Rai, V., 2013).

Una de las principales fuentes de obtencién de a amilasas son los hongos,
especialmente aquellos pertenecientes al género Aspergillus como: Aspergillus;
niger, flavus y oryzae. El candidato favorito para la produccion de estas
enzimas es Aspergillus niger, debido su alta capacidad hidrolitica de azucares,
su naturaleza ubicua, bajo requerimiento nutricional, su capacidad para
incrementar la producciéon de biomasa de forma mas répida y eficiente, debido
a su crecimiento acelerado y la disminucion de los costos de produccion, ya
que para el crecimiento de este hongo se pueden utilizar medios de cultivo
baratos (Gurung et al., 2013). Este hongo produce de forma extracelular no
solo a amilasas sino una gran cantidad de enzimas de interés industrial,
ademas que tolera el pH acido (pH<3) lo que le permite evitar la contaminacién
bacteriana, ademas de ser uno de los 21 microorganismos con una mayor
aceptacion GRAS (Generalmente reconocidos como seguros) por la FDA para
la elaboracién de alimentos, luego de Streptomyces natalensis, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces fragilis, Candida utlis y algunas algas como
Chondrus crispus y Chondrus ocellatus (FDA, 2015; Sundar, Rajila y
Suganyadevi, 2012).

2.2.2.5 Morfologia de Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo saprofito, filamentoso hialino, que pertenece al

filo Ascomycota. Esta constituido por hifas hialinas septadas de 3 a 6 um de
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ancho con tabigues regulares y una estructura uniforme y ramificada
arboriformemente, donde las ramas son dicotomicas y crecen formando un
angulo de 45°, como se puede ver en la Figura 5 A. Este hongo se puede
reproducir de forma asexual (por conidios) o de forma sexual (por ascosporas)
(INSHT, 2012; Tafur, 2013).

Aspergillus niger se diferencia de las demas especies de Aspergillus, por sus
caracteristicas fisiolégicas como: mayor rapidez de crecimiento, mayor tamafio,
textura granular, color negro en las cabezas conidiales y en el micelio, como se
puede observar en la Figura 5 B. Este tipo de hongo al igual que el resto de
Aspergillus producen micotoxinas (metabolitos secundarios de defensa)
segregados durante el proceso de degradacion del sustrato (INSHT, 2012).

Aspergillus niger se desarrolla en cualquier clase de sustrato, principalmente en
materia organica e inorganica en estado de descomposicion. Este hongo posee
una gran termoestabilidad y puede crecer a temperaturas entre 12 y 57 °C en
ambientes naturales (INSHT, 2012).
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Figura 5. Morfologia de Aspergillus niger.
A) Micrografia electrénica de la estructura del cuerpo fructifero de Aspergillus niger.

B) Caracteristicas fisiologicas de Aspergillus niger aislado en PDA.
Tomadas de Donald, 2013; INSHT, 2012.
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2.2.2.6 Fermentacion

Existen dos tipos de fermentacion, que se utilizan para la produccién de a
amilasas a escala comercial, estas son: la fermentacion submersa (SMF) y la
fermentacion en estado solido (SSF). EI método mas empleado, es el de la
SMF, debido a que, al desarrollarse en sustratos liquidos, permite medir mas
facilmente, parametros como: la temperatura, viscosidad, pH, grado de
hidrélisis de los azucares procedentes de la fuente de carbono y estabilidad,
asi como también permite ajustar de mejor forma la transferencia de Oz, el pH e
ir suministrando algan componente que haga falta en el medio de cultivo, para
el correcto crecimiento del microorganismo. Si se quisiera evaluar o controlar
estos pardmetros en una fermentacion SSF seria mucho mas complejo, dadas

las condiciones del medio de cultivo (Sundarram y Thirupathihalli, 2014).

En la SMF se utilizan sustratos en estado liquido que circulan libremente. Este
método es el mas adecuado para la fermentacion de microorganismos como
los hongos, que necesitan un elevado porcentaje de humedad para su
crecimiento. La SMF se usa fundamentalmente para la extraccion de
metabolitos secundarios y proteinas de secrecion al medio. Otras ventajas que
posee esta técnica son: una facil purificacion de los productos obtenidos, el uso
de OGM (organismos genéticamente modificados) en mayor grado que la SSF
y un mejor control de los parametros fisicoquimicos. Los parametros Optimos
de control del proceso varian de acuerdo al tipo de fuente microbiana y el
método de fermentacion empleado (ManthiriKani y Kumar, 2011; Saranraj y
Stella, 2013).

2.2.2.7 Determinacion de la actividad enzimética

La actividad de la enzima a amilasa se puede determinar por varios métodos
como: el del acido dinitrosalicilico (DNS), el de Nelson - Somogyi (NS),
mediante la actividad de dextrinizacién, el de Eynon-Lane y la técnica de India

Farmacopea (Caraban, Vasilica, Eugen y Sanda, 2012).
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Uno de los métodos mas utilizados para determinar la actividad enzimatica de
las a amilasas, es el método del DNS, que permite cuantificar la concentracion
de azucares reductores secretados en el medio (20 - 180 mg/ml), a través de
un proceso colorimétrico. resultado de la accion de hidrdlisis de las a amilasas
sobre los polimeros de amilosa y amilopectina del almidén (Caraban et al.,
2012; Rodriguez, 2014; Xiao, Storms y Tssang, A., 2011).

Fundamento:

El método del DNS consiste en una reaccion Redox entre el DNS y los
azUcares reductores que se encuentran en la muestra. La sacarosa es un
azucar disacarido, no reductor, pero que luego de ser hidrolizado en el medio
de cultivo acido, se descompone en fructosa y glucosa que si son azlcares
reductores y que ya pueden ser reconocidos por este &acido y entrar en
reaccion, originando un producto coloreado (cambio de color). La intensidad del
color obtenido en la muestra se mide de forma proporcional a la cantidad de
sacarosa, mediante la determinacion de los valores de absorbancia a 540 nm
utilizando espectrofotometria UV-VIS. Dichos valores se representan en
graficas de regresion lineal de Excel, como se puede observar en la Figura 6

(Gusakov, Kondratyeva y Sinitsyn, 2011; Mufioz y Vega, 2014).
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Figura 6. “Curva de calibrado del método analitico DNS para la determinacion
de glucosa”.
Tomada de Acevedo, Granados y Guerrero, 2014.
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2.2.2.8 Purificacion de las a amilasas

Las a amilasas microbianas de gran produccién industrial requieren de poco
procesamiento  downstream (aguas abajo), considerandose como
elaboraciones técnicamente rudimentarias. Este tipo de enzimas por lo general
no necesitan de un elevado grado de purificacion a diferencia de las amilasas
de aplicacion farmacéutica las cuales si requieren de una elevada pureza. Se
han estudiado varias técnicas de purificacion enzimética a escala de laboratorio
como las cromatografias de: filtracion en gel, intercambio i6nico, fase reversay
de interaccion hidrofobica, las cuales explotan principalmente las
caracteristicas de las biomoléculas diana. Para reducir costos, también se han
empleado técnicas de purificacion mas sencillas como la micro y ultrafiltracién
(Karnchanatat et al., 2011).

El proceso de ultrafiltracion ha sido ampliamente utilizado en la industria
alimenticia durante los ultimos 20 afios, debido a sus utilidades sobre los
procesos de separacién convencionales. Entre las ventajas que presenta esta
técnica se encuentran: una elevada selectividad, tratamiento suave del
producto, y un menor gasto energético. La ultrafiltracion se considera como una
tecnologia fundamental en procedimientos de separacion y concentracién de
moléculas, de acuerdo al tamafio de poro de la membrana utilizada (Ching,
Ying y Gen, 2012).

Para la extraccion y purificacion de enzimas fangicas, también se han usado

disolventes organicos como: acetona, etanol y sulfato de amonio (Freer, 2011).
3. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL
En el primer ensayo se realiz0 un disefio factorial 3x3, donde se evalué tres

factores dados por las fuentes de nitrégeno (extracto de levadura, peptona y

caseina), cada uno con tres niveles definidos por la concentracién (2, 1y 0,5 g
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L), teniendo un total de 9 tratamientos mas un blanco, como se describe en la

Tabla 5. Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento.

Tabla 5.
Disefio factorial 3x3 empleado en el presente estudio con respecto a: los

factores y niveles.

DISENO FACTORIAL 3x3
Tratamientos Fuente de N Concentracién (g L)
(Factor) (Nivel)
T0 Blanco 0
T1 Extracto de levadura 2
T2 Peptona 2
T3 Caseina 2
T4 Extracto de levadura 1
T5 Peptona 1
T6 Caseina 1
T7 Extracto de levadura 0,5
T8 Peptona 0,5
T9 Caseina 0,5

En este ensayo, las variables que se evaluaron son la produccion de biomasa
(g LY, consumo de sustrato (g L), velocidad especifica de crecimiento (1),

tiempo de duplicacion (td) y rendimiento celular (Yxs).

Una vez encontrada la mejor fuente de nitrégeno se desarroll6 un Disefio
Central Compuesto (DCC) utilizando el programa MINITAB, con dos puntos
axiales (-1,4; +1,4), un punto inferior y uno superior (+1; -1) y 4 puntos
centrales, lo que da en total 12 corridas o experimentos. Las observaciones
centrales sirvieron para estimar el error experimental y permitieron probar la
correcta adecuaciéon al modelo matemético. Se consider6 como variables
independientes a la fuente de carbono (almidén de trigo) y a la fuente de

nitrogeno la cual se selecciond previamente, asignando a cada una; valores
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codificables a partir del disefio experimental y valores decodificables a partir de
la ecuacién de la recta de cada valor codificado. Los experimentos
(fermentaciones submersas de Aspergillus niger) se desarrollaron a una
temperatura de 25 °C y agitacion horizontal de 160 rpm. Se realizaron tres
réplicas por cada corrida y las variables respuesta a obtener son: produccion
de biomasa (g L?) y la actividad enzimatica de la a amilasa (U mLt) como se

muestra en la Tabla 6.

Tabla 6.
Diserio Central Compuesto (DCC) para la produccion de a amilasas.
VARIABLES INDEPENDIENTES
Almidén de trigo (g L) Fuente nitrégeno (g L)
N° Variable Variable Variable Variable
Corrida | Codificada Decodificada Codificada Decodificada

1 -1,0 3,20 -1,0 0,80
2 -1,0 3,20 1,0 1,20
3 1,0 8,80 -1,0 0,80
4 1,0 8,80 1,0 1,20
5 -1,4 2,00 0,0 1,50
6 1,4 10,00 0,0 1,50
7 0,0 6,00 -14 0,50
8 0,0 6,00 1,4 2,50
9 0,0 6,00 0,0 1,50
10 0,0 6,00 0,0 1,50
11 0,0 6,00 0,0 1,50
12 0,0 6,00 0,0 1,50

Adicionalmente se optimiz0 la concentracion de un activador cloruro de calcio
(CaCl2) a partir de valores de datos bibliograficos, durante la fermentacion de
Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275), empleando un ultimo disefio

experimental de un factor con cinco niveles (Tabla 7). Se repiti6 cada
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experimento por triplicado. Se midieron en esta fase las variables: produccion

de biomasa (g L) y la actividad enzimatica (U mL™1).

Tabla 7.
Disefio 5! de las cinco concentraciones del activador (CaCl.).
DISENO 5!

N° Concentracion

Experimento CaClz
1 2,12 mM
4,24 mM
6,36 mM
8,48 mM
10,6 mM

g ~f WO N

Una vez optimizadas las condiciones de produccion de a amilasas, se procedid

a validar la fermentacién, para su posterior purificacion enziméatica.

4. PROCEDIMIENTOS

4.1 Poblacién y muestra

Considerando todos los tipos de harina existentes para la elaboracion de
productos de panificacion, se selecciond como primera muestra a la harina de
trigo, la cual sirvi6 como sustrato para el desarrollo y fermentacién de

Aspergillus niger.

Como segunda muestra se selecciond una cepa comercial de Aspergillus niger
productora de a amilasas, conocida como Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™). Este hongo es uno de los mayores productores de a

amilasas.
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4.2 Materiales y métodos para la obtencién de los datos

El presente estudio se llevo a cabo empleando métodos de inferencia
inductivos y deductivos y enfoques de investigacion cualitativos y cuantitativos
originados del trabajo de experimentacion.

Se utilizaron también los siguientes protocolos:

Protocolo de activacién de la cepa Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®
6275™) de Microbiologics (Microbiologics, 2011).

Protocolo de criopreservacion de cepas fungicas de ATCC (ATCC, 2011).
Protocolo de optimizacion de las condiciones de produccion de a amilasas a
partir de la fermentacién submersa y en estado soélido de Aspergillus niger, de
la Revista Enzyme Research (Castro, Pereira, Fernandes, y Reis, 2011).
Protocolo de extraccién, purificacion y caracterizacion de las a amilasas a partir
de Bacillus cereus y Aspergillus niger, del NCBI (Freer, 2011).

Protocolo de produccion y purificacion parcial de a amilasas a partir de Bacillus
subtilis (MTCC 121) y Aspergillus sp. mediante fermentacion soélida y
submersa, de la Revista International Biochemical Research (Raul, Biswas,
Mukhopadhyay, Kumar, y Gupta, 2014).

Protocolo de técnicas de fermentacibn y métodos de conservacién de
Aspergillus niger con actividad amilolitica, de la Revista Science Faculty
(Henao, Correa y Marin, 2013).

Protocolo de aislamiento y purificacion de a amilasas fungicas, de International
Journal of Nutrition and Food Sciences (Racheal, Ahmed, Ndigwe, y Morakinyo,
2015).

A continuacién, se detalla el proceso de obtencion de a amilasas a partir de la

fermentacion submersa de Aspergillus niger y su posterior purificacion:
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1. Primera etapa: activacion de la cepa de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™) e inoculacion en Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) con

cloranfenicol

La cepa de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™) productora de a
amilasas seleccionada para el presente estudio, fue obtenida de la empresa
Microbiologics, como se puede observar en el certificado de andlisis en

ANnexos.

Preparacion del medio de cultivo: SDA con cloranfenicol

Antes de proceder con la activacion de la cepa, primero se realizo el medio de
cultivo. Para ello se suspendié 65 g de la composicién total del Agar Sabouraud
Dextrosa con cloranfenicol (SDA con cloranfenicol) en 1L de agua destilada,
como se muestra en la Tabla 8, luego se calentdé a 45 °C con agitacion
constante de 65 rpm, se dej6 hervir durante 1 min. para disolver
completamente el medio y se regul6 el pH a 6,5. Posteriormente se autoclavé a
121 °C durante 30 min., se dejo enfriar un poco y se dispensé en cajas Petri

estériles hasta su gelificacion (Acumedia, 2014).

Tabla 8.

Composicion del SDA con cloranfenicol.

Formula/ Litro
Componentes Cantidad (g L™?)
Digestivo Enziméatico de Caseina 5
Digestivo Enzimatico de Tejido Animal 5
Dextrosa 40
Cloranfenicol 0,05
Agar 15

En segunda instancia y bajo condiciones estériles (dentro de una cadmara de

flujo laminar), se procedié a romper el empaque hermético que contenia la
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cepa (Figura 7). Posteriormente se realizé la hidratacion y activacion del

microorganismo (Microbiologics, 2011).

B ( T KWIKS T |
t L KWIKS 11K = : =
—_— = J @ 500-256-9
500-25-9 (REF] 0500 P
0500 P g 201712
& 2017-12 . | e e Arcee 6275
et o ATCCS G275 & |
A. niger

T CC U0 @0 A A v
ol Oaossogey
o i

A

iy ML,

45357 " 01202

Figura 7. Presentacion de la cepa Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®
6275™).

Una vez activada la cepa, se inoculdé inmediatamente por estriado en 6 cajas
Petri que contenian SDA con cloranfenicol, como se puede ver en la Figura 8 y
se dej6 incubar a 25 °C bajo una atmosfera aerdbica durante 7 dias
(Microbiologics, 2011).
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Figura 8. Inoculacion de la cepa activa de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™) en SDA con cloranfenicol.

2. Segunda etapa: sub-cultivos seriados y obtencion de colonias aisladas de

Aspergillus niger

Para obtener cultivos mas puros se realizaron sub-cultivos seriados, con los
resultados obtenidos de la primera etapa; para ello se elaboraron medios de
cultivo tanto liquidos: caldo sabouraud dextrosa con cloranfenicol (SDB con

cloranfenicol) y peptona salina al 1%, como sélidos: SDA con cloranfenicol.

Preparacion del medio de cultivo: SDB con cloranfenicol (solucién madre)

Se suspendié 65 g de la composicion total del SDB con cloranfenicol (Tabla 9)
en 1L de agua destilada, luego se calenté a 45 °C con agitacién constante de
65 rpm, se dejé hervir durante 1 min. para disolver completamente el medio y
se reguld el pH a 6,5. Posteriormente se autoclavé a 121 °C durante 30 min. y

se dej6 enfriar (Acumedia, 2014).



47

Tabla 9.
Composicion del SDB con cloranfenicol.
Férmula/ Litro
Componentes Cantidad (g L™?)

Digestivo Enziméatico de Caseina 5

Digestivo Enzimatico de Tejido Animal 5

Dextrosa 40

Cloranfenicol 0,05

Preparacion de la peptona salina al 1%

Se suspendié 0,1 g de peptona salina en 100 ml de agua destilada, se calentd
con agitacion para disolver completamente el reactivo. Se regul6 el pH a 6,5y
se autoclavo a 121 °C durante 30 min. Se dejo enfriar y se dispens6 9 ml en 5

tubos de cultivo estériles.

Preparacion de los sub-cultivos seriados y obtencidon de colonias aisladas de

Asperaqillus niger

Una vez preparados los medios de cultivo, se realizaron los sub-cultivos
seriados en una camara de flujo laminar, para ello se tomé: 100 ml del SDB con
cloranfenicol (solucién madre) y se inoculd las esporas del hongo Aspergillus
niger crecido a los 7 dias de incubacion. A partir de estos 100 ml se realizaron
diluciones seriadas 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000 veces, en peptona

salina al 1%.
Finalmente se inocul6 por extension utilizando un triangulo de vidrio estéril, 100
uL de cada dilucién seriada de Aspergillus niger en SDA con cloranfenicol por

duplicado. Se dejo incubar a 25 °C bajo una atmadsfera aerdbica durante 7 dias.

3. Tercera etapa: prueba cualitativa de degradacion del almidon
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Se preparé un medio de cultivo que contuvo almidén de trigo y se verifico si
existe nuevamente el crecimiento de colonias aisladas con halos de
degradacion de sustrato, a partir del mejor resultado obtenido de la segunda
etapa (dilucion 1/100000).

Preparacion del medio de cultivo: agar almidon de trigo

Se suspendid 27 g de la composicion total del agar almidon de trigo en 1L de
agua destilada como se muestra en la Tabla 10, luego se calent6é a 45 °C con
agitaciéon constante de 65 rpm, se dejo hervir durante 1 min. para disolver
completamente el medio y se regul6 el pH a 6,5. Posteriormente se autoclavo
a 121 °C durante 30 min., se dejo enfriar y se dispenso6 (HIMEDIA, 2015).

Tabla 10.
Composicion del agar almidén de trigo.
Formula/ Litro
Componentes Cantidad (g L)
Digestivo Enzimético de Tejido Animal 5
Almidon de trigo 7
Tetraciclina 0,05
Agar 15

Se realiz6 el mismo procedimiento de preparacidon de los sub-cultivos seriados
y obtencién de colonias aisladas de Aspergillus niger de la segunda etapa, a
diferencia de que en esta ocasion en los 100 ml de la solucién madre del SDB
con cloranfenicol, se inocularon las esporas de la mejor dilucion (1/100000) de
Aspergillus niger aislado en la etapa anterior y en lugar de inocular las
diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000 en SDA con cloranfenicol,
se las inoculdé en agar almidén de trigo por duplicado y se incubo a 25 °C bajo

una atmosfera aerébica durante 7 dias.
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Para conocer el tamafio real del halo de degradacion de Aspergillus niger, se
colocd 5 gotas de yodo alrededor de este y se visualizo el resultado de forma

cualitativa.

4. Cuarta etapa: optimizacion y determinacion del efecto de la fuente nitrégeno

a partir de la fermentacién submersa de Aspergillus niger

En esta etapa se aplico el disefio factorial 3x3 propuesto para el primer ensayo,
donde se evaluo tres factores (fuente de nitrégeno) cada uno con tres niveles
(concentraciones), como se aprecia en la Tabla 5; dando lugar a un total de 9

tratamientos mas el blanco.
De acuerdo con este disefio factorial, se realiz6 una composicion diferente para
cada fermentacién, incluyendo una fermentacidon blanco (sin fuente de

nitrégeno), como se muestra a continuacion:

Preparacion del caldo de fermentacion blanco

Se prepar6 un caldo de fermentacién blanco de acuerdo a la composicion de la
Tabla 11, una vez preparado se calentd a 45 °C con agitacion constante de 65
rpm, se dejé hervir durante 1 min. para disolver completamente el almidén y se
ajusto el pH a 6,5. Posteriormente se autoclavé a 121 °C durante 30 min. y se

dej6 enfriar.

Tabla 11.
Composicion de la fermentacién blanco.

Férmula/ Litro

Componentes | Cantidad g/0,2 L

Almidén de trigo 39

Tetraciclina 0,001g
Agua destilada 0,2L
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Preparacion de los caldos de fermentacion con diferentes fuentes de nitrdgeno

(extracto de levadura, peptona y caseina) y en distinta concentracion

Se preparé 9 caldos de fermentacion de acuerdo a la composicion de la Tabla
12. Una vez preparados, al igual que el caldo de fermentacion blanco, se
calentaron individualmente a 45 °C con agitacion constante de 65 rpm, se
dejaron hervir durante 1 min. para disolver completamente el almidon y se
ajusté el pH de cada uno a 6,5. Posteriormente se autoclavaron a 121 °C

durante 30 min. y se dejaron enfriar.

Tabla 12.
Composicion de los caldos de fermentacion con variaciones por triplicado de

acuerdo a cada fuente de N y su concentracion.

Formula/ 0,2 L
N° Fuente de | Concentracién | Almidon de | Tetraciclina Agua
Tratamiento N (9/0,2 L) trigo (g/0,2 L) (9/0,2L) destilada
(L)
T0 Blanco 0 3 0,001 0,2
T1 Extracto de 0,4 3 0,001 0,2
levadura
T2 Peptona 0,4 3 0,001 0,2
T3 Caseina 0,4 3 0,001 0,2
T4 Extracto de 0,2 3 0,001 0,2
levadura
T5 Peptona 0,2 3 0,001 0,2
T6 Caseina 0,2 3 0,001 0,2
T7 Extracto de 0,1 3 0,001 0,2
levadura
T8 Peptona 0,1 3 0,001 0,2
T9 Caseina 0,1 3 0,001 0,2
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A continuacion, bajo condiciones estériles se inocularon en cada uno de los
caldos de fermentacion las esporas de la mejor dilucion (dilucion 1/100000) de
Aspergillus niger obtenidas en la tercera etapa. Luego se incubo a 25 °C todos

los tratamientos con agitacion horizontal de 160 rpm durante 7 dias.

5. Quinta etapa: determinacion del efecto de la fuente nitrogeno sobre la

produccién de biomasa, consumo de sustrato, U, td, Yws del blanco y los

tratamientos.

Elaboracion de la curva de calibrado para la biomasa

A patrtir de la fermentacion inicial, se prepararon diluciones como se muestra en
la Tabla 13.

Tabla 13.
Concentracion del volumen de la fermentacion y el medio de cultivo estéril para

la elaboracion de la curva de calibrado de la biomasa.

Tratamiento/ Medio de cultivo | Medio de cultivo | Volumen total
Dilucién (1 ml) (ml) estéril (ml) (ml)
Blanco 0 10 10
1 9 1 10
2 8 2 10
3 7 3 10
4 6 4 10
5 5 5 10
6 4 6 10
7 3 7 10
8 2 8 10
9 1 9 10

Se colocd 1 ml de cada dilucién en una cubeta de medicién espectrofotométrica

y se midi6 su absorbancia a 600 nm, anteponiendo un blanco constituido
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solamente de medio estéril (1ml), este proceso se repitié con cada una de las

muestras cada 5 h durante 7 dias (Flores, 2015, p. 6).

Los 9 ml sobrantes de cada dilucion se centrifugaron durante 13 min a 13 500
rpm, terminada la centrifugacion, se retir6 el sobrenadante y se realizaron 3
lavados, resuspendiendo el pellet en 1 ml de agua destilada y centrifugandolo.
En el dltimo lavado se descartd 500 pL del sobrenadante y en los 500 pL
sobrantes se resuspendio el pellet y se agitd en el vortex. Se colocé la muestra
en un recipiente de aluminio (previamente pesado), luego se sec6 a 95 °C en
una estufa durante 24 h, una vez completamente seca la biomasa, se retir6 el
recipiente de la estufa, se lo coloc6 en un desecador hasta que alcanzé la
temperatura ambiente y se pesé (Flores, 2015, p. 7). Finalmente se realiz los
calculos para obtener el valor del peso seco de la biomasa en unidades de

g/ml, utilizando la siguiente formula:

_ (Peso Recipiente + Muestra Seca) — (Peso Inicial recipiente)

Peso seco (i)

ml Volumen de muestra

(Ecuacion 1)
Se utilizé 14 muestras de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) de
cada tratamiento mas el blanco y se cuantificé el peso en intervalos de 5 horas

durante 7 dias (Flores, 2015, p. 7).

Procesamiento de los datos del blanco mas los 9 tratamientos para la

elaboracion de la curva de calibrado de la biomasa

Se grafico la curva de calibrado de biomasa en una hoja de calculo de Excel,
colocando en el eje X los valores de peso de los tratamientos y en el eje Y los
valores de las absorbancias medidas a 600 nm. Con la ecuacién de la recta
(y = mx + b), se convirtio los datos de absorbancia, en datos de concentracion
de biomasa (Flores, 2015).
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Curva de crecimiento

Se graficé la curva de crecimiento con los datos de absorbancia a 600 nm vs el
tiempo en h.

Elaboracion de la curva de calibrado de la glucosa (sustrato)

A partir de una solucién estandar de 0,05 g de glucosa suspendidos en 50 ml
de agua destilada, se prepararon las diluciones que se muestran en la Tabla 14
(Flores, 2015, p. 5).

Tabla 14.

Concentracion de las diluciones de glucosa para la elaboracién de la curva de

calibrado.

Dilucion de Volumen de la Volumen de Volumen total

glucosa solucién stock agua destilada de la dilucién
(9/ml) (ml) (ml) (ml)

0 (0,01) 5 0 5
1 (0,009) 4,5 0,5 5
2 (0,008) 4 1 5
3 (0,007) 3,5 15 5
4 (0,006) 3 2 5
5 (0,005) 2,5 2,5 5
6 (0,004) 2 3 5
7 (0,003) 15 3,5 5
8 (0,002) 1 4 5
9 (0,001) 0,5 4,5 5
10 (0,0) 0 5 5

Luego de preparar las diluciones de glucosa, se tomo 250 pL de la dilucion total
y se coloco en un tubo Eppendorf que contenia 1 ml de DNS, se calento la

mezcla a 95 °C durante 5 min. Se dejo enfriar y se colocd en una cubeta de
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medicion espectrofotométrica y se midié su absorbancia a 540 nm. Usando la
formula C1V1=C2V2, se transformd los datos y se grafico la curva de calibrado
de glucosa en una hoja de calculo de Excel, colocando en el eje X los valores
de la concentracion final de la glucosa y en el eje Y los valores de la

absorbancia (Flores, 2015, p. 5).

Evaluacion de la produccion de biomasa por espectrofotometria

Se utiliz6 14 muestras de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) de
cada tratamiento mas el blanco y se cuantificé la producciéon de biomasa. Para
ello se tomdé 1 ml por muestra en intervalos de 5 horas durante 7 dias, se lo
coloco6 en una celda de medicidn espectrofotométrica y se midié su
absorbancia a 600 nm colocando previamente un blanco realizado con 750 uL

de agua destilada y 250 pL de medio de cultivo estéril (Flores, 2015, p. 5).

Evaluacion del consumo de sustrato por espectrofotometria

Se us6 14 muestras de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) de cada
tratamiento mas el blanco y se cuantificé el consumo de sustrato a través de la
concentracion de glucosa. Para ello se tom6 1 ml por muestra en intervalos de
5 horas durante 7 dias, se lo coloc6 en una celda de medicion
espectrofotométrica y se midid su absorbancia a 540 nm, colocando
previamente un blanco realizado con 750 yuL de DNS y 250 pyL de agua
destilada (Flores, 2015, p. 6).

Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento (), tiempo de

duplicacion (td) y rendimiento celular (Yys) del blanco y los 9 tratamientos

Para calcular el valor de p se utilizo la siguiente ecuacion:
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_ (Inx; —Inx,) (Ecuacion 2)
B At

Xi- Concentracion celular final
Xo- Concentracioén celular inicial

At- tiempo de crecimiento durante la fase exponencial

Para obtener el td, se aplico la siguiente ecuacion:

In2 (Ecuacion 3)

Para calcular el rendimiento celular (Yx/s). Al inicio del experimento, en la fase
de inoculacion de Aspergillus niger en el medio de cultivo estéril y en el tiempo
0, se midi6 la absorbancia de una muestra (1ml). Se transformé este dato en
una medida de concentracion, con la ecuacion obtenida de la curva de
calibrado para obtener el valor de biomasa inicial. Con el método de peso seco
se determind la cantidad de la biomasa obtenida en el tiempo final. Por otro
lado, utilizando el método del DNS se determind la concentracion de glucosa
inicial y final a través de su medicibn espectrofotométrica a 540 nm.
Finalmente, con los datos iniciales y finales tanto de la concentracion de
sustrato (AX) como de la concentracion de la biomasa (AS) se calcul6 el

rendimiento celular utilizando la siguiente ecuacion:

4X élulas producid 6
_ g células producidas (Ecuacion 4)

Yy o = =
XIS _AS g sustrato consumido

6. Sexta etapa: determinacibn de la actividad enzimatica de las

fermentaciones por espectrofotometria UV-VIS utilizando DNS y evaluacion
del efecto del activador CaCl: sobre la actividad enzimatica de la mejor

fermentacion.
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Luego de 7 dias de fermentacion, se determind la actividad amiloglucosidasa
de la cepa Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™), mediante la
cuantificacion de los azucares reductores por el método del DNS (Annamalai,
Thavasi, Vijayalakshmi y Balasubramanian, 2011, pp. 224-429; Henao et al.,
2013, pp. 51-60).

Para ello primero se prepar6 la solucién sustrato que contuvo: 100 ml de Buffer
Tris HCL 50 mM y 1,5 g de almidén de trigo, se calenté a 45 °C con agitacion
constante de 65 rpm, se dejo hervir hasta disolver completamente el almidén y
se ajustd el pH a 6,5 considerado como un pH 6ptimo para produccion de a
amilasas. Se dejo enfriar y luego se tom6 10 ml de esta solucidon sustrato y se
le agregé 3 ml de la primera solucién de fermentacién (fermentacion blanco
T0), formando el medio de reaccion. Al instante se coloc6 0,7 uL de este medio
de reaccién en 10 tubos Eppendorf que contenian 0,3 uL de DNS, para detener
la reaccion enzimatica en los tiempos: 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9y 10 min. y se
calentaron todas las muestras a 95 °C durante 15 min. en un termobloque
digital (Annamalai et al., 2011, pp. 224-429; Raul et al., 2014, pp. 1-5).

Se procedié a medir la absorbancia de las 11 muestras de Aspergillus niger van
Tieghem (ATCC® 6275) y se cuantifico la cantidad de azlcar presente en el
sustrato en intervalos de 1 min., durante 10 min., mediante la técnica de
espectrofotometria de punto fijjo UV- VIS a 540 nm, utilizando como blanco 0,3
uL de solucién sustrato y 0,7 pL de agua destilada. Finalmente se registraron
los valores de absorbancia obtenidos de acuerdo a cada tiempo establecido.
Se repiti0 este mismo proceso para cada una de las fermentaciones

preparadas (Raul et al., 2014, pp. 1-5).

Usando la ecuacion (y = mx + b) de la pendiente de la gréfica de la curva de
calibrado de la glucosa, se transformé los datos de absorbancia en datos de

concentracion de glucosa y se grafico la actividad enzimética en una hoja de
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calculo de Excel, colocando en el eje X el tiempo en min y en el eje Y los
valores de la absorbancia a 540 nm (Flores, 2015, p. 5).

Con los datos de concentracion de biomasa y actividad enzimatica obtenidos,
se termind de elaborar el DCC para validar los resultados adquiridos en el T1.

Determinacién de la concentracion de un posible activador (CaCly) v su efecto

sobre la actividad enzimatica y produccién de biomasa de Asperqillus niger

De acuerdo con los resultados obtenidos en cuanto a los parametros cinéticos:
mejor actividad enzimatica, mayor concentracion de biomasa, menor consumo
de sustrato y rendimiento celular superior, se eligio la mejor fermentacion, en la

cual se prob6 un posible activador (CaClz) de las condiciones de fermentacion.

Para ello, se colocaron diferentes concentraciones de CaClz (2,12 mM, 4,24
mM, 6,36 mM, 4,48 mM y 10,6 mM (disefio 5 de la Tabla 7), en la mejor
fermentacién de Aspergillus niger y se repiti6 cada experimento por triplicado.
Finalmente, para verificar si el activador optimizé aun mas las condiciones de
fermentacién, se midio la actividad enzimatica y la concentracion de biomasa

por espectrofotometria UV-VIS a 540 y 600 nm respectivamente.

7. Séptima etapa: criopreservacion del hongo Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™)

Se evalué un método de conservacion para Aspergillus niger; el cual consistio
en la criopreservacion en glicerol al 50% de las esporas de este hongo aislado
a los 7 dias (cuarta etapa), constatando ademas que se encontraba en la fase
logaritmica, determinada mediante la curva de crecimiento del hongo (la

metodologia de la curva de crecimiento se especifica en la quinta etapa).

Para ello se prepararon suspensiones de 2,15 x 108 UFC mL™? procedentes de
las esporas de Aspergillus niger desarrolladas en agar almidon de trigo (cuarta

etapa), cada suspension fue colocada en tubos Eppendorf de 1,5 ml que
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contenian 500 pl de dos medios de cultivo estériles diferentes: leche al 7% y
SDB. Posteriormente se adiciond 500 pl de glicerol estéril al 50% formando una
concentracion 1:1 hasta completar 10 alicuotas por medio de cultivo, se agitd
en el vortex durante 1 min. y luego se refriger6 a -80 °C durante 2 meses
(Sanchez y Corrales, 2010; ATCC, 2011; Perkins, 2015).

Temperatura de congelacion

La temperatura de congelacion seleccionada para la criopreservacion de
Aspergillus niger en los medios de cultivo leche al 7% y SDB en glicerol fue de -
80 °C, para llegar a esta temperatura, previamente se fue acoplando el hongo a
temperaturas inferiores cada 24 horas, hasta llegar a la temperatura
establecida de acuerdo al siguiente orden: 8 °C, 2 °C, -20 °C y -80 °C como se
puede observar en la Tabla 15 y Figura 9 (Perkins, 2015; ATCC, 2011).

Tabla 15.

Datos de la curva de congelacion de Aspergillus niger.

Tiempo (h) | Temperatura (°C)

0 8
24 2
48 -20

72 -80
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Figura 9. Curva de congelacién de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®

6275™).

Prueba de viabilidad

Luego de dos meses, se descongelaron dos alicuotas de Aspergillus niger una

de cada medio de cultivo: leche al 7% y SDB criopreservadas en glicerol al

50%, de acuerdo al tiempo y temperatura descritos en la Tabla 16 y Figura 10.

Tabla 16.
Datos de la curva de descongelacion de Aspergillus niger.
Tiempo (h) | Temperatura (°C)
0 -80
24 -20
48 2
72 8
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Figura 10. Curva de descongelacion de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®
6275™),

Se confirmd la viabilidad del hongo, mediante el mayor crecimiento, previa
siembra por duplicado de cada alicuota en agar almidon de trigo, incubado a 25
°C durante 7 dias y la medicion enzimética de cada uno de estos experimentos,
utilizando la misma metodologia de la sexta etapa (Sanchez y Corrales, 2010;
ATCC, 2011).

8. Octava etapa: purificacion de la mejor fermentacién mediante ultrafiltracién

y precipitacién con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) para la obtencién de a

amilasas

Ultrafiltracion del medio de fermentacion

En condiciones estériles, se ultrafiltr6 el extracto crudo de la mejor
fermentacion con fuente de nitrégeno: 2 g L' de extracto de levadura (T1) y
activador CaClz 6,36 mM, con microfiltros de membrana de 0,045 um, como se
puede observar en la Figura 11 (Khan y Yadav, 2011).
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Figura 11. Ultrafiltracion del extracto crudo de la fermentacién con la mejor

fuente de nitrégeno y activador.

Extraccién v purificacién de la enzima cruda

Una vez ultrafiltrado el extracto crudo de la mejor fermentacién, se realiz6 la
extraccion y purificacion de la enzima bruta por duplicado utilizando 7,5 g
(NH4)2SO4 por cada 6 ml de medio enzimatico ultrafiltrado, con agitacion
constante de 160 rpm durante 48 horas. Posteriormente se centrifugd cada
experimento a 4 °C y 10000 rpm durante 45 min. (Khan y Yadav, 2011; Raul et
al., 2014, pp. 10-15).

Terminada la centrifugacion, se descarté el sobrenadante de cada tubo Falcén
y se resuspendié el precipitado enzimético en 6 ml de buffer tampén fosfato
100 mM, pH 6,5. Se dializé durante toda la noche en el mismo tampén y al dia
siguiente se midi6 la actividad enzimética y la concentracién de biomasa por
espectrofotometria UV-VIS a 540 y 600 nm respectivamente (Khan y Yadav,
2011; Raul et al., 2014, pp. 10-15).

9. Novena etapa: elaboracion de pan de yema con y sin a amilasas

La elaboracion de pan de yema con y sin a amilasas, se realiz6 en la panaderia
y pasteleria Bocatta ubicada en la ciudad de Quito, con ayuda del personal de

trabajo.

Elaboracion de pan de yema con a amilasas
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Mientras se batian los ingredientes del pan de yema sin a amilasas, se siguio el
procedimiento de elaboracion descrito en Anexos, con la Unica diferencia de
que luego de activar la levadura se colocdé 5 ml de las a amilasas purificadas
como se puede observar en la Figura 12. Se continué con el procedimiento
hasta conseguir dos masas: una sin a amilasas y otra con a amilasas, como se

puede observar en la Figura 13.

Figura 12. Adicién de a amilasas purificadas luego de la activacion de la

levadura para la elaboracion de pan de yema con a amilasas.

Figura 13. Masa en Reposo.

A) Sin a amilasas.

B) Con a amilasas.

Al terminar el reposo de ambas masas, se pesaron bolitas de 6,8 g de cada
unay se colocaron en una lata de horneo. Se volvioé a poner el papel de cocina
para evitar contaminacion y se dejo en reposo durante 15 min., como se puede
observar en la Figura 14. Transcurrido el tiempo, se dio la forma caracteristica
del pany se horne6 a 170 °C durante 10 min. como se muestra en la Figura 15.
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Figura 14. Pesaje y reposo de las masas.

A) Sin a amilasas.

B) Con a amilasas.

Figura 15. Moldeado y horneo del pan.

A) Sin a amilasas.

B) Con a amilasas.

Finalmente se realizé una degustacion del pan de yema sin y con a amilasas
tanto al personal de la panificadora Bocatta, como a 50 personas mas del
centro comercial Granados Plaza. Posteriormente se realizd encuestas sobre
algunas caracteristicas organolépticas como: sabor, color, textura y porosidad o
estructura de la miga, determinando el nivel de aceptacion y las diferencias

entre cada tipo de pan elaborado.
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4.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Para analizar las variables produccion de biomasa y actividad enzimatica en el
primer ensayo se utilizaron dos tipos de evaluaciones estadisticas: analisis de
varianza (ANOVA) usando el software Microsoft Excel y una prueba de Tukey
utilizando el programa MINITAB y SPSS.

Luego de obtener las variables de respuesta del DCC, se realizd dos tipos de
pruebas estadisticas: ANOVA y un andlisis de superficie de respuesta
utilizando el software STATISTICA como se puede ver en la Figura 16. Esta
altima prueba se utiliz6 para comprobar que la cantidad de biomasa y la

actividad enzimatica obtenidas correspondian a las esperadas segun datos
bibliograficos.

Gyt e az2AgRAN2
L4
wypaeaian

)

Figura 16. Disefio de superficie de respuesta que muestra el efecto de la

variacion de pH, concentracion de la fuente de carbono y su efecto mutuo
sobre la produccion de a amilasas.

Tomada de Kunamneni, Santhosh, y Singh, 2013.
Para el andlisis de resultados después de optimizar la concentracion del
activador CaClz, se utilizd un ANOVA y una prueba de Tukey para determinar
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diferencias significativas entre experimentos y para realizar un contraste entre

pares de medias.

Los resultados de actividad enzimética fueron analizados a través de un
ANOVA para identificar diferencias en dicha variable de respuesta de acuerdo
a los experimentos. En los analisis estadisticos se trabajé con nivel de

significancia (a) de 0,05.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Primera etapa: activacion de la cepa de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™) e inoculacion en SDA con cloranfenicol

Se obtuvo como resultados el crecimiento y esporulacion de la cepa Aspergillus
niger van Tieghem (ATCC® 6275™), los cuales fueron mas pronunciados en 2
de las 6 cajas Petri inoculadas, luego de 7 dias de incubacién a 25 °C bajo una
atmosfera aerdbica (previa activacion y siembra en SDA con cloranfenicol)

como se observa en la Figura 17.

Figura 17. Formacion de esporas de la cepa Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™).

El crecimiento y esporulacion de la cepa Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275™) se logro gracias a condiciones de crecimiento tales como: la
composicion del medio de cultivo (SDA con cloranfenicol), la temperatura (25
°C) y el pH (6,5). Como se menciona en Acumedia (2014); los componentes del
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medio de SDA con cloranfenicol como: el digestivo enzimatico de caseina y el
digestivo enzimatico de tejidos animales proporcionan la fuente de nitrogeno y
vitaminas necesarias para el desarrollo del hongo, al igual que la elevada
concentracion de dextrosa, que actia como fuente de carbono o energia.
Segun Aryal (2015); el cloranfenicol el cual forma parte de la composicion del
SDA, es un antibiético que inhibe el crecimiento de un gran namero de
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Como afirma Passamani y otros
(2014); la temperatura de 25 °C y el pH de 6,5 permiten la esporulacion y
pigmentacién de color negro luego de 7 dias de incubacién de Aspergillus

niger.

2. Segunda etapa: sub-cultivos seriados y obtencién de colonias aisladas de

Aspergillus niger

Se obtuvo como resultados la formacion de colonias: aglomeradas, ligeramente
mas diferenciadas, aun mas diferenciadas, diferenciadas y totalmente
diferenciadas y puras (Figura 18 A, B, C, D, E, respectivamente), a partir de la
inoculaciéon por extension en SDA con cloranfenicol de las diluciones 1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000 de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®
6275™), respectivamente, luego de 7 dias de incubacion a 25 °C bajo una
atmosfera aerdbica. Cabe destacar que en todos los medios se observé la
presencia de esporas y en la dltima dilucibn ademas se evidencio la presencia

de halos de degradacion del sustrato.
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Figura 18. Crecimiento de Aspergillus niger a partir de diluciones seriadas.

