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Precipitacion salina de un extracto crudo con actividad
celulolitica producido por Aspergillus niger UC33
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Resumen 1a purificaciéon de enzimas celulasas constituye un paso critico para su produccién debido a que a menudo resulta ser muy
costoso. El objetivo de este estudio fue evaluar la precipitacion salina de celulasas producidas por Aspergillus niger UC33 en fermentacién en
estado sélido, para incrementar el rendimiento y pureza de la enzima con el menor costo posible. Se empleé el programa Design-Expert
11.1.2 para el disefio experimental y la optimizacién de las condiciones experimentales. El sulfato de amonio se utiliz6 para la precipitaciéon
entre 60 y 90 % de saturacion, se emplearon entre 1y 3 h de precipitacion y las temperaturas utilizadas fueron 4 y 25 °C. Las condiciones
6ptimas encontradas para maximizar el rendimiento y la pureza fueron 68,97 % de saturacién con sulfato de amonio, tiempo de precipitacién
de 1,28 h y temperatura de 25 °C. En estas condiciones los valores de rendimiento, pureza y costo, fueron: 74,81 %, 1,26 y USD $ 0,2609,
respectivamente. El peso molecular de la enzima fue 38,47 kDa y la actividad celulolitica fue de 31,854 UL

Palabras clave: celulasas, cromatografia de intercambio idnico, disefio factorial, optimizacién, purificacion de enzimas

Ab stract the purification of cellulase enzymes is a critical step for their production because it is often very expensive. The objective
of this study was to evaluate the saline precipitation of cellulases produced by Aspergillus niger UC33 in solid-state fermentation, to increase
the yield and purity of the enzyme at the lowest possible cost. The Design-Expert 11.1.2 program was used for the experimental design and the
optimization of the experimental conditions. Ammonium sulfate between 60 and 90 % saturation was used for precipitation, among 1 and 3
h of precipitation time were employed and the temperatures applied were 4 and 25 °C. The optimal conditions found to maximize yield and
purity were 68.97% saturation with ammonium sulfate, precipitation time of 1.28 h and temperature of 25 °C. Under these conditions, the
yield, purity and cost values were: 74.81%, 1.26 and USD $ 0.2609, respectively. The molecular weight of the enzyme was 38.47 kDa and the
cellulolytic activity was 31.854 IU.

Keywords: cellulases, ion exchange chromatography, factorial design, optimization, enzyme purification.
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Introduccion

Las enzimas son moléculas bioldgicas que
son producidas por todos los seres vivos,
generalmente se denominan “biocatalizadores”.
Actualmente, las industrias basadas en
enzimas adquieren mayor importancia que
las industrias basadas en reactivos quimicos,
debido a la seguridad del proceso, el bajo costo
de refinacion, elevados rendimientos, control
de proceso eficiente y fundamentalmente, por
ser amigables con el medio ambiente (Ejaz et al.,
2021).

Las celulasas son enzimas industriales
ampliamente usadas, las cuales se encuentran
disponibles comercialmente desde hace mas
de 30 afios (Ejaz et al., 2021; Han y He, 2010;
Lee et al., 2016; Pathak et al.,, 2014; Raju y
Bawa, 2006; Sathya y Khan, 2014; Singhania
et al, 2010). La celulasa es un complejo
enzimatico compuesto por tres enzimas: i)
endoglucanasa, (EG) o 1,4-B-D-glucano-4-
glucanohidrolasa; ii) exoglucanasas, incluyen
1,4-B-D-glucano-glucanohidrolasa (también
conocida como celodextrinasa) y la 1,4-B-D-
glucano-celobiohidrolasa  (celobiohidrolasa,
CBH); iii) B-glucosidasa (BGL), o B-glucosida-
glucohidrolasa (Hasunuma et al., 2013). Estas,
hidrolizan los ligamentos B-1,4-glucosidicos
de la celulosa para generar glucosa, celobiosa y
celo-oligosacaridos como productos primarios
(Lodha et al., 2020).

El proceso completo de bioconversion
de la celulosa en glucosa ocurre en dos etapas,
por lo que la clasificacién de las celulasas esta
basada en la etapa de despolimerizacion del
sustrato que estas atacan (Siqueira et al., 2020).
Asi, las exoglucanasas y endoglucanasas son
responsables de la primera etapa, la cual conduce
a la reduccion del grado de polimerizaciéon de
la celulosa en la etapa de licuefaccion, libera
celobiosa; la segunda etapa es realizada por
la B-glucosidasa que escinde la celobiosa en
glucosa. La glucosa generada mediante esta
hidrolisis puede ser fermentada posteriormente
para producir biocombustibles (Ejaz et al., 2021).

Varios microorganismos pueden producir las
celulasas, entre los cuales se incluyen bacterias
y hongos, mediante el consumo de una gran
variedad de sustratos. La habilidad para secretar
grandes cantidades de proteina extracelular
es caracteristica de ciertos hongos, y algunas
cepas son mas adecuadas para la produccion
de mayores niveles de celulasas extracelulares
(Doi y Kosugi, 2004). De esta manera, a escala
industrial la mayoria de las celulasas son
producidas a partir de hongos (Siquiera et al.,
2020).

Mientras que varios hongos pueden
metabolizar la celulosa como fuente de energia,
solo algunas cepas son capaces de secretar un
complejo de enzimas celulasa, lo cual tiene una
aplicacién practica en la hidroélisis enzimatica de
estamolécula biologica. Ademas de Trichoderma,
otros hongos tales como Humicola, Penicillium
y Aspergillus, tienen la habilidad de rendir
elevados niveles de celulasas extracelulares
(Sukumaran et al., 2005). En dependencia del
microorganismo, la enzima producida tiene una
estructura diferente y mecanismo de enlace con
el sustrato (Juturu y Wu, 2014; Rabinovich et al.,
2002)

Los sustratos procedentes de residuos
lignocelulésicos de las industrias pueden
resultar factibles y amigables con el medio
ambiente para el cultivo de microorganismos
productores de celulasas, especialmente
hongos filamentosos, tales como Aspergillus
niger UC33. Entre los diferentes residuos
industriales de la industria azucarera, la miel
final es de naturaleza principalmente celuldsica
y los microorganismos presentes alli tienen la
capacidad de degradar la celulosa en glucosa
para su crecimiento y desarrollo normal (Islam
y Roy, 2018).

La demanda de carbohidrasas tales como
amilasas, hemicelulasas y celulasas crecera en
los préximos afios, ya que forman parte de los
procesos de produccion de biocombustibles.
Este incremento de la demanda del mercado de
enzimas se debe principalmente al crecimiento
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del bioetanol, el cual esta ascendiendo mas
rapido que otras industrias de aplicacion de
enzimas (Behera y Ray, 2016; Singhania et
al., 2010). Esta aplicaciéon en la cadena de
produccion de biocombustible incrementa
la demanda e investigacion en las celulasas,
particularmente considerando que el mercado
de los biocombustibles se espera que crezca en
los proximos afios, reemplazando el 30 % de los
combustibles de petrdleo para el 2025 (Beheray
Ray, 2016).

Aunque la produccion comercial
de celulasa se lleva a cabo por medio de
la fermentacion sumergida fangica, la
fermentacion en estado sdlido (FES) también
puede aplicarse para la produccion de este
complejo enzimatico. Debido a que la FES se
realiza en ausencia de agua libre, se observa que
es mas adecuada para los hongos filamentosos
(Holker et al., 2004), pues presenta un consumo
de energia mas bajo, mayor productividad,
menor demanda de esterilizacion y menor costo
de procesamiento downstream (Manan y Webb,
2017). Los hongos generalmente coexisten
simbidticamente en sustratos sdlidos en la
naturaleza, por lo que su co-cultivo en FES es
beneficioso en la produccion de celulasa (Lodha
etal., 2020).

Los bioprocesos aplicados para
la produccion de celulasas han sido
exhaustivamente estudiados y optimizados,
pero también resulta necesario enfocarse en los
procesos downstream, ya que estos incrementan
la estabilidad de la enzima para aplicaciones
posteriores (Siqueira et al., 2020). Varios autores
han investigado tanto la produccién (Abdullah
et al., 2021; Afzal et al., 2019; Ahmed et al., 2015;
Cerdaetal., 2017; Faheina et al., 2015; Igbal et al.,
2011; Kumar et al., 2018; Liu et al., 2019; Lodha
et al., 2020; Malik y Javed, 2021; Mrudula y
Murugammal, 2011; Nehad et al., 2019; Oliveira
et al., 2020; Sajith et al., 2014; Sulyman et al.,
2020; Zahra et al.,, 2020; Zapata et al., 2018),
como purificacion de celulasas (Afzal et al., 2019;
Ahmed et al., 2015; Amritkar et al., 2004; Bakare
etal., 2005; Farinas et al., 2011; Hamdan y Jasim,
2018; Igbal et al., 2011; Islam y Roy, 2018; Kumar

et al., 2018; Liu et al., 2019; Malik y Javed, 2021,
Nehad et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Sajith et
al., 2014; Sulyman et al., 2020; Wu et al., 2010).

La seleccion de las etapas de purificacion
en el procesamiento downstream después de
la fermentacion depende fuertemente en el
mercado potencial, el costo de procesamiento,
la calidad final requerida y la tecnologia
disponible. La necesidad de la purificacion
efectiva de proteinas desde el punto de vista
econdmico a escala industrial ha traido consigo
la aparicion y evolucion de un ndmero de
técnicas que suministran protocolos rapidos,
eficientes y econdmicos en menores etapas de
procesamiento (Amritkar et al., 2004).

Actualmente, la principal limitaciéon que
presenta el uso de las celulasas en la industria es
el elevado costo de produccion de esta enzima
(Sulyman et al., 2020). En este sentido, la
purificacién de moléculas bioldgicas de este tipo
es uno de los obstaculos mas grandes para su
produccion y comercializacion (Das et al., 2013;
Yang et al., 2013). El procesamiento downstream
para la produccion de enzimas/proteinas puras
puede constituir generalmente un porcentaje
importante en el costo de produccion total,
especialmente si los requerimientos de pureza
final son rigurosos, el cual puede llegar hasta
un 80 % del costo total del proceso (Oliveira
et al., 2020). Por consiguiente, la produccion
de celulasas con bajos costos es un método
interesante para agregar valor al biocombustible
y al mercado de enzima (Siqueira et al., 2020).

De estamanera, el objetivo de este estudio
fue evaluar la precipitacion salina de celulasas
producidas por Aspergillus niger UC33 en FES,
para incrementar el rendimiento y pureza de la
enzima al menor costo posible.

Materiales y Métodos

Microorganismo y propagacion del inéculo

Se utilizé la cepa UC33 de Aspergillus niger
conservada a 4 + 1 °C en medio papa-dextrosa-
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agar (PDA), procedente de la coleccion del grupo
cientifico de Desarrollo de Bioprocesos de la
Universidad de Camagiiey, Cuba.

La propagacion del indculo se realizé
mediante el método propuesto por (Leon-
Reveloetal., 2017). Elmicroorganismo se cultivo
en placas Petri con 10 mL de medio de cultivo
solido. Elmedio se compuso de 10 g/L extracto de
levadura (BioCen,Cuba),10g/Lpeptona(BioCen,
Cuba), 20 g/L dextrosa (Applichem, Alemania)
y 15 g/L agar técnico (BioCen, Cuba). Se inocul6
siguiendo la técnica de estriado. Después de
72 horas de incubacion a 30 °C, se cosecharon
los conidios, los que fueron arrastrados con
agua destilada estéril. La concentraciéon de
conidios se determiné por conteo en la camara
de Neubauer. Esta suspension de conidios se
inoculd en una concentracion de 1x107 conidios/
mL en un medio liquido. El medio liquido para
la produccién de micelio se compuso de 10 g/L
extracto de levadura (BioCen, Cuba), 10 g/L
peptona (BioCen, Cuba) y 43g/L miel final de
cafia (Central azucarero, Cuba). Se incub6 a 30
°C y 150 rpm de agitacion durante 30 horas en
un agitador orbital de mesa (BioBase Sk-300D,
China).

Material lignoceluldsico
pretratamiento

inductor y su

El método para el pretratamiento se realizo
segiin lo describe Leon-Revelo et al. (2017).
Se utiliz6 un medio compuesto de afrecho
cervecero proporcionado por la cerveceria
Tinima y la cascara de arroz procedente de una
fabrica de pienso local, ambas localizadas en la
provincia de Camagiiey. A la cascara de arroz se
le hizo un pretratamiento con acido sulfurico
(Applichem, Alemania) al 1 % durante 2 h, a
temperatura ambiente. Sin embargo, al afrecho
cervecero no se le hizo pretratamiento debido a
que este constituye un residuo de la fabricacion
de cerveza que recibe pretratamientos térmicos
y enzimaticos durante el proceso de maceracion
de la cebada, lo que hace factible el ataque de las
enzimas celuloliticas. Las materias primas se
secaron a 70 °C durante 24 h y se guardaron en
bolsas plasticas hasta su posterior uso.

Fermentacion en estado sélido (FES)

La fermentacion se llevo a cabo con el método
establecido por Leon-Revelo et al. (2017).
Se fermentaron 5 g de medio himedo en
erlenmeyers de 250 mL. Se utilizé6 como material
lignoceluldsico la mezcla de cascara de arroz y
afrecho cervecero previamente tratados, con
una disolucion de aditivos (bajo solicitud de
patente) con relacion sélido-liquido de 1:6. La
humedad de la masa total himeda (MTH) fue
de 57,67 %. El pH inicial del medio sélido fue de
4,5. Seincubd a 30 °C durante 30 horas en cultivo
estatico. El muestreo se realiz6 cada 6 horas en
condiciones asépticas.

Extraccion del crudo enzimdtico

El procedimiento para la extraccion del crudo
enzimatico se realiz6 de acuerdo con lo descrito
por Leon-Revelo et al. (2017), sin ninguna
modificacion. Para ello fue necesario suspender
el material fermentado en agua destilada en una
relacion de 1:9 y agitarlo a 200 rpm por 1 h a
temperatura ambiente en el agitador orbital de
mesa (BioBase Sk-300D, China). Seguidamente,
el material suspendido y la biomasa fingica
se separaron por centrifugaciéon (10 000 rpm
durante 15 min). El sobrenadante filtrado se
utilizé como fuente para desarrollar el presente
estudio.

Diserio experimental

El software Design-Expert 11.1.2 se utilizd para
la realizacion del disefio experimental mediante
la metodologia de superficie de respuesta
(MSR). Se selecciond un disefio optimo-I, que
tuvo un total de 36 ejecuciones incluida una
réplica, y dividido en dos bloques. Las variables
independientes fueron la concentracién de
sulfato de amonio desde 60 a 90 % (-1;1), el
tiempo de precipitacion de 1 a 3 h, (-1;1) y la
temperatura de forma categorica, 4 y 25 °C. Las
variables de respuesta fueron: el rendimiento
(%), la purezay el costo de la etapa (USD S).

La pureza (fold purification, en inglés)
se determind mediante la relaciéon entre la




Precipitacion salina de un extracto crudo con actividad celulolitica
producido por Aspergillus niger UC33

actividad especifica al concluir la precipitacion
y la actividad especifica del crudo enzimatico.
Ademas, Design-Expert 11.1.2 se utilizé para el
analisis de varianza de las respuestas (ANOVA,
por sus siglas en inglés), para el analisis de
regresion, la evaluacion de bondad de ajuste,
para la determinacion del R?, el R> ajustado y el
R? predicho.

Asimismo, se obtuvieron las ecuaciones para
predecir el comportamiento de las respuestas
en funcion de los factores experimentales o
variables independientes. Igualmente, se utiliz6
la funcion de optimizacién numérica para
encontrar las condiciones ptimas que permiten
logara un maximo de rendimiento y pureza al
menor costo posible.

Precipitacion salina

Los experimentos se realizaron de acuerdo con
el disefio propuesto y fueron divididos en dos
etapas principales. En una primera etapa se
llevé a cabo la precipitacion salina con sulfato
de amonio. Cada corrida experimental se
realiz6 con un volumen total de 10 mL del crudo
enzimatico, previamente conservado a -70
°C. La cantidad de sulfato de amonio a aiadir,
para lograr las concentraciones necesarias en
cada caso (60, 75 V¥ 90 %), se calcul6 mediante
el uso de la herramienta en linea Ammonium
Sulfate Calculator (EnCor Biotechnology Inc.,
2022). El sulfato de amonio fue adicionado en
pequeiias cantidades, gradualmente, y se agito
hasta lograr que se disolviera totalmente. Una
vez formados los conglomerados proteicos
se colectd el precipitado producido mediante
la centrifugacién a 7000 g por 30 min en una
centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5430R,
Germany). Se separé el sobrenadante del
precipitado por decantacién y este udltimo se
resuspendi6 en 1 mL de tampodn citrato 50 mM,
PH 4,8.

En la segunda etapa se procedié con
las determinaciones de actividad enzimatica y
cuantificacion de proteinas, a partir de las cuales
se calculan los parametros de rendimiento,
purezay costo que permiten evaluar el proceso.

Actividad  celulasa, concentracion de
proteinas, pureza y rendimiento

Para la determinacion de la actividad celulasa,
se utilizé un ensayo indirecto en el que los
productos de la reaccion fueron detectados
espectrofotométricamente tras su conversion
en derivados coloreados. La extension de la
hidrdlisis enzimatica de celulosa en glucosa
(azucar reductor) se valoré mediante el método
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Chaplin,
1994). La solucion de DNS se prepar6 utilizando
0,5 g del reactivo (Applichem, Alemania), 15 g
de tartrato doble de sodio y potasio (Applichem,
Alemania), 0,8 g de hidréxido de sodio (Merck,
Alemania) y agua destilada hasta completar
50 mL. Se conservd a 25 + 2 °C. La solucion
sustrato se prepar6 empleando 0,5 g de
carboximetilcelulosa (Merck, Alemania) y 50
mL de tampodn fosfato 50 mM a pH 7,0. Lamisma
se conservd en tubos Corning de 15 mL (Merck,
Alemania) a - 20 °C.

Para desarrollar la hidrélisis enzimatica
se afiadieron 100 pL de solucién sustrato y 100
PL de celulasa diluida convenientemente en
tubos Eppendorf de 1,5 mL (Merck, Alemania).
Se dejo reaccionar durante 10 min a 30 °C e
inmediatamente después se adicionaron 100
uL de reactivo DNS. Los tubos se taparon y se
agitaron en un equipo Vortex (IKA, Alemania),
se incubaron en Bafio Maria por 5 min a una
temperatura de 95 a 100 °C. Seguidamente la
reaccion se detuvo colocando los tubos en un
bafio de hielo. Se afiadié 1 mL de agua destilada
y se tomaron 200 pL de la mezcla final para
depositar en una microplacayleerlaabsorbancia
a 540 nm (Fluorescence microplate reader,
Eppendorf, AG).

Para la curva de calibracion de azicares
reductores totales (ART) se utiliza una gama
de diluciones desde 0 hasta 2,5 mg/mL de
glucosa (Applichem, Alemania) y buffer citrato
de sodio 1 M (Merck, Alemania) como solucion
stop. Las muestras de los precipitados se
hicieron reaccionar con la solucion sustrato
para determinar la actividad CMCasa y solucion
papel de filtro (PF) de igual concentracion
(10 g/L), para medