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RESUMEN

La modificacion de polimeros naturales es llevada a cabo para ampliar la fun-
cionalidad y usos industriales de los mismos. El uso de microorganismos como
fuente enzimdtica proporciona proteccion a las biomoléculas frente a las con-
diciones del medio, reutilizacién, bajo costo, facilidad en su cultivo y aplicacién.
Este estudio se enfocd en la inmovilizacién de Aspergillus niger y Rhizopus ory-
zae, como fuente enzimdtica para la acilacion e hidrolisis de almidoén. Se utilizé
el extracto de salvado de arroz y estropajo como soporte para su desarrollo, la
acilacion del polimero se verificé mediante IR y la determinacion de ISA, IAA
y PH. Se alcanzaron concentraciones de proteina de 30,7 + 0,3y 24,9 + 0,3
(mg/cm? de soporte) respectivamente, en el modelo de acilacién, se observé una
modificacion quimica de los polimeros causada por las condiciones de reaccion,
obteniendo materiales con propiedades funcionales variables. En hidrdlisis se
logré un 40 % de degradacioén, posibilitando la obtencidn de diferentes deriva-
dos de almidon. En este sentido, el desempero en hidrdlisis, la concentracion
proteica de los microorganismos, el estropajo como soporte y el extracto de sal-
vado de arroz como medio inductor de enzimas, promueven este sistema como
una alternativa econémica para los procesos de modificacién industrial.

ABSTRACT

The modification of natural polymers is carried out to expand their functio-
nality and industrial uses. The use of microorganisms as an enzymatic source
provides protection to biomolecules against environmental conditions, reuse,
low cost, ease of cultivation and application. This study focused on the immo-
bilization of Aspergillus niger and Rhizopus oryzae, as an enzymatic source for
acylation and hydrolysis of starch. The extract of rice bran and scouring pad
was used as support for its development, the acylation of the polymer was ve-
rified by IR and the determination of ISA, IAA and PH. Protein concentrations
of 30,7 £ 0,3 and 24,9 + 0,3 (mg/cm?® of support) were reached respectively, in
the acylation model, a chemical modification of the polymers caused by the re-
action conditions was observed , obtaining materials with variable functional
properties. In hydrolysis, 40 % degradation was achieved, making it possible
to obtain different starch derivatives. In this sense, the performance in hy-
drolysis, the protein concentration of the microorganisms, the scouring pad as
support and the extract of rice bran as an enzyme inducing medium, promote
this system as an economic alternative for industrial modification processes.

INTRODUCCION

El sector agropecuario enfrenta actualmente un reto fundamental, redu-
cir la produccién de residuos. En este sentido, el desarrollo de alternati-
vas a los procesos convencionales de sintesis, que eviten las condiciones
de reaccién agresivas, que disminuyen la biocompatibilidad del producto
obtenido ha supuesto un enfoque en la investigacion actual (Sheldon and
Pereira, 2017). En este orden de ideas, el uso de microorganismos y sus
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derivados es una alternativa biotecnoldgica para llevar a cabo este tipo de procesos. El empleo de enzimas li-
bres, por ejemplo, ha permitido obtener compuestos épticamente puros con alto rendimiento en numerosos
procesos, no obstante, su escalado a nivel industrial ha mostrado dificultades debido a su nula reutilizacion, baja
estabilidad catalitica y su alto costo (Sheldon and Pereira, 2017; Zhan et al., 2020).

Trabajar con las fuentes primarias de dichas enzimas (microorganismos), presenta ciertas ventajas frente a los
demas sistemas, proteccién de las biomoléculas frente a cambios en las condiciones del medio (pH y T), reuti-
lizacidn en ciclos sucesivos, bajo costo y facilidad en su cultivo (Karambwalaa et al., 2017), caracteristicas que
se favorecen mediante procesos de inmovilizacién de los microorganismos, en lo cual recientemente se ha va-
lorado la funcionalidad de soportes generados a partir de subproductos econémicos, como el bagazo de cafia
(Saccharum officinarum), las fibras de coco (Cocos nucifera) y estropajo (Luffa aegyptiaca) (Rosales et al., 2018;
Sepulveda et al., 2020), este Gltimo destacando en los procesos en los que ha sido empleado.

En este orden de ideas, microorganismos como Aspergillus niger y Rhizopus oryzae con alta produccion de enzi-
mas de interés como esterasas y glucosidasas, entre otras, son una alternativa para mejorar las tasas de rendi-
miento, disminuir los costes de producciény evitar el uso de condiciones de reaccién agresivas a nivel industrial
(Lopez-Trujillo et al., 2017; Rosales et al., 2018; Sepulveda et al., 2020), En este sentido, la consideracion como
GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA (US Food and Drug Administration) de estos microorganismos,
ha supuesto una alternativa para su empleo en industrias como la alimentaria y farmacéutica.

Por otra parte, el sector arrocero de Colombia presenta un bajo valor agregado en subproductos como el arroz
tipo granza (partido) y teniendo en cuenta que el almidon presenta gran versatilidad para su aplicacién en diver-
sas industrias, el aprovechamiento de este subproducto como fuente de almidén es una alternativa para la ge-
neracioén de valor agregado a la cadena productiva. No obstante, en los Ultimos afios este material ha requerido
mejorar sus propiedades fisicoquimicas para aumentar su gama de usos, debido a caracteristicas del polimero
como su tendencia aretrogradarse, baja estabilidad térmica y falta de afinidad con algunos solventes, evidencia-
do la necesidad de llevar acabo procesos de modificacion estructural para mejorar estas propiedades (Montoya
etal.,2015; Zhuetal., 2017).

Lainsercion de grupos funcionales mediante acilacién, eterificacion, entrecruzamiento o la obtencién de unida-
des de menor tamafo por su hidrélisis, han sido alternativas que logran modificar las propiedades mecanicas,
térmicas, de solubilidad y degradabilidad del polimero, permitiendo obtener materiales con una amplia gama de
usos a nivel industrial (Zhu et al., 2017; Monroy et al., 2018).

En este orden de ideas, se planted evaluar el desempefio de Aspergillus niger y Rhizopus oryzae bajo un sistema de
inmovilizacién con estropajo como soporte en los procesos de acilacion e hidrdlisis de almidén de arroz.

METODO

El presente trabajo se desarrollé en la ciudad de Ibagué (Colombia) con Altitud de 1.285 m.s.n.m., Temperatura
de 25 °C y Humedad relativa del 85 %.

Materiales y reactivos

El almidén de arroz utilizado para los experimentos se extrajo de la variedad Fedearroz 473 (Federacion Co-
lombiana de Arroceros) por el método alcalino (Abbas-Butt et al., 2019), los hongos (Aspergillus niger y Rhizopus
oryzae) fueron suministrados por el Grupo de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad Del Toli-
ma (GIPRONUT). El estropajo (Luffa aegyptiaca) se adquirié en el mercado local. Los acidos organicos (anhidrido
acéticoy cido maleico), asi como el dimetilsulféxido (DMSQ), son reactivos comerciales (MERK®).
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Crecimiento e inmovilizacién de microrganismos

Para el desarrollo de los microorganismos se empleé un medio comercial (Extracto de malta) y uno elaborado
a partir de Salvado de arroz. Este ultimo, preparado siguiendo la metodologia propuesta por Fernandez et al.
(2009), con algunas modificaciones, 175 g de la harina se suspendieron en 1 L de agua destilada, la suspension
se agitd (150 rpm) durante 2 dias manteniendo constante la temperatura (40 °C), posteriormente se filtré y se
almacend el medio de cultivo hasta su uso.

Trozos de estropajo (1,5 x 0,5 cm) previamente deshidratados en una estufa a 60 °C, se implementaron como so-
porte para lainmovilizacion de los hongos, en relacion 1 soporte por cada 50 mL de medio de cultivo, los hongos
se dejaron en desarrollo durante 7 dias, con agitacion constante (100 rpm, 30 °C).

Concentracion de proteina y produccién enzimatica
La concentracion de proteina de cada hongo se determiné mediante el método de Bradford (Valipour et al., 2015).