A) Colonias aglomeradas con esporas a partir de la dilucién 1/10.

B) Colonias ligeramente diferenciadas con esporas a partir de la dilucién 1/100.

C) Colonias mas diferenciadas con esporas a partir de la dilucién 1/1000.

D) Colonias diferenciadas con esporas a partir de la dilucion 1/10000.

E) Colonias totalmente diferenciadas y puras, con presencia de esporas y halos de

degradacion del sustrato a partir de la dilucién 1/100000.

El mejor resultado de crecimiento a partir de las diluciones seriadas de
Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™) fue el de la dilucién 1/100000
en donde se obtuvo cultivos puros y totalmente aislados (una sola colonia con
esporas y halo de degradacion definido) luego de su incubacion aerébica a 25
°C (Figura 18 E), Segun Vargas (2014); UNAM (2012, p. 81); este fenémeno
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se debe a que mientras mas se va diluyendo la concentracion inicial de
Aspergillus niger a través de diluciones seriadas como: 1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000 y 1/100000, mas se va disminuyendo el nimero de colonias de este
hongo. La presencia de colonias blancas en forma de hifas y en una fase mas
tardia el crecimiento de conidios globulares con esporas de color negro, son
caracteristicas morfolégicas propias de Aspergillus niger al igual que la
presencia del halo de degradacion incoloro con un didmetro de 1 mm, que
puede extenderse hasta 2 mm de acuerdo al sustrato y las condiciones bajo las
cuales haya crecido (Encyclopedia of Life, 2015; Hina, Saleem y Syeda, 2013,
pp. 105-107; Silva et al., 2011, pp. 762-766).

3. Tercera etapa: prueba cualitativa de degradacién del almidén

Se obtuvo como resultados el crecimiento de esporas a partir de la inoculacién
por extension en agar almidon de trigo de las diluciones: 1/10, 1/100, 1/1000 y
1/10000 (Figuras 19 A, B, C y D respectivamente), y el crecimiento de una
colonia completamente diferenciada y pura con presencia de esporas y halo de
degradacion del sustrato a partir de la dilucion 1/100000 de Aspergillus niger
van Tieghem (ATCC® 6275™) luego de 7 dias de incubacién a 25 °C bajo una

atmosfera aerébica (Figura 19 E).
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Figura 19. Crecimiento de Aspergillus niger en agar almidén de trigo a partir de

nuevas diluciones.

A) Dilucion 1/10.

B) Dilucién 1/100.

C) Dilucién 1/1000.

D) Dilucién 1/10000.

E) Formacién de Colonia completamente diferenciada y pura con presencia de esporas y halo

de degradacién del sustrato en la dilucién 1/100000.

Nuevamente la dilucién 1/100000 de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®
6275™) esta vez inoculada en agar almidon de trigo, mostré el mejor
crecimiento del hongo (colonia aislada con esporas y halo de degradacion del
almiddn) luego de su incubacion aerébica a 25 °C (Figura 19 E), lo que se debe
a la disminucion de la concentracién del numero de colonias a través de las
diluciones seriadas 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000 de Aspergillus
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niger (Vargas, 2014; UNAM, 2012, p. 81). Al igual que en la etapa anterior, la
presencia de colonias blancas en forma de hifas y en una fase mas tardia, el
crecimiento de conidios globulares con esporas de color negro, son
caracteristicas distintivas propias de Aspergillus niger al igual que la presencia
del halo de degradacion de color amarillo claro, en esta ocasion con un
diametro de 1,2 cm (Encyclopedia of Life, 2015; Hina, Saleem y Syeda, 2013,
pp. 105-107; Silva et al., 2011, pp. 762-766).

Como afirma Shihui y otros (2016, pp. 1-10); el uso de almidén de trigo como
Unica fuente de carbono proporciona las vitaminas y energia necesarias para el
optimo desarrollo del hongo, ademéas de incrementar diametro del halo de
degradacion del sustrato, lo que confirma el aumento de este en 0,2 cm. Segln
Hewa, Hakki, Hero y Goceri (2014, pp. 7-10); el uso de tetraciclina, la cual
formé parte del medio almidon de trigo, inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Ademas, la temperatura (25 °C) y pH (6,5) 6ptimos
posibilitaron el crecimiento selectivo de Aspergillus niger estimulando su
esporulaciéon y pigmentacién de color negro (Shamala, Vijayendra y Joshi,
2012).

Se confirm6 la degradacion del almidén (sustrato) por accién de la hidrolisis
enzimatica de Aspergillus niger a partir de la mejor dilucion: 1/100000,
mediante el cambio de color de amarillo claro a azul oscuro del medio de
cultivo (agar almidon de trigo) y la presencia de una zona clara alrededor del
halo de degradacion de la colonia luego de la adicién de yodo al medio (Figura
20). Segun Asaret y otros (2011); el cambio de color del medio cultivo de
amarillo claro a azul oscuro, se debe al acoplamiento del yodo a una de las dos
moléculas de glucosa de las cuales esta constituido el almidon (amilosa lineal y
amilopectina ramificada), en este caso a la amilosa lineal, formando un fuerte
complejo de color azul oscuro. Como se puede observar en la Figura 20 no
todo el medio de cultivo se tifid de color azul, hay una zona incluido el halo de
degradacion que no se tifieron, sino que mantuvieron su color claro y amarillo.

Segun Suarez y Manriquez (2014); Ogbonna y otros (2015, pp. 10-16); esto
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indica que el complejo formado entre el yodo y los polimeros de la amilosa
lineal fueron desintegrados o hidrolizados posiblemente por enzimas o
amilasas que son las encargadas de desintegrar los enlaces a-1,4 glucosidicos
presentes en la parte interna de la estructura de la amilosa, este procedimiento
permite obtener azlcares mas simples o de menor tamafio. Ademas de que
Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™) es productor de las a amilasas

antes mencionadas.

- 2
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Figura 20. Prueba positiva para la degradacion del almidon al afiadir yodo al
medio, a partir de la dilucién 1/100000 de Aspergillus niger.

4. Cuarta etapa: optimizacion y determinacion del efecto de la fuente nitrégeno
a partir de la fermentacién submersa de Aspergillus niger

Se obtuvo aglomerados de células a partir de las esporas fermentadas de la
mejor dilucién: 1/100000 de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™),
luego de 7 dias de fermentacion a 25 °C con agitacion continua de 160 rpm,
considerando la variacion de la fuente de nitrdgeno y su concentracién de
acuerdo a lo planteado en el disefio factorial 3x3, a excepcion de la
fermentacion blanco que no tuvo ninguna fuente de nitrdgeno, como se puede
observar en las Figuras 21 A,B,C,D,E, F, G, H, | y J.



Figura 21. Resultados de las fermentaciones de Aspergillus niger al utilizar

distintas fuentes de nitrdgeno y en diferente grado de concentracion.

A) Cimulos celulares grandes en el T1.

B) Cumulos celulares grandes en el T2.

C) Cumulos celulares grandes en el T3.

D) Cimulos celulares de tamafio medio en el T4.
E) Camulos celulares de tamafio medio en el T5.
F) Cumulos celulares de tamafio medio en el T6.
G) Cumulos celulares pequefios en el T7.

H) Climulos celulares pequefios en el T8.

1) Cdmulos celulares pequefios en el T9.

J) Cdmulos muy pequefios de células en el TO.

72
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El mejor resultado de fermentacion submersa a partir de las esporas de la
dilucion 1/100000 de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™),
considerando la variacion de la fuente de nitrdgeno y su concentracion, fue
para la fermentacion realizada con fuente de nitrégeno: 2 g L™ de extracto de
levadura, es decir el T1 (Figura 21 A), donde a diferencia del resto de
fermentaciones; tuvo el mejor crecimiento y formacion de células. La razén
para ello se debe a la composicién del extracto de levadura, el cual contiene
una mayor cantidad de vitaminas y proteinas a diferencia de la peptona y
caseina, ademas de una mejor proporcion de péptidos de cadena corta y un
mayor rango espectroscopico de aminoacidos (Hakobyana, Gabrielyana y
Trchouniana, 2012, pp. 6519-6526; Singh, S, Singh, R, Bali, Sharma y Mangla,
2014).

Como afirman Hakobyana y otros (2012, pp. 6519-6526); la concentraciéon
adecuada de la fuente de nitrégeno: 2 g L de extracto de levadura y carbono:
10 g L de almiddn de trigo, permiten una mejor hidrélisis de los enlaces a-1,4
glucosidicos en el interior de las cadenas de los polisacaridos, en este caso en
el interior de la cadena de amilosa del almidon, y por consiguiente la obtencién
de moléculas de glucosa de menor tamafio, que son mas facilmente
metabolizadas por Aspergillus niger, lo que posibilita una correcta germinacién
conidial en forma celular (formacion de hifas que posteriormente se
transforman en conidios con esporas encapsuladas). Segun Suleimenova,
Akhmetsadykov, Kalieva, Mustafin y Saduyeva (2016, pp. 1-6); Colla y otros
(2016, pp. 461-467); el extracto de levadura como fuente de nitrégeno,
incrementa la cantidad de H2 que en conjunto con la hidrdlisis 6ptima de los

azucares reductores permite obtener enzimas hidroliticas de alto rendimiento.

5. Quinta etapa: determinacion del efecto de la fuente nitrogeno sobre la

produccion de biomasa, consumo de sustrato, W, td, Yws del blanco y los

tratamientos.

Elaboracion de la curva de calibrado de la biomasa
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La curva de calibrado de la biomasa se aproximo a una regresion lineal entre la
absorbancia (600 nm) (eje Y) Vs el peso seco (g L) (eje X) por el R? de 0,98
obtenido, como se aprecia en la Figura 22.

Curva de Calibrado de la Biomasa

R*=0,98
2,5

1,5

Absorbancia (600 nm)

0,5

0,700,720,740,76 0,78 0,79 0,80 0,81 0,83 0,84 0,86 0,88 0,90 0,92
Peso seco (g/L)

Figura 22. Curva de calibrado de la biomasa de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275).

Elaboracion de la curva de crecimiento de Aspergillus niger

La curva de crecimiento de la Aspergillus niger de relacion entre la absorbancia
de las muestras medidas a 600 nm (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), permitid
establecer la fase exponencial del hongo (maximo crecimiento), de acuerdo con

el tiempo de fermentacion (7 dias), como se puede ver en la Figura 23.
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Figura 23. Curva de crecimiento de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC®

6275).

Elaboracion de la curva de calibrado de la glucosa (sustrato)

La curva de calibrado de la glucosa se aproximé a una regresion lineal entre la

absorbancia (540 nm) (eje Y) Vs la concentracién de la glucosa en la cubeta (g

L) (eje X) como se verifica por el valor del R? obtenido (0,99) (Figura 24).

Curva de Calibrado de la Glucosa

1,4
R*=0,99
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbancia (540 nm)

0,2 0 0,5 1 1,5 2

Conc. de glucosa en la cubeta (g/L)

Figura 24. Curva de calibrado de la glucosa de Aspergillus niger van Tieghem

(ATCC® 6275).
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5.1 Fermentacion blanco con el TO

Evaluacion de la produccidon de biomasa de la fermentacién con el TO

La curva de producciéon de biomasa en el TO con un valor de R? de 0,94, se
aproximd a una tendencia lineal entre la concentraciéon de la biomasa (g L™?)

(eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), como se puede ver en la Figura 25.

Concentracion de Biomasa.
Fermentacion Blanco TO
3,0000
R%= 0,94
2,5000
2,0000
1,5000

1,0000

Conc. biomasa (g/L)

0,5000

0,0000
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura 25. Relaciéon de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),
a partir de la fermentacién con el TO.

Evaluacion del consumo de sustrato de la fermentacién con el TO

La curva de consumo de sustrato de la fermentacion blanco se aproximé a una
regresion lineal entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo
(h) (eje X), presentando un valor de R? igual a 0,90, como se puede observar

en la Figura 26.
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Consumo de Sustrato.
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Figura 26. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacion con el TO.

Existe una relacion inversamente proporcional entre la produccion de biomasa
(crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento descendente) (g
LY) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentaciéon con el TO de

Aspergillus niger, como se puede ver en la Figura 27.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
Fermentacion Blanco TO

3,0000
= 2.
8 2,5000 R™=094
Nt
(9]
w
§ 2,0000
b —@— Concentracion de
> 1,5000 la biomasa (g/L)
2
g 1,0000
393 —@— Concentracion de
E; 0,5000 glucosa (g/L)
o
©  0,0000

0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 27. Relaciéon de la concentracion de biomasa y glucosa (g L) Vs el
tiempo (h), a partir de la fermentacion con el TO.

5.2 Fermentaciéon con el T1
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Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T1

La curva de produccion de biomasa de la fermentacion con el T1 se aproximé a
una regresion lineal (R>= 0,97) entre la concentracion de la biomasa (g L™?) (eje

Y) Vs el tiempo (h) (eje X), como se puede ver en la Figura 28.

Concentracion de Biomasa.

T1
12,0000
R2=0,97
10,0000
~
N
&5 8,0000
[q]
& 6,0000
g 6
=
84,0000
5
& 2,0000
S 2
0,0000
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 28. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T1.

Evaluacion del consumo de sustrato de la fermentacién con el T1

La curva de consumo de sustrato de la fermentacién con el T1 se aproximo a
una tendencia lineal entre la concentracién de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el
tiempo (h) (eje X), corroborado con el valor de R? (0,89) préximo a 1 (Figura
29).
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Consumo de Sustrato.
T1

1,6000
1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

R?=0,89

Conc. glucosa (g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 29. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a

partir de la fermentacién con el T1.

Existe una relacion inversamente proporcional entre la produccion de biomasa
(crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento descendente) (g
LY) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentaciéon con el T1 de

Aspergillus niger, como se puede observar en la Figura 30.

12,0000
—_ R?=0,97
= 10,0000
0
& 8,0000
]
8]
=
& 6,0000
> —&— Concentracion de
g 4,0000 la biomasa (g/L)
=]
82,0000 ~—@— Concentraci6n de
= glucosa (g/L)
S 0,0000
0 20 40 60 80 100 120 140
ConcentracionedeBipmasa Vs consumo de Sustrato.
T1

Figura 30. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T1.
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5.3 Fermentacion con el T2

Evaluacion de la produccidon de biomasa de la fermentacion con el T2

La curva de generacion de biomasa en el T2 se aproxim6 a una tendencia
lineal entre la concentracion de la biomasa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje

X), lo cual se verificé a través del valor de R? (0,95), como se puede ver en la

Figura 31.
Concentracion de Biomasa.
T2
6,0000
R2=0,95

5,0000
=)
S~

58 4,0000
3

g 3,0000
S

ﬁ 2,0000
<
o

© 1,0000

0,0000

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 31. Relaciéon de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T2.

Evaluacién del consumo de sustrato de la fermentacién con el T2

La curva de consumo de sustrato en el T2 se orientd hacia a una tendencia
lineal entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X)

con un valor de R? de 0,88, como se puede apreciar en la Figura 32.
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Consumo de Sustrato.
T2
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R?=0,88
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0,8000

glucosa

0,6000
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Figura 32. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a

partir de la fermentacion con el T2.

Se produce una relacidon inversamente proporcional entre la generacion de
biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentacion

en el T2 de Aspergillus niger, como se puede verificar en la Figura 33.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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2=
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S~
g
Nt
T 4,0000
S —@— Concentracion de
%D 3,0000 la biomasa (g/L)
>
2 2,0000 —@— Concentracion de
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0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 33. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T2.
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5.4 Fermentacion con el T3

Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T3

La curva de produccion de biomasa en la fermentacion con el T3 se acerco a
una tendencia lineal entre la concentracién de la biomasa (g L?) (eje Y) Vs el

tiempo (h) (eje X), observado a través del valor de R? obtenido (0,93). (Figura
34).

Concentracion de Biomasa.
T3

5,0000
4,5000
4,0000
3,5000
3,0000
2,5000
2,0000
1,5000
1,0000
0,5000
0,0000

R?=0,93

Conc. biomasa (g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 34. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),
a partir de la fermentacién con el T3.

Evaluacién del consumo de sustrato de la fermentacién con el T3

La curva de consumo de sustrato en el T3 se aproximé a una regresion lineal
entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X),

presentando un valor de R? proximo a 1 (0,98). (Figura 35).
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Consumo de Sustrato.
T3

R?2=0,98

0,4000
0,3000
- 0,2000
0,1000
0,0000

glucosa

Conc

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)
Figura 35. Relacién de la concentracién de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacion con el T3

Se puede verificar que existe relacion inversamente proporcional entre la
generacion de biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato
(crecimiento descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), en el T3 de
Aspergillus niger, como se puede ver en la Figura 36.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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I R2=0,93
?ﬂ 4,5000
:; 4,0000
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Figura 36. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el
tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T3.
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5.5 Fermentacion con el T4

Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacién con el T4

La curva de generacion de biomasa de la fermentacion con el T4 se acerco a
una tendencia lineal entre la concentracién de la biomasa (g L?) (eje Y) Vs el

tiempo (h) (eje X), dando lugar a un valor de R? de 0,94, como se puede ver en

la Figura 37.
Concentracion de Biomasa.
T4
6,0000
R2= 0,94

~ 5,0000
—
S~
o8
% 4,0000
£
S 3,0000
o)
;L:S 2,0000
(@]
()

1,0000

0,0000

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 37. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T4.

Evaluacion del consumo de sustrato de la fermentacién con el T4

La curva de consumo de sustrato de la fermentaciéon con el T4 presenté una
tendencia hacia una regresion lineal entre la concentracioén de la glucosa (g L)
(eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), generando un valor de R? de 0,99, tal como se

observa en la Figura 38.
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Consumo de Sustrato.
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Figura 38. Relacion de la concentracién de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a

partir de la fermentacion con el T4.

Se produce una relacidon inversamente proporcional entre la generacion de
biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentacion

con el T4 de Aspergillus niger, como se puede apreciar en la Figura 39.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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Figura 39. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el
tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T4.
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5.6 Fermentacion con el T5

Evaluacién de la producciéon de la biomasa de la fermentacién con el T5

La curva de produccion de biomasa de la fermentacion con el T5 se aproximé a
una regresion lineal entre la concentraciéon de la biomasa (g L) (eje Y) Vs el

tiempo (h) (eje X), a través de un valor de R? de 0,93 (Figura 40).

Concentracion de Biomasa.

T5
5
45 R?=0,93
= 4
}03,5
= 3
G 2,5
£
81,5
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0
0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 40. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T5.

Evaluacion del consumo del sustrato de la fermentacion con el T5

La curva de consumo de sustrato de la fermentacién con el T5 se aproximé a
una tendencia lineal entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el
tiempo (h) (eje X), presentando un valor de R? de 0,97, como se puede ver en
la Figura 41.
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Consumo de Sustrato.
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Figura 41. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a

partir de la fermentacion con el T5.

Existe una relacién inversamente proporcional entre la generacion de biomasa
(crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento descendente) (g
LY) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentaciéon con el T5 de

Aspergillus niger, como se puede observar en la Figura 42.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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Figura 42. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T5.
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5.7 Fermentacion con el T6

Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T6

La curva de concentracion de biomasa de la fermentacion con el T6 se verifico
gue tiene una aproximacion a una regresion lineal entre la concentracion de la
biomasa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), presentando un valor de R? de
0,93, como se puede apreciar en la Figura 43.

Concentracion de Biomasa.
T6

R?=0,93

Conc. biomasa (g/L)

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 43. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),
a partir de la fermentacién con el T6.

Evaluacién del consumo de sustrato de la fermentacién con el T6

Mientras tanto, la curva de consumo de sustrato de la fermentacion con el T6
se observd que tiene una aproximacién a una regresion lineal entre las
variables: concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X),

presentando un valor de R? de 0,98, como se puede observar en la Figura 44.
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Consumo de Sustrato.
1,4 Té6

R?=0,98

Conc. gluocosa (g/L)
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Tiempo (h)
Figura 44. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacién con el T6.

Se aprecia que existe una relaciébn inversamente proporcional entre la
concentracion de biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato
(crecimiento descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la

fermentacion con el T6 de Aspergillus niger (Figura 45).
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Figura 45. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el
tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T6.
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5.8 Fermentacion con el T7

Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T7

La curva de generacion de biomasa de la fermentacion con el T7 se aproximé a
una regresion lineal entre la concentraciéon de la biomasa (g L) (eje Y) Vs el
tiempo (h) (eje X), a través de un valor de R? de 0,93, como se puede observar
en la Figura 46.

Concentracion de Biomasa.
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Figura 46. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),
a partir de la fermentacién con el T7.

Evaluacién del consumo de sustrato de la fermentacidon con el T7

En la curva de consumo de sustrato de la fermentacion con el T7 se obtuvo un
R? de 0,97 lo que permite verificar la aproximaciéon a una regresion lineal entre
las variables concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X)
(Figura 47).
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Figura 47. Relacién de la concentracién de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacién con el T7.

Se produce una relacién inversamente proporcional entre la produccion de
biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentacién

con el T7 de Aspergillus niger, como se puede observar en la Figura 48.
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Figura 48. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el
tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T7.
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5.9 Fermentacion con el T8

Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T8

La curva de produccion de biomasa de la fermentacion con el T8 posee una
tendencia lineal (R?= 0,93) entre las variables: concentracion de la biomasa (g
L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X) (Figura 49).

Concentracion de Biomasa.
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Figura 49. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),
a partir de la fermentacién con el T8.

Evaluaciéon del consumo de sustrato de la fermentacidon con el T8

Se puede observar que la curva de consumo de sustrato de la fermentacion
con el T8 se aproximé a una tendencia lineal entre la concentracién de la
glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), presentando un valor R? de 0,99,

como se puede ver en la Figura 50.
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Figura 50. Relacién de la concentracién de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacion con el T8.

Existe una relacion inversamente proporcional entre la produccién de biomasa
(crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento descendente) (g
LY) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentaciéon con el T8 de

Aspergillus niger, como se puede apreciar en la Figura 51.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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Figura 51. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T8.

5.10 Fermentacion con el T9
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Evaluacion de la produccion de biomasa de la fermentacion con el T9

La curva de concentracion de biomasa de la fermentacién con el T9 se acerc6
a una tendencia lineal entre la concentracion de la biomasa (g L) (eje Y) Vs el

tiempo (h) (eje X), verificado a través de un valor de R? de 0,92 (Figura 52).

Concentracion de Biomasa.
T9

4,5000
4,0000
3,5000
3,0000
2,5000
2,0000
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1,0000
0,5000

0,0000
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R?=0,92

Conc. biomasa (g/L)

Figura 52. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T9.

Evaluacion del consumo de sustrato de la fermentacién con el T9

La curva de consumo de sustrato de la fermentacion con el T9 posee una
tendencia hacia una regresion lineal entre la concentracion de la glucosa (g L)
(eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), generando un valor de R? de 0,99, como se
puede ver en la Figura 53.
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Consumo de Sustrato.
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R?=0,99

0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 53. Relacién de la concentracién de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir de la fermentacion con el T9.

Existe una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de
biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentacion

con el T9 de Aspergillus niger, como se puede observar en la Figura 54.
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§ 3,0000
S 2,5000 —0— Concer.ltraaon
o de la biomasa
> 2009 (8/1)
v 1,5000
E ——@— Concentracion
g o000 de glucosa (g/L)
< 0,5000
o
£ 0,0000
© 0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura 54. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T9.
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Como se puede observar en la Tabla 17, los mejores resultados en produccion
de biomasa en cuanto a promedio (X ) y desviacion estandar (S)

correspondieron a la fermentacion con el T1 de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275), por lo que se consideraria al mismo como el mejor tratamiento

para la variable antes mencionada.

Tabla 17.
Disefio factorial 3x3 de los resultados obtenidos de X y S al medir la biomasa

en los distintos tratamientos.

Disefio Factorial 3x3 Resultados (g L)
Tratamiento Fuente de N Conc.(gL?Y) | x S

TO Blanco 0 3,85 0,005

T1 Extracto de levadura 2 10,57 | 5,77E-05
T2 Peptona 2 4,89 5,77E-05
T3 Caseina 2 4,34 | 5,77E-05
T4 Extracto de levadura 1 4,94 5,77E-05
T5 Peptona 1 4,44 5,77E-05
T6 Caseina 1 4,78 | 5,77E-05
T7 Extracto de levadura 0,5 4,44 5,77E-05
T8 Peptona 0,5 3,69 5,77E-05
T9 Caseina 0,5 3,93 5,77E-05

El T1 como mejor tratamiento se debe a dos razones: primero a las condiciones
fisico-quimicas como son: la velocidad de agitacion (160 rpm) y el pH (6,5), que
promueven una mayor oxigenacion, optimizando el consumo de la fuente de
carbono (almidén de trigo) y produciendo una mayor cantidad de biomasa en
menor tiempo (Mrudula y Murugammal, 2011, pp. 1119-1127). La segunda y
mas importante razéon es la composicién del extracto de levadura, que a
diferencia de las demas fuentes de nitrdgeno tiene un mayor nivel de
nutrientes, aminoacidos y vitaminas especialmente complejo B, que optimizan

el desarrollo de las células. Esta fuente de nitrégeno, ademas, actua “como una
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co-enzima de la via metabdlica aerébica de Aspergillus niger para la formacion
de esqueletos de carbono que a su vez incrementan la biosintesis de las
vitaminas especialmente el complejo B” (Colla et al., 2016, pp. 461-467,
Cunhaa, Esperancaa, Zangirolamia, Badinoa y Farinasb, 2012, pp. 461-467).

Al realizar el ANOVA (Tabla 18), se obtuvo un valor de estadistico F de
3634874,88 que al compararlo con el valor critico (2,39) es mayor, por lo que
se puede concluir que existen diferencias significativas entre las

concentraciones de biomasa en los diferentes tratamientos incluyendo el

blanco.
Tabla 18.
ANOVA de la concentracion de biomasa en los distintos tratamientos mas el
blanco.

Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de F critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad para F
Entre grupos 109,14 9 12,13 3634874,88 3,99E-60 2,39
Dentro de los
grupos 6,67E-05 20 3,34E-06
Total 109,14 29

Después de realizar una prueba de Tukey se puede observar que el T1 es
diferente a los restantes tratamientos.

Informacién agrupada utilizando el método de Tukey
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N Agrupacion
T0O 10 B
T1 10 A
T2 10 B
T3 10 B
T4 10 B
T5 10 B
6 10 B
T7 10 B
T8 10 B
T9 10 B

Los parametros cinéticos: p = 0,0113 ht, td = 61,23 h'! (considerando la fase
exponencial) y Yws= 9,79 g células/ g sustrato también fueron los mejores para
la fermentacion con el T1 con respecto a la concentracion de biomasa (Tabla
19). Esto se debe principalmente a la elevada cantidad de vitaminas (complejo
B) y nutrientes que tiene este estrato, que en concentraciones apropiadas
aumentan la velocidad de crecimiento, disminuyen el tiempo de duplicacion y
potencian el rendimiento celular, optimizando el consumo de sustrato para una
mayor produccién de biomasa (UNQ, 2015, p.2; Rodriguez, D, Rodriguez, J,
Carvalhoa, Sturma y Soccola, 2011, pp. 10657-10662; Colla et al., 2016, pp.
461-467). Segun Castro, Pereira, Fernandez, Guimaraes y Reis (2011, pp. 2-
5); la velocidad especifica de crecimiento para hongos como Aspergillus niger
va desde 0,0101 hasta 0,1213 h1, valores que se relacionan con la p obtenida
en el Tl de la presente investigacion. Bai y otros (2013, pp. 528-540);
obtuvieron un valor de rendimiento celular en algunas cepas de Aspergillus de
7,25 g células/ g sustrato, resultado que se aproxima al obtenido en el presente

estudio.
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Disefio factorial 3x3 de los resultados obtenidos de: W, td, y Yxs al medir la

biomasa de los distintos tratamientos.

Disefio Factorial 3x3
Tratamiento | Fuentede | Conc.N | p(h?) |td (h?) Yxis
Nitrégeno (gL (g cell/ g sust)
T0 Blanco 0 0,08 7,99 1,6
T1 Extracto de 2 0,01 61,23 9,79
levadura
T2 Peptona 2 0,01 75,30 3,63
T3 Caseina 2 0,01 40,30 4,25
T4 Extracto de 1 0,01 53,54 5,13
levadura
T5 Peptona 1 0,01 39,34 5,33
T6 Caseina 1 0,01 54,90 5,14
T7 Extracto de 0,5 0,01 57,94 5,33
levadura
T8 Peptona 0,5 0,01 62,47 4,31
T9 Caseina 0,5 0,01 66,73 4,78
6. Sexta etapa: determinacion de la actividad enzimatica de

las

fermentaciones por espectrofotometria UV-VIS utilizando DNS y evaluacién

del efecto del activador CaCl: sobre la actividad enzimética de la mejor

fermentacion

6.1 Fermentacion blanco TO

La curva de actividad enzimatica de la fermentacion blanco TO, se aproximo a

una regresion lineal entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el

tiempo (min) (eje X), obteniendo un R? de 0,78 (Figura 55).
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Actividad Enzimatica.
Fermentacion Blanco TO

R*=0,78

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 55. Relacién de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacion con el TO.

6.2 Fermentacion con el T1

En la curva de actividad enzimética de la fermentacion con el T1 se observo
gue se acerca a una tendencia lineal entre la concentracién de la glucosa (g L
1) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X), verificado a través de un R? de 0,97, como

se aprecia en la Figura 56.

Actividad Enzimatica.

T1
4,5000

— 4,0000
3,5000
3,0000
2,5000
2,0000
1,5000
1,0000
0,5000

0,0000
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

R*=0,97

Conc. de glucosa (g/L

Figura 56. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacion con el T1.
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6.3 Fermentacion con el T2

Se puede observar que la curva de actividad enzimatica de la fermentacion con
el T2 (Figura 57) con un R? de 0,95 se aproximé a una regresion lineal entre la

concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X).

Actividad Enzimatica.

T2
3,5000

3,0000 R*=0,95
2,5000
2,0000
1,5000

1,0000

Conc. de glucosa (g/L)

0,5000

0,0000
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 57. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacién con el T2.

6.4 Fermentacion con el T3

La curva de actividad enziméatica de la fermentacién en el T3 se aproximé a una
tendencia lineal entre la concentracion de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el tiempo
(min) (eje X), presentando un R? de 0,96 (Figura 58).
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Actividad Enzimatica.

T3
3,5000

R?=0,96
3,0000
2,5000
2,0000
1,5000

1,0000

Conc. de glucosa (g/L)

0,5000

0,0000
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 58. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacion con el T3.

6.5 Fermentacion con el T4

En el T4, la curva de actividad enzimatica se tendié hacia una regresion lineal
entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X) a
través de un R? de 0,95 (Figura 59).

Actividad Enzimatica.

T4
3,0000

R*=0,95
2,5000
2,0000
1,5000

1,0000

Conc. de Glucosa (g/L)

0,5000

0,0000
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 59. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacion con el T4.
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6.6 Fermentacion con el T5

La curva de actividad enzimatica de la fermentacion con el T5 se aproximé a
una tendencia lineal entre la concentracién de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el
tiempo (min) (eje X), interpretado a través de un R? de 0,94, como se aprecia

en la Figura 60.

Actividad Enzimatica.
TS

R*=0,94

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura 60. Relacién de la concentracién de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a
partir de la fermentacién con el T5.

6.7 Fermentacion con el T6

En el T6, la curva de actividad enzimética se tendié hacia una regresion lineal
entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X),
presentando un R? de 0,94 (Figura 61).
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Actividad Enzimatica.
Té6
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1,2000
1,0000
0,8000
; 0,6000 T...-
0,4000
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0 2 4 6 8 10 12
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Figura 61. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacién con el T6.

6.8 Fermentacion con el T7

La curva de actividad enzimética de la fermentacion con el T7 se acerco a una
tendencia lineal entre la concentracion de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el tiempo

(min) (eje X), presentando un R? de 0,93 como se observa en la Figura 62.

Actividad Enzimatica.

T7
2,0000

1,8000
= 1,6000
= 1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
. 0,6000
0,4000
0,2000
0,0000
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

R?=0,93

Conc. de glucosa (g

Figura 62. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacién con el T7.
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6.9 Fermentacion con el T8

En la fermentacion del T8, la curva de actividad enzimética a través de un R?
de 0,92 se aproximd a una regresion lineal entre la concentracion de la glucosa
(g L) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X), como se puede apreciar en la Figura
63.

Actividad Enzimatica.

R%*=0,92

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (min)
Figura 63. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a
partir de la fermentacién con el T8.
6.10 Fermentacion con el T9

La curva de actividad enzimatica de la fermentacion con el T9 se acerco a una
tendencia lineal entre la concentracién de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el tiempo
(min) (eje X), presentando un R? de 0,93 (Figura 64).
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Actividad Enzimatica.
T9
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Figura 64. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a
partir de la fermentacién con el T9.

Como se puede observar en la Tabla 20, los mejores resultados se obtienen

con el T1 en cuanto a promedio X y S, considerando al mismo como el mejor

tratamiento.
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Tabla 20.
Disefio factorial 3x3 de los resultados de X y S al medir la actividad enzimética

en los distintos tratamientos.

Disefio Factorial 3x3 Resultados
Tratamiento | Fuente de Nitrogeno | Conc. N x S
(gL
T0 Blanco 0 0,68 0,09
T1 Extracto de levadura 2 6,31 5,77E-05
T2 Peptona 2 4,08 0,03
T3 Caseina 2 3,92 0,02
T4 Extracto de levadura 1 4,16 5,77E-05
T5 Peptona 1 2,45 0,0002
T6 Caseina 1 2,17 0,0002
T7 Extracto de levadura 0,5 2,20 0,003
T8 Peptona 0,5 1,52 0,03
T9 Caseina 0,5 2,13 0,03

El T1 obtuvo la mayor actividad enzimatica debido a algunas razones. Segun
Ferrari, Gaber y Fraaije (2014, pp. 7-14); esta fuente de nitrdgeno (extracto de
levadura) gracias a su facil metabolismo fungico, permite que las enzimas a
amilasas degraden e hidrolicen con mayor rapidez los enlaces a-1,4
glucosidicos en el interior de la cadena de amilosa del almidén, obteniendo de

este modo moléculas de glucosa de menor tamafio.

La hidrdlisis de los azucares reductores del almidon fue detectada rapidamente
por el DNS observado mediante un cambio de color de amarillo a anaranjado

de la muestra, como se puede ver en la Figura 67.

Segun Hewa y otros (2014, pp. 7-8); el DNS es uno de los mas utilizados para
determinar la actividad enzimatica de muestras fungicas por espectrofotometria
UV- Vis. Como afirma Gonzales y Castellanos (2013); una de las formas mas

utilizadas para determinar la actividad enzimatica de las a amilasas en la
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industria, es el método colorimétrico del DNS, el cual determina el contenido de
los azucares reductores excretados en el medio de cultivo de forma cualitativa.
Estudios realizados por Sridevi, Sandhya, Ramanjaneyulu, Narasimha, y
Suvarnalatha (2016, pp. 140-165); demuestran que existe hidrolisis de
azucares reductores cuando se presenta un cambio de color de amarillo (DNS
+muestra) a un color mas intenso. ElI cambio de color también manifiesta la

formacion de enzimas a amilasas como ocurrié en el presente estudio.

En el ANOVA (Tabla 21), el valor estadistico F corresponde a un valor de
6297,83 el cual es mayor que el valor critico (2,39) por lo que existen
diferencias en los valores de actividad enzimética en los distintos tratamientos

mas el blanco.

Tabla 21.
ANOVA de la actividad enziméatica en los distintos tratamientos mas el blanco.

ANALISIS DE VARIANZA

Valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 72,90 9 8,10 6297,83 1,63E-32 2,39
Dentro de los
grupos 0,03 20 0,001
Total 72,93 29

En la prueba de Tukey se observa que el Tl se diferencia del resto de

tratamientos.

Informacidn agrupada utilizando el método de Tukey
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N Agrupacion
T0O 10 B
T1 10 A
T2 10 B
T3 10 B
T4 10 B
T5 10 B
6 10 B
T7 10 B
T8 10 B
T9 10 B

Validacion de la fuente de nitrogeno: 2 g I'* de extracto de levadura (t1) para la

produccion de a amilasas.

En la Tabla 22 se puede apreciar los resultados validados por el DCC en
cuanto a producciéon de biomasa (g L?) y actividad enzimatica (U mL1),

obtenidos a partir de la fermentacion con el T1.
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Tabla 22.

DCC para la produccion de a amilasas con el T1.

DCC para la produccion de a amilasas

Variables Independientes Variables Dependientes
Almiddn de trigo Fuente Nitrogeno T1 Resultados
(gL (gL
N° Variable Variable Variable Variable Biomasa Actividad
corrida | Codificada | Decodificada | Codificada | Decodificada (gLh enzimatica
(UmL?)
1 -1,0 3,20 -1,0 0,80 10,55 6,31
2 -1,0 3,20 1,0 1,20 10,58 6,31
3 1,0 8,80 -1,0 0,80 10,57 6,37
4 1,0 8,80 1,0 1,20 10,59 6,39
5 -1,4 2,00 0,0 1,50 10,58 6,43
6 1,4 10,00 0,0 1,50 10,58 6,47
7 0,0 6,00 -1,4 0,50 10,58 6,50
8 0,0 6,00 1.4 2,50 10,58 6,54
9 0,0 6,00 0,0 1,50 10,57 6,53
10 0,0 6,00 0,0 1,50 10,56 6,55
11 0,0 6,00 0,0 1,50 10,58 6,50
12 0,0 6,00 0,0 1,50 10,59 6,56

La superficie de respuesta de la Figura 65, mediante su curvatura mostré un
ajuste cuadratico de las variables respuesta: concentracion de biomasa y
actividad enzimatica de la a amilasa en funcion del efecto de la fuente de
nitrégeno: 2 g L de extracto de levadura (T1) propuesto por el disefio factorial
3x3 inicial, lo cual indica que el DCC se ha planteado correctamente y que la
fuente de nitrégeno optimiza la produccion de a amilasas (Jia et al., 2015;
Izmirlioglu y Demirci, 2015; Mohan, Kumar y Sarathi, 2015, pp. 385-393).
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DISENO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

10,60

Biomasa (g/L) 10,58

6,5

Actividad enzimatica U/ mL

Fuente de nitrogeno (g L)

Figura 65. Superficie de respuesta de la concentracion de biomasa (g L) y
actividad enzimatica (U mL?) en funcién de la fermentacién con el T1 de

Aspergillus niger para la produccién de a amilasas, segun el DCC.

En la Tabla 23 se presenta los resultados de actividad enzimatica obtenidos en
las diferentes concentraciones de activador. Se puede observar que en el
experimento 3 (6,36 mM) se obtuvo la mayor actividad enzimética con un valor
de 6,41 U mL*, mientras que la concentracién de activador 10,6 mM dio lugar

al menor registro (6,26 U mL™1).
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Tabla 23.
Disefio 5! de las diferentes concentraciones del activador CaCl, y los

resultados de X y S obtenidos al medir la actividad enzimatica en cada caso.

Disefio 51 Resultados (U mL™?)
Experimento | Concentracion X S
CaCl2

1 2,12 mM 6,32 0,02

2 4,24 mM 6,36 0,02

3 6,36 mM 6,41 5,77E-05
4 8,48 mM 6,34 0,02

5 10,6 mM 6,26 0,03

Al realizar el ANOVA para la actividad enzimatica (Tabla 24), se obtiene un
valor estadistico F de 17,68 que comparado con el valor critico F (3,48) es
mayor, por lo que se concluye que existen diferencias significativas en cuanto a
la actividad enzimatica en los distintos experimentos dados por las

concentraciones del activador.

Tabla 24.

ANOVA de los resultados de actividad enzimatica obtenidos a partir del T1 con

diferentes concentraciones de activador CacCl,.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,04 4 0,009 17,68 0,0002 3,48

Dentro de los
grupos 0,005 10 0,0005

Total 0,04 14
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Con la prueba de Tukey, se observa que el experimento 1 y 3 (actividad
enzimatica de 6,32 y 6,41 U mL™, respectivamente) son diferentes a los demas

realizados.

Informacién agrupada utilizando el método de Tukey

N Agrupacién
El 5 A

E2 5 B

E3 5 A

E4 5 B

ES 5 B

6.11 Fermentacion con el T1 mas el activador cacl2 6,36 mm

La curva de actividad enzimatica de la fermentacion con el T1 mas el activador
CaClz (6,36 mM), se aproxim0 a una regresion lineal entre la concentracion de
la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X), obteniendo un R? de 0,99
(Figura 66).

Actividad Enzimatica.
T1 + CaCl, 6,36 mM

4,0000 R2=0,99
3 3,5000
\ >

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (min)
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Figura 66. Relacion de la concentracion de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a

partir de la fermentacion con el T1 mas el activador CaClz 6,36 mM.

Al comparar las muestras de la fermentacion con el T1 antes y después de
afadir el activador CaClz (6,36 mM), se observé un cambio de color de amarillo
a anaranjado en ambos casos, luego de calentar cada una de las muestras
reaccionantes con DNS, a diferencia de que en el segundo caso (fermentacion
con activador) el cambio de color fue mas pronunciado, como se puede
observar en la Figura 67.

Figura 67. Muestras del T1 tras su reaccion con DNS.

A) Resultados antes de afiadir el activador CaClz 6,36 mM.

B) Resultados despues de afiadir el activador CaCl2 6,36 mM.

En la Tabla 25 se observa los resultados de la produccion de biomasa en los
distintos experimentos con las concentraciones del activador. En el
experimento 3 se obtiene el mejor registro (11,17 g L), mientras que el

experimento 1 dio lugar al menor valor (10,30 g L1).
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Tabla 25.
Disefio 5! de las diferentes concentraciones del activador CaCl; y resultados de

X y S obtenidos al medir la produccion de biomasa en cada caso.

Disefio 5! Resultados (g L™?)

N° Concentracion X S
Experimento (CaCl2)

1 2,12 mM 10,30 0,06
2 4,24 mM 10,63 0,15
3 6,36 mM 11,17 0,005
4 8,48 mM 10,84 0,16
5 10,6 mM 10,80 0,05

En el ANOVA (Tabla 26), el valor estadistico F (24,69) es mayor que el valor
critico F (3,48), por tanto, existen diferencias entre la produccion de biomasa en

los distintos experimentos.
Tabla 26.
ANOVA de los resultados de concentracion de biomasa obtenidos a partir del

T1 con diferentes concentraciones de activador CacCls.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma  de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,21 4 0,30 24,69 0,00004 3,48

Dentro de los

grupos 0,12 10 0,01

Total 1,33 14

Al aplicar la prueba de Tukey, se observa que el experimento 1y 3, con valores
de producciéon de biomasa de 10,31 y 11,17 g L™, respectivamente son

diferentes a los restantes experimentos realizados.
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Informacién agrupada utilizando el método de Tukey

N Agrupacion
El 5 A
E2 5 B
E3 5 A
E4 5 B
ES 5 B

6.12 Fermentacion con el T1 mas el activador CaCl2 6,36 mm

La curva de generacion de biomasa de la fermentacién con el T1 mas el
activador CaCl: (6,36 mM), se aproximO0 a una tendencia lineal entre la
concentracion de la biomasa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X),

presentando un R? de 0,99, como se puede observar en la Figura 68.

Concentracion de Biomasa.
T1 + activador CaCl, 6,36 mM

12,0000
R?=0,99

10,0000

8,0000

6,0000

4,0000

Conc. biomasa (g/L)

2,0000

0,0000
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (h)

Figura 68. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir de la fermentacién con el T1 mas activador CaClz 6,36 mM.
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La curva de consumo de sustrato de la fermentacion con el T1 méas activador
CaCl2 6,36 mM, se aproximo a una regresion lineal entre la concentracion de la
glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), corroborado por un R? de 0,99
(Figura 69).

Consumo de Sustrato.
T1 + activador CaCl, 6,36 mM

R?=0,99

0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h)

Figura 69. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a

partir de la fermentacion con el T1 mas activador CaClz 6,36 mM.

Se produce una relacion inversamente proporcional entre la concentracién de
biomasa (crecimiento ascendente) y consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir de la fermentacion
con el T1 mas activador CaClz 6,36 mM de Aspergillus niger, como se puede

observar en la Figura 70.
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Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
T1 + activador CaCl, 6,36 mM
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Figura 70. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir de la fermentacion con el T1 mas activador CaClz 6,36 mM.

El CaClz (6,36 mM), aumentd significativamente la concentracion de biomasa y
la actividad enzimatica de la a amilasa. Segun Espinel y Lopez (2011, pp. 204 -
208); el ion Ca?* es uno de los activadores de mas alto poder, que podria
presentar interacciones complementarias favorables, que permitan neutralizar

las cargas negativas en los dominios estructurales Ay B de la enzima.

Segun Mojsov (2012); la mayor parte de las a amilasas pertenecen a las
metaloenzimas, las cuales necesitan de iones de Ca?* para estabilizar su
estructura tridimensional y sobre todo su actividad funcional. Aunque este
elemento no esté incluido en su centro activo, se encuentra fuertemente unido
a estas enzimas. Esto indica que el CaCl: utilizado en el presente estudio haya
incrementado la concentracion de biomasa. Segun Brayer y otros (2011); Tiwari
y otros (2015, pp. 1886-1901); el Ca?* en una concentracion de 10 iones por
molécula, estabiliza la conformacion global de la enzima, logrando una mayor

actividad enzimatica.

Después de utilizar el activador enzimatico se obtuvieron valores de p= 0,0138
ht, td= 50,21 hly Yxs=10,31 g células/ g sustrato.
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7. Séptima etapa: criopreservacion del hongo Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275)

Determinacién de la viabilidad de Asperqgillus niger mediante el mejor

crecimiento y esporulacion

Los resultados obtenidos luego de 7 dias de incubacion a 25 °C bajo una
atmosfera aerdbica previa inoculacién en agar almidon de trigo, de las alicuotas
criopreservadas de Aspergillus niger (congelacion a las temperaturas
establecidas: 8, 2, -20 y - 80 °C, seguido de la descongelacion ( -80, -20, 2y 8
°C)) en glicerol al 50%, a partir de dos medios de cultivo estériles: leche al 7% y
SDB, se muestran en las Figuras 71 Ay B.

partir de su criopreservacion en medios de cultivo.

A) Leche al 7%.
B) SDB.

Determinacién de la viabilidad de Aspergillus niger por medicién de la mejor

actividad enzimatica

SDB
La curva de actividad enzimatica para Aspergillus niger criopreservado en SDB,
se aproximé a una regresion lineal entre la concentracién de la glucosa (g L)

(eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X), presentando un R? de 0,96 (Figura 72).
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Actividad Enzimatica.

Aspergillus niger criopreservado en SDB
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Figura 72. Relacion de la concentraciéon de la glucosa (g L) Vs el tiempo (min)
de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) criopreservado en SDB.

Se obtuvo un valor de actividad enzimatica de 4,41 U mL™* proteina.

LECHE AL 7%

En la curva de actividad enzimatica para Aspergillus niger criopreservado en
leche al 7% se verificd una tendencia lineal entre la concentracion de la glucosa
(g LY (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X), corroborado ademas por un R? de
0,82, como se observa en la Figura 73.
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Actividad Enzimatica.
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Figura 73. Relacién de la concentraciéon de la glucosa (g L) Vs el tiempo (min)
de Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275) criopreservado en leche al
7%.

Se obtuvo un valor de actividad enzimatica de 1,99 U mL™* proteina.

El mejor resultado de viabilidad celular de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275) criopreservado en glicerol al 50% y a -80 °C, se obtuvo bajo el
efecto del SDB, que a diferencia de la leche al 7%, presentdé un mayor
crecimiento y esporulacion del hongo como se muestra en la Figura 71 B, un
mejor ajuste lineal de las variables, con un R? de 0,96 (Figura 72) y un valor de
actividad enzimatica superior correspondiente a 4,41 U mL™* proteina. Esto se
debe a la composicion del SDB con cloranfenicol; el cual contiene digestivos
enzimaticos de caseina y tejidos animales, junto con una elevada
concentracion de dextrosa, que proporcionaron nitrdgeno, vitaminas y carbono
necesarios, para el optimo desarrollo de colonias blancas en forma de hifas de
Aspergillus niger y en una fase mas tardia, el crecimiento de conidios
globulares con esporas de color negro. Segun Colin y otros (2013, pp. 3-27);
todos los microorganismos necesitan de una fuente de nitrdgeno y carbono
para poder sobrevivir, dichas fuentes deben presentarse en una concentracion

no toxica para cada microorganismo. Esta afirmacion permite aseverar que la
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concentracion del T1 fue las mas propicia para el crecimiento de Aspergillus
niger. El cloranfenicol inhibio el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Segun Passamani y otros (2014); la temperatura de 25 °C y el pH de
6,5, con las cuales se desarroll6 todo el presente trabajo experimental, son las
condiciones mas idoneas para la produccion de a amilasas a partir de

Aspergillus niger.

Como lo afirma Dumont, Marechal y Gervais (2014); el metabolismo del SDB
es sencillo, permitiendo una correcta hidrélisis de los azUcares reductores
mediante la ruptura de los enlaces a 1,4 glucosidicos, obteniendo moléculas de
glucosa de menor tamafo que se secretan al medio en una cantidad superior y
por ende generan un mayor nivel de absorbancia al ser leidas a 540 nm. Esto
explica que el T1 haya presentado un mayor nivel de absorbancia al ser leido

por espectrofotometria.

La temperatura de -80 °C y el glicerol al 50% también jugaron un papel muy
importante en la viabilidad de Aspergillus niger, ya que ambos actuaron como
crioprotectores. La baja temperatura detuvo el metabolismo celular y
crecimiento del hongo, mientras que el glicerol conservd las propiedades
externas (esporas) de este, permitiendo un crecimiento exponencial al
descongelarlo e inocularlo en almidén de trigo (ATCC, 2011; Microbiologics,
2015). Segun Perkins (2015); la manera mas efectiva de criopreservar hongos
indistintamente del medio que se use, es por medio del glicerol en la
concentracion adecuada de acuerdo al microorganismo y la congelacién a -80 y
-198 °C. Por ello al descongelar las muestras e inoculadas en SDB y leche al

7% crecieron sin mayor problema luego de su periodo de incubacion.

8. OCTAVA ETAPA: purificacion de la mejor fermentacion mediante

ultrafiltracion y precipitacion con (NH4)2S0O4 para la obtencién de a amilasas

Ultrafiltracién del medio de fermentacion
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Se obtuvo un cambio de color de verde grisaceo a anaranjado, luego de
ultrafiltrar el extracto crudo de la fermentacion con el T1 mas activador CaClz

6,36 mM, como se puede observar en la Figura 74.

Figura 74. Ultrafiltracion del extracto crudo de la fermentacion con el T1 mas
activador CaClz 6,36 mM.

El cambio de color que se observa en la Figura 74 segun Ching y otros (2012);
se debe a la separacion de las particulas coloidales de mayor tamafio del poro
(0,045 um) (retenido), de las particulas de menor tamafio del mismo (filtrado),
por efecto de la presién sobre las membranas denominado también, proceso
tangencial de membranas. Segun Orozco y otros (2011); la ultrafiltracion
permite una mayor concentracion de las particulas de acuerdo al tamafio del
poro de la membrana utilizada. El tamafio de poro utilizado para ultrafiltrar el
fermento fue de 0,045 um por tal motivo se esperaria obtener enzimas de este
tamafo, el cual concuerda con el rango de tamafios de enzimas fungicas como

las a amilasas (Brayer et al., 2011).

La obtencién de particulas de 0,045 um en el filtrado de la experimentacion del
presente trabajo, tendrian un peso molecular de 45 kDa. Tiwari y otros (2015,
pp. 1886-1901); en su estudio determinaron que el peso molecular aproximado
de las a amilasas es de 57,6 kDa, el cual se aproxima al calculado en esta

investigacion.
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Extraccién vy purificacion de la enzima cruda

Se obtuvo un precipitado enzimatico de color café oscuro (a amilasas), luego
de la centrifugacion del extracto ultrafiltrado con (NH4)2SO4, como se puede

observar en la Figura 75.

Figura 75. Precipitado enzimético (a amilasas) del extracto ultrafiltrado de la
fermentaciébn con el Tl méas activador CaClz 6,36 mM, luego de su

centrifugacion con (NH4)2S0Oa.

El color café obtenido segun Racheal, Ahmed, Ndigwe, y Morakinyo (2015, pp.
126-133); se debe a que el (NH4)2SO4, que es una de las sales mas usadas en
la precipitacion de proteinas, al entrar en contacto con moléculas hidrosolubles
como las a amilasas, por su alto poder de disminucion de la solubilidad extrae
los atomos de H*, dejando sin agua a la proteina, de tal forma que, al
centrifugar las moléculas precipitan de forma sélida y color café como ocurrié

en esta fase experimental.

Determinacién de la actividad enziméatica del precipitado

La curva de actividad enzimatica del precipitado de la fermentacion con el T1y
activador CaCl2 (6,36 mM), se aproximé a una regresion lineal entre las
variables: concentracion de la glucosa (g L?) (eje Y) Vs el tiempo (min) (eje X),

corroborado también a través de un R? de 0,99. (Figura 76).
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Actividad Enzimatica.

Precipitado Enzimatico
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Figura 76. Relacion de la concentracién de glucosa (g L) Vs el tiempo (min), a
partir del precipitado enzimatico de la fermentacién con el T1 y activador CaClz
6,36 mM.

Se obtuvo un valor de actividad enzimatica de 6,52 U mL™* proteina.

Al contrastar los resultados se aprecia que la mejor actividad enzimatica del
presente estudio se obtuvo a partir del precipitado enzimatico de la
fermentacién con el T1 y activador CaCl: 6,36 mM, como se muestra en la
Tabla 27.
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Tabla 27.
Resultados de actividad enzimatica de la fermentacién con el T1 en fase de

extracto crudo, con activador CaCl, 6,36 mM y como precipitado enzimatico.

Precipitado
Fermentacién con | enzimatico de la
) Extracto crudo de ) .
Parametros a . el T1 mas fermentacion con
la fermentacion _ )
evaluar activador CacCl; el T1 mas
conel T1 _
6,36 mM activador CaCl,
6,36 MM
Actividad
enzimética U mL™* 6,31 6,41 6,52

La razén para ello seria el poder de Oxido-reduccion del (NH4)2SOa4, que
permite que las proteinas precipiten en forma soélida luego de la centrifugacion,
guedando expuestas en el medio y logrando de esta forma una mejor hidrolisis
de los enlaces a 1,4 glucosidicos de las unidades de glucosa (amilosa y

amilopectina) del almidoén.

Segun Peng y otros (2014, pp. 1161-1167); las subunidades de glucosa
obtenidas del proceso de hidrdlisis de los azucares del almidon, por su
estructura de cadena corta son detectadas mas rapidamente por el DNS, y por
ende presentan un mayor nivel de absorbancia, como ocurrié con el precipitado

enzimaético.

Como afirma Wang y otros (2016); el valor de actividad enzimética para o
amilasas se encuentra en un rango de 5,8 hasta 6,5 U mL™, lo que comprueba
que la actividad enzimatica medida en el precipitado posiblemente perteneceria

a este tipo de enzimas.

Las condiciones de pH=6,5, temperatura 25 °C y el tipo de sustrato empleado
(almiddén de trigo) para el crecimiento y fermentacion de Aspergillus niger van
Tieghem (ATCC® 6275) fueron las mejores. En un estudio Hewa y otros (2014,
pp. 7-8), utilizaron condiciones muy parecidas a las del presente estudio
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consiguiendo producir una gran cantidad de a amilasas, que es lo que se

espera obtener de igual manera.

Evaluacion de la concentraciéon de biomasa del precipitado enzimatico

La curva de produccion de biomasa del precipitado enzimatico de la
fermentacién con el T1 mas activador CaCl: (6,36 mM), tendié hacia una
regresion lineal entre la concentracion de la biomasa (g L™?) (eje Y) Vs el tiempo

(h) (eje X), presentando un R? de 0,99, como se puede ver en la Figura 77.

Concentracion de Biomasa.
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Figura 77. Relacion de la concentracion de la biomasa (g L) Vs el tiempo (h),

a partir del precipitado enzimatico de la fermentacion con el T1 mas el activador
CaClz2 6,36 mM.

Evaluacion del consumo de sustrato del precipitado enzimatico

Se observé que la curva de consumo de sustrato del precipitado enzimético de
la fermentacion con el T1 més el activador CaClz (6,36 mM), se aproxima a una
regresion lineal entre la concentracion de la glucosa (g L) (eje Y) Vs el tiempo

(h) (eje X), lo que se corroboré a través de un valor de R? de 0,98 (Figura 78).
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Consumo de Sutrato.
Precipitado Enzimatico

R?=0,98
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Figura 78. Relacion de la concentracion de la glucosa (g L) Vs el tiempo (h), a
partir del precipitado enzimatico de la fermentacion con el T1 mas el activador
CaCl2 6,36 mM.

Se evidencia una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de
biomasa (crecimiento ascendente) y el consumo de sustrato (crecimiento
descendente) (g L) (eje Y) Vs el tiempo (h) (eje X), a partir del precipitado
enzimatico de la fermentacion con el T1 méas activador CaClz (6,36 mM) de
Aspergillus niger, como se puede observar en la Figura 79.

Concentracion de Biomasa Vs consumo de Sustrato.
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Figura 79. Relacién de la concentracion de biomasa y glucosa (g L?) Vs el

tiempo (h), a partir del precipitado enzimatico de la fermentacién con el T1y
activador CaClz 6,36 mM.
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La mayor produccion de biomasa en el presente estudio se logré a partir del
precipitado enzimatico de la fermentacién con el T1 mas el activador CaCl

6,36 mM, como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28.
Resultados de biomasa, |, td y Yys, de la fermentacion con el T1 en fase de

extracto crudo, con activador CaCl, 6,36 mM y como precipitado enzimatico.

Extracto crudo » Precipitado enzimatico
Fermentacion con _
Parametros a dela _ de la fermentacién con
. el T1y activador _
evaluar fermentacion con el T1y activador CaCl;
CaCl; 6,36 mM
el T1 6,36 MM
Biomasa (g L) 10,57 11,17 11,21
u (h) 0,01 0,0138 0,0148
td (h') 61,23 50,21 46,84
Yx/s
(g células/ g 9,79 10,31 13,80
sustrato)

Segun (Castro et al., 2011, pp. 2-5); la mayor concentracion de biomasa del
precipitado se debe al poder de precipitaciéon del soluto (proteinas) de una
solucién por parte del (NH4)2SOa4, el cual, al entrar en contacto con un medio de
fermentaciéon incrementa su fuerza ionica inicial y provoca la ruptura de las
células, las cuales liberan su contenido proteico al medio. La elevada
concentracion de proteinas en el medio va reduciendo la interaccion proteina-
H20, hasta que pierden su humedad totalmente y precipitan de forma sélida
tras la centrifugacion, por esta razon en el precipitado del T1 se leyé una mayor
cantidad de biomasa (11,21 g LY).

El mayor nivel de pureza del precipitado enzimatico también influencié los
resultados de los parametros cinéticos: obteniendo una velocidad especifica de
crecimiento mayor (u=0,0148 h), un tiempo de duplicaciéon (td =46,84 h)
menor y un considerable incremento del rendimiento celular (Yws=13,80 ¢

células/ g sustrato). Segun Bai y otros (2013, pp. 528-540); los fermentos de
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proteinas con una etapa de purificacion previa como es el caso del (NH4)2SO4,
disminuyen las interferencias con otro tipo de compuestos o residuos no
proteicos que pueden disminuir el poder de absorbancia y deteccién. Con esto
se comprueba que el T1 con el activador CaCl2 (6,36 mM) en fase de

precipitado haya presentado el mejor valor de produccion de biomasa.

9. Novena etapa: elaboracion de pan de yema con y sin a amilasas

Se obtuvo una mejor maleabilidad y textura de la masa al adicionar los 5 ml de

a amilasas lo que se comprobé al terminar el batido (Figura 80).

A -

Figura 80. Mejor textura y maleabiliadad de la masa realizada con a amilasas.

El amasado y horneo se realizan en menor tiempo en el pan que contiene las a

amilasas, como se observa en la Figura 81.
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Figura 81. Diferencia de color a los 10 minutos de horneo del pan de yema.

A) Sin a amilasas.

B) Con a amilasas.

Se produjo un ligero aumento de volumen en el pan de yema que contuvo a

amilasas a diferencia del pan de yema que no las contenia (Figura 82).

Figura 82. Volumen del pan de yema A. sin y B. con a amilasas.

Se obtuvo una estructura de miga mas fina en el pan de yema donde se utilizé
a amilasas a diferencia del pan que no contenia estas enzimas, como se puede

observar en la Figura 83.
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Figura 83. Estructura de la miga del pan de yema

A) Sin a amilasas.

B) Con a amilasas.

Las mejoras antes mencionadas en el pan elaborado con a amilasas se deben
a que las enzimas afadidas a la masa, potenciaron la ruptura o hidrélisis de los
enlaces a 1,4 glucosidicos en la parte interna de las cadenas de amilosa y
amilopectina del almidon, obteniendo como resultado azucares més cortos y de
bajo peso molecular, como subunidades de glucosa, maltosa y maltotriosa, que
fueron mas facilmente asimilables y digeribles por Saccharomyces cerevisiae
(levadura del pan), permitiendo el desarrollo adecuado del proceso de
fermentacién, el cual optimizé las caracteristicas finales del pan (Mesas y
Alegre, 2012, pp. 307-313; Amira et al, 2012).

Como lo indica Sahni y Goel (2015, pp. 19-25); Saccharomyces cerevisiae se
encarga de convertir los azucares fermentables: glucosa, maltosa y maltotriosa
en CO2, etanol y algunos otros subproductos, para que se desarrolle
correctamente el proceso de fermentacion. La finalidad perseguida tras la
fermentacién del pan, es la produccién de COz2, debido a que, en el momento
de su retencion en la superficie de la masa, permite que esta aumente su
volumen (se esponje) mejore su textura externa crujiente e interna (miga mas
fina), maleabilidad y adquiera un buen sabor luego de la transformacion
guimica de los constituyentes de la harina con los demas ingredientes del pan
(mantequilla, huevos, leche, levadura, sal y azlcar), esto explica las

caracteristicas obtenidas en el pan de yema elaborado con a amilasas
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(Mahmood, Shahid, Nadeem, Irfan y Syed, 2016, pp. 101-109; Simair et al.,
2017).

Dequstacién del pan sin y con a amilasas

Segun la opinién del personal de trabajo de la panificadora Bocatta y de 50
personas del Centro Comercial Granados Plaza, al realizar la degustacion del

pan de yema: sin y con a amilasas, los resultados se aprecian en la Tabla 29.
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Ficha técnica sobre la evaluacion sensorial y degustacion del pan de yema sin

y con a amilasas.

EVALUACION SENSORIAL Y DEGUSTACION DEL PAN DE YEMA CON Y SIN a AMILASAS

CARACTERISTICAS

Pan de yema con a amilasa

Pan de yema sin a amilasas

FASE VISUAL

Corteza Lisa (100%) Lisa (100%)

Textura Lisa (100%) Lisa (80%)

Color Café pronunciado (100%) Café con amarillo (100 %)
Forma Forma ovalada (100%) Forma ovalada (100%)

Tipo de superficie

Lisa, sin aberturas y sin granulos (100%)

Lisa, sin aberturas y sin granulos (100%)

FASE TACTIL

Humedad No es un pan himedo (80%) No es un pan humedo (85%)
Rugosidad No es un pan rugoso (100%) No es un pan rugoso (70%)
Elasticidad Es un pan elastico (90%) Es un pan elastico (39%)

Corteza crujiente

Es un pan de corteza crujiente (96%)

Es un pan de corteza crujiente (67%)

FASE OLFATIVA

Aroma

Intenso (87%)

Poco intenso (96%)

Perfil aroméatico

Mantequilla, leche cocida (93%)

Mantequilla (80%)

FASE DE BOCA

Firmeza

Muy firme (75%)

Poco firme (90%)

Friabilidad

Es friable (78%)

Es friable (47%)

Impresion de humedad

Es hiimedo (94%)

Es himedo (57%)

Solubilidad Es soluble (61%) Es soluble (41%)
Arenosidad No es arenoso (100%) No es arenoso (90%)
Adherente No es adherente (90%) No es adherente (86%)

Impresion global

Acido (83%)

Salado (90%)

Sensaciones aromaticas

Leche cocida, mantequilla y queso fresco
(79%)

Mantequilla y leche cocida (63%)

Sensacién de sabor

Umami (97%)

Acido (65%)

SENSACIONES TRIGEMINALES

Retrogusto

Umami (97%)

Acido (65%)

Persistencia

Es persistente (94%)

Es persistente (41%)

VALORACION GLOBAL

Pan de sabor muy agradable (umami),
aroma persistente de mantequillay leche
hervida, corteza

crujiente 'y pasta

chiclosa (umami) (83%)

Pan agradable con sabor acido y suave
(75%)

NOTA: El porcentaje (%) en la Tabla 29, se refiere al nivel aceptacion o percepcion que tienen

la mayoria de personas encuestadas, con respecto a las caracteristicas del pan de yema sin y

con a amilasas.
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El nivel de aceptacion del publico en cuanto a las caracteristicas sensoriales:
visuales, tactiles, de boca y trigeminales del pan de yema elaborado con a
amilasas fue mucho mayor que la del pan que no contenia estas enzimas,
como se puede observar en la Tabla 29. Algunas de las caracteristicas
sensoriales mas mencionadas por el publico con respecto al pan elaborado con
a amilasas fue: la sensacion de sabor que para la mayoria fue umami y
persistente, otra caracteristica de agrado fue la elasticidad de la masa interna y
lo crujiente de la corteza, valorandolo como un pan de sabor muy agradable,
con un aroma persistente, parecido al de la mantequilla y leche hervida. Como
afirma BioZoom y Biokemisk Forenings (2013); las a amilasas incrementan y
optimizan el proceso fermentativo para conseguir una estructura de miga fina,
uniforme y un considerable aumento de volumen del pan luego del horneo, por
ello se puede afirmar que las enzimas utilizadas para la elaboracion del pan de

yema fueron muy probablemente a amilasas.

BioZoom y Biokemisk Forenings (2013); también afirman que; las a amilasas
hidrolizan las moléculas del almidon en mal estado, en dextrinas de cadena
corta, permitiendo de esta forma el trabajo continuo de la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) durante la fermentacién de la masa, por esto se
cree que la textura de la masa obtenida era muy maleable y adquirid

caracteristicas organolépticas apetecibles por el publico.

El pan de estructura de miga fina es mas facilmente metabolizado por el
intestino humano, debido a que presenta una mayor cantidad de azlcares de
cadena lineal, a diferencia del pan de estructura de miga porosa que presenta
azucares de cadena ramificada, por lo que el consumo del pan de yema con a
amilasas mejoraria la digestion (Guerrera, 2012; Ramasamy, Benazir, Santhy y
Laskmi, 2011).

Segun Polizeli y Rai (2016, pp. 98-108); los azlucares como la maltosa y
glucosa son producidos por las a amilasas y cumplen la funcion de optimizar

las reacciones de Millard, encargadas de proveer el sabor caracteristico del
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pan horneado y el color dorado de la corteza. Las enzimas a amilasas son las
responsables de obtener este tipo de azlcares lo que demuestra que Si se
trataria de las mismas ya que el pan de yema presenté un sabor umami y el

color dorado de la corteza en menor tiempo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El presente estudio reveld el potencial de la fuente de nitrégeno: 2 g L de
extracto de levadura y activador CaClz 6,36 mM, sobre la optimizacion de las
condiciones de produccion de biomasa y actividad enzimatica de las a amilasas
a partir de la fermentacion submersa de Aspergillus niger van Tieghem
(ATCC® 6275).

Las a amilasas pueden ser purificadas por técnicas sencillas como
ultrafiltracion y precipitacion con (NH4)2SO4, el empleo de dichas técnicas
mejoro la concentracion de biomasa, actividad enzimatica y rendimiento celular

Yy /s de la enzima.

El mejor aislamiento del hongo Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™)
se obtuvo a partir de la dilucion 1/200000.

El hongo Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™) aislado a partir de la
dilucién 1/100000 tuvo una prueba positiva para la degradacion del almidon.

El mejor resultado de viabilidad celular del hongo se obtuvo a partir de su

criopreservacion en SDB con glicerol al 50% y a -80 °C.

El pan de yema elaborado con a amilasas mediante la encuesta que se aplico
tuvo un nivel de aceptacion del 93% por el publico, lo que permite identificar
que dichas enzimas mejoran las caracteristicas organolépticas de este

producto.

6.2 Recomendaciones
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Se podria realizar otro estudio para obtener a amilasas de otras especies de
Aspergillus y determinar la mejor especie para producir este tipo de enzimas.

Se recomienda realizar un estudio donde se pueda variar otros pardmetros
como la fuente de carbono, el pH, temperatura y velocidad de agitacion para
ver si se logra obtener una mayor produccion de biomasa y actividad

enzimatica.

Se recomienda utilizar técnicas de purificacion mas sofisticadas como
cromatografia de intercambio i6énico o cromatografia de filtracion en gel y

determinar el peso exacto de la proteina.

Para tener resultados mas precisos, se puede utilizar mas técnicas moleculares
como por ejemplo Western Blot y de igual manera determinar el peso de la
proteina y adicionalmente secuenciar los resultados obtenidos y determinar

mediante su genoma la familia exacta de amilasas a la que pertenece.
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A continuacién, se muestra el certificado e informe de andlisis de la epidemiologia
molecular de la cepa Aspergillus niger van Tieghem (ATCC® 6275™), proporcionados
por la empresa Microbiologics y avalados con su respectivo registro sanitario por
MEDIBAC INC. S.A., distribuidor autorizado de Microbiologics en Ecuador.
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Receta para elaboraciéon del pan de yema

Primero se pesé 250 g de harina de trigo, 20 g de azlcar, 59 de sal, 75 g de
mantequilla, 75 g de yemas de huevos, 100 g de leche y 8 g de levadura. Luego en un
recipiente se coloco primero los ingredientes liquidos (100 g de leche y 75 g de yemas
de huevo), luego se agrego6 los 8 g de levadura (proveniente de Saccharomyces
cerevisiae) y se batié durante 4 min. para activarla, como se muestra en la Figura 84.

Posteriormente se agregoé los ingredientes sdlidos: 250 g de harina de trigo, 75 g de
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mantequilla, 20 g de azlcar y los 5 g de sal y se batié todo en una batidora eléctrica

durante 30 min., como se observa en las Figuras 85y 86.

Figura 84. Mezcla de los ingredientes liquidos y activacion de la levadura para la

elaboracion de pan de yema sin y con a amilasas.

Figura 85. Adicion de los ingredientes sélidos para la elaboracion de pan de yema sin

y con a amilasas.

Figura 86. Batido de todos los ingredientes para la elaboracién de pan de yema sin y

con a amilasas.
Al terminar el batido, se coloc6 la masa obtenida en papel de cocina para evitar

contaminacion y se dejo en reposo durante 20 min.
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Modelo de encuesta utilizada para la evaluacién sensorial y degustacion del pan de

yema con y sin a amilasas.

EVALUACION SENSORIAL Y DEGUSTACION DEL PAN DE YEMA CON Y SIN a

AMILASAS

CARACTERISTICAS

FASE VISUAL

Corteza

Textura

Color

Forma
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FASE TACTIL
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Rugosidad
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Corteza crujiente
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Aroma

Perfil aromatico

FASE DE BOCA

Firmeza

Friabilidad

Impresion de humedad

Solubilidad

Arenosidad

Adherente

Impresién global

Sensaciones aromaticas

Sensacion de sabor
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TRIGEMINALES

Retrogusto

Persistencia
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