La capacidad esterasa de los hongos inmovilizados se determiné por colorimetria, siguiendo el principio plan-
teado por Magdaleno y Vargas (2016), empleando como sustrato solucion de acetato de metilo 2mM, rojo de
metilo 0,45 mM, acetonitrilo 2,5 % (v/v) en buffer fosfato 2 mM (pH 7,2). Una vez obtenida la solucién, los bio-
catalizadores fueron suspendidos en esta, el viraje de una tonalidad amarilla a Rojo-Magenta fue considerada
positivo para la presencia de esterasas.

Acilacion

El almidén nativo (sin modificar) y el acido organico (Anhidrido acético o Acido maleico) (1:0,1 m/m) se disolvie-
ronen DMSO, se adiciond un biocatalizador (Cuadro 1) por cada 25 mL, se incubd a 60 °C con agitacion constan-
te (120 rpm/3 h), como control positivo se empled una lipasa comercial de Candida antarctica (CALB; 40 U/mL).
Finalizado el tiempo de reaccion el almiddn se precipité adicionando etanol, se centrifugo (1.1000 rpm) y secd
en un horno de aire caliente a40 + 2 °C (Shah et al., 2017).

El rendimiento de los biocatalizadores se expresé como la actividad especifica, relacionando los equivalentes de
acido graso adicionados y los miligramos de proteina de cada microorganismo. Para esto el sobrenadante obte-
nido del lavado con etanol se titulé6 con NaOH 0,91 N y fenolftaleina 0,5 %, para determinar los equivalentes de
acido graso adicionados. La acilacién del polimero se verificd mediante IR, haciendo un seguimiento de la banda
formada entre 1.640y 1.745 cm™ (Horchani et al., 2010).

A los materiales (nativos y modificados) se les determiné el poder de hinchamiento (PH), indice de solubilidad
en agua (ISA) e indice de absorcion de agua (IAA) (Reza-Falsafi et al., 2019), para determinar como afectaba la

modificacion su funcionalidad (ecuaciones 1,2y 3).

Calculo de resultados:

__ Pesodel gel (g) (Ec. 1)
[AA = Peso muestra (g)bs

Peso solubles (g)
Peso muestra (g)bs

% Solubilidad = x 100 (Ec.2)
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PH = Peso del gel (g)
" Peso muestra (g)bs—Peso solubles (g)

(Ec.3)

Hidrolisis

La evaluacion de los biocatalizadores en la hidrélisis se realizd sobre almidén de arroz y almidén soluble de la
marca MERK® como control del proceso. Los almidones se suspendieron en agua destilada, a concentracion de
2.500 mg/L, se calentaron durante 15 minutos a 40 °C, posteriormente se adicioné un hongo inmovilizado por
cada 25 mL, el seguimiento de lareaccién serealizé alos 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180y 1.080 minutos, mediante la
prueba del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Wang et al., 2017) con una curva de calibracion de 25, 50, 100, 200,
400, 800, 1.600, 3.200y 6.400 mg/L.

Analisis estadistico

Se empled un disefo factorial (2 medios de cultivo, 2 microorganismos y 2 acidos organicos), los resultados
se analizaron en el paquete estadistico Statgraphic Centuriéon XVI, se implementaron tres réplicas para cada
prueba, los resultados obtenidos se expresaron como el promedio * el error estandar de la media (e.s.m), las
diferencias significativas entre las medias para un 95 % de confianza (p<0,05) fueron determinadas empleando
el analisis de la varianza (ANOVA) y una prueba de multiples rangos.

RESULTADOS

Los microorganismos evaluados exhibieron crecimiento en medios de cultivo con pH y composicién diferentes
como se muestra en el Cuadro 1, esto probablemente debido al contenido nutricional y pH requeridos por cada
hongo para su desarrollo. Para A. niger se reportan condiciones éptimas de pH en un rango entre 2y 5, conteni-
dos de glucosay oxigeno altos, por su parte, R. oryzae requiere un pH de 5 a 7 (Ahmed and Abood, 2017; Dinar-
vand et al., 2017). Por otra parte, la inmovilizacion de estos hongos no se ha reportado en estropajo, R. oryzae
ha sido confinado en soportes de espuma de poliuretano de 6 mm, como BSP (particulas soporte de biomasa),
generando biomasa de 8,56 mg/cm?® (Ban et al., 2001), de igual forma Hama et al. (2006) sobre el mismo soporte
genera 15,78 mg/cm3. Para A. niger, Guldhe et al. (2016) bajo el mismo sistema, obtiene valores de 4 mg/BSP y
Rakchai et al. (2016) inmovilizando un hongo del mismo género (Aspergillus nonius) sobre esponja de limpieza en
forma de cubos, logrando adherir al soporte 25 mg/cm?® de BSP. Es claro que bajo el sistema planteado en este
trabajo se logran mayores porcentajes de agregacion de biomasa (7.600 %) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Desarrollo fungico sobre estropajo.

ongo | Mediodecutiva | P8 | Temsede | Bomass(nede ongol | Copcertracinderotein
A. Niger Salvado de arroz 4.6 7 1900 + 500 30,7+0,3
A. niger Extracto de malta 7 7 0 0
R.oryzae |Salvadode arroz 4.6 7 0 0
R.oryzae |Extractode malta 7 7 1650 + 300 249+04

Encuanto alos valores de proteina obtenidos, A. niger desarrollo un mayor contenido a comparaciéon de R. oryzae
(Cuadro 1), las diferencias pueden deberse al medio de cultivo en el que se desarrollaron o al ciclo de vida de
cada uno, debido a que son hongos diferentes con tiempos de crecimiento variables.
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La concentracion de proteina observada para cada hongo es elevada contrastada con diferentes investigacio-
nes, Chandra et al., (2007) reportan contenidos de proteina de 5,10 mg/g para A. niger, utilizando una fermenta-
cién en estado sélido y sininmovilizar. Estudios con organismos del mismo género como Aspergillus ficuun (Costa
etal., 2009), logran concentraciones de proteina en cultivo sumergido de 5,42 mg/mL. Los resultados obtenidos
muestran un mayor porcentaje de proteina obtenida (355 % mas en comparacion a lo reportado), no obstante,
cabe aclarar que la cuantificacion se realizé solo sobre la biomasa obtenida en los soportes, la proteina de mi-
celio no adherido al soporte no se tuvo en cuenta.

En este sentido, con base a la carga enzimatica reportada para estos hongos (lipasas, amilasas y glucosidasas) es
posible postular estos sistemas para realizar modificaciones de tipo esterificacion e hidrdlisis sobre diferentes
materiales como el almidon o la celulosa, que requieren de las enzimas mencionadas para su catélisis (EI-Okki
etal.,2017; Také et al., 2017; Avwioroko et al., 2018; Oluwabunmi et al., 2019; Nema et al., 2019). Con esta fina-
lidad, se realizé la prueba cualitativa para la presencia de esterasas, resultados que se presentan en la Figura 1.

Figura 1. Prueba cualitativa de actividad esterasa.

Donde: Amarillo: ausencia de actividad esterasa; Rojo-Violeta: Presencia de actividad esterasa; A: Estropajo; B: R. oryzae; C: A. niger;
D: Lipasa CALB.

Evaluacion del hongo inmovilizado en la acilacion de almidén

La eficiencia de los sistemas cataliticos expresada como actividad especifica en acilacién se muestra en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Actividad especifica en la acilacion.

Actividad especifica (Equ. de dcido/ mg de proteina)
Biocatalizador A. niger A. niger R. oryzae R. oryzae CALB CALB
Ao AA AM AA AM AA AM
Valor 0 0 8,1x10* 4,8x104 1,1x10¢ 2,2x107

Donde Ao: Acido orgénico; AA: anhidrido acético y AM: acido maleico

La actividad enzimética de los biocatalizadores en este modelo es baja, dada la cantidad de proteina generada
por estos, sin embargo, es posible que las esterasas generadas por los microorganismos presenten una baja afi-
nidad por los acidos organicos empleados (Chen et al., 2019), lo cual se contrasta con los espectros IR obtenidos
(Figuras 2y 3). Para los tratamientos con anhidrido acético (Figura 2) se observa una banda en 1.700 cm™ aso-
ciada alos grupos carbonilo (C=0) que verifican la acilacion del polimero (Clasen et al., 2018), no obstante, dicha
banda se presenta con mayor intensidad en el blanco de reaccidn, por lo cual, la modificacion del material estaria
asociada a un proceso quimico donde él acido organico cataliza la reaccion (Shah et al., 2017).
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Figura 2. Almidones tratados con anhidrido acético.

Doénde: AA: Anhidrido acético; Almidon nativo: material sin ninglin tratamiento; Almidén + AA: blanco de reaccion; Lipasa + AA: almi-
doéntratado con laenzimalibre; R. oryzae + AA: almidén tratado con Rhizopus oryzae; A. niger + AA: almidén tratado con Aspergillus niger.
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Figura 3. Almidones tratados con acido maleico

Donde: AM: Acido Maleico; Almidén nativo: material sin ningtin tratamiento; Almidén + AM: blanco de reaccién; Lipasa + AM: almidén
tratado con la enzima libre; R. oryzae + AM: almidén tratado con Rhizopus oryzae; A. niger + AM: almidén tratado con Aspergillus niger.

Por otra parte, al verificar la formacion de ésteres en el tratamiento con acido maleico (Figura 3). Se evidencia
que no hay una acilacion del polimero dada la ausencia de la banda a 1.700 cm?, en este sentido, la disminucion
del 4cido en el medio de reaccioén, podria estar relacionada con la formacién de complejos entre las cadenas de
amilosa del polimeroy el acido organico, de acuerdo con lo reportado en literatura (Seo et al., 2015; Reddy et al.,
2018), donde se han relacionado altos contenidos de amilosa (>20 %), como es el caso (28 %), con la capacidad
de formar complejos helicoidales Unicos con una variedad de ligandos hidrofdbicos, incluidos alcoholes, farma-
cos, yodoy acidos grasos, mediante laformacién de puentes de hidrégenoy la repulsién con la cadena hidréfoba
de lamolécula que permiten esta formacion.

En este sentido, al contrastar el impacto de las modificaciones sobre las propiedades funcionales de los materia-
les obtenidos (Figura 4) se puede observar que los parametros evaluados (ISA, IAA, PH) tienden a aumentar en
todos los tratamientos en comparacion con el almidén nativo.

75



Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial

Vol. 19 No 2 - Julio - Diciembre 2021 Alvaro-Esteban Aldana-Porras

250

200

150

100

“wa L I

. '_' I- [ I-I "I Il '.I III III
Almidén nativo A +AA A+AM L+A+AA L+A+AM RO+A+AA RO+A+AM AN+A+AA AN+A+AN

E|AA E|SA =PH

Figura 4. Propiedades funcionales segtin tratamiento.

Donde: IAA: indice de adsorcion de agua; ISA: indice de solubilidad en agua; PH: poder de hinchamiento; A: almidén; AA: anhidrido
acético; AM: acido maleico; RO: Rhizopus oryzae; AN: Aspergillus niger; L: lipasa.

Sin embargo, el IAA muestra mayor aumento con el uso de anhidrido acético (158 %). Para el caso del ISA 'y
PH aumentan en mayor grado con los tratamientos de acido maleico (5.700 y 604 % respectivamente), lo que
concuerda con lo reportado por estudios que emplean 4cidos orgdnicos de cadena corta, logrando modificar
propiedades morfolégicas del polimero nativo, su cristalinidad, evidenciando que el plegamiento de la molécula
cambia a una conformacién amorfa, permitiendo que el solvente (Agua) tenga mayor contacto con el almidén,
por consiguiente aumentan los valores de ISA, PHy IAA (Clasen et al., 2018).
1200
1000

800

600

400

200

mg de glucosa producidos

0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

200 Tiempo (minutos)
—A_ niger (473) —R. oryzae (473) — A. niger (almidén soluble) R. oryzae (Almidén soluble)
Figura 5. Hidrdlisis de los almidones.

Evaluacion de la Hidrélisis de almidén

La Figura 5 ilustra el proceso de hidrdélisis, se observa que los sistemas cataliticos alcanzan su maximo de reac-
cion a tiempos diferentes para cada almiddn evaluado; por otra parte, la actividad especifica de cada sistema
catalitico seilustra en la figura 6.
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Figura 6. Actividad especifica en la hidrdlisis.

En la hidrélisis del almidén soluble, para ambos hongos se observa que la reaccién inicia entre los 15 y 30 mi-
nutos, con el aumento del tiempo de reaccién se evidencian diferencias significativas entre los ciclos evaluados,
permitiendo afirmar que con un polimero de alta solubilidad los sistemas cataliticos tienen mayor capacidad
hidrolitica, siendo que A. niger alcanzo una concentracién de 1.041 mg de glucosa/L (41,64 %) y R. oryzae 152
mg/L (6 %) a los 180 minutos, esto se puede deber a un mayor proceso de difusién del material en el medio, lo
que facilita la unién enzima - sustrato (Azmi et al., 2017).

Por su parte, con el almidén de la variedad 473 los hongos alcanzan el limite de reaccién a los 15 minutos, a partir
de este tiempo no se evidencian diferencias significativas. La diferencia en la cantidad de polimero hidrolizado por
cada microorganismo puede estar dada por la carga enzimatica de estos, para el caso de A. niger se reporta ademas
de las enzimas ya mencionadas, la produccion de amiloglucosidasas, enzimas que catalizan la hidrélisis de los enla-
ces exo 1-4 D glucosidicos (Osho and Salomon, 2020). Por otra parte, la falta de solubilidad del almidon de la varie-
dad 473 es otra posible causa de la diferencia entre la cantidad de polimero hidrolizado frente al almiddn soluble.

En este sentido, diferentes estudios han alcanzado porcentajes de hidrdlisis de almidén del 90 %, empleando
enzimas como a-1,4-glucosidasa y Exo-1,4-a-glucosidasa, sin embargo, para lograr estas tasas de reaccién es
requerida una gran cantidad las mismas, y estas, por efecto de solubilidad y purificacién del material obtenido
no se pueden recuperar (Ahmed and Abood, 2017; Oliveira et al., 2017).

En el presente trabajo los sistemas cataliticos evaluados presentaron una alta actividad especifica (Figura 6),
teniendo en cuenta que, en 3 horas se alcanzé un porcentaje de hidrdlisis cercano al 40 % con una carga enzi-
matica baja, demostrando que este tipo de sistemas cataliticos podrian usarse para procesos de hidrélisis de
almidon previa estandarizacion y optimizacion de su desempefio.

CONCLUSIONES

Los sistemas cataliticos han demostrado ser eficientes en el modelo de hidrdlisis, estos son producidos de for-
ma econdémica, teniendo en cuanta que se pueden generar a partir de medios elaborados con subproductos de
la cadena productiva del arroz y con un soporte alternativo de bajo coste en el mercado, demostrando asi una
relacion costo beneficio favorable teniendo en cuenta que alcanzaron tasas de hidrélisis del 40 %, evidenciando
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que esta es una posible alternativa a los procesos industriales comunes, en este sentido, el uso de almidén de
arroz para la obtencién de dextrinas, etanol, edulcorantes, almidéon parcialmente hidrolizado, entre otros, es
una alternativa para generar valor agregado sobre la cadena productiva del arroz.

Por el contrario, los resultados obtenidos para el modelo de acilacién permiten apreciar una modificaciéon ma-
yormente quimica que bajo las condiciones evaluadas en este modelo es mediada por los acidos organicos em-
pleados. A pesar de esto, se lograron obtener materiales con caracteristicas variables, lo cual podria ampliar la
gama de usos que presenta el polimero.

Cabe destacar el alto contenido proteico producido por los microorganismos en particular en el medio
elaborado a partir de salvado de arroz. Por Gltimo, resaltar que la falta de actividad de los biocatalizadores bajo
las condiciones de reaccién evaluadas para el modelo de acilacién puede estar dada por una baja afinidad de las
enzimas producidas por los hongos hacia los acidos organicos empleados, por tanto, se sugiere para estudios
posteriores evaluar acidos organicos con longitudes de cadena mayores con el fin de establecer el potencial que
presentan estos sistemas para su empleo en la acilacion de almidon.
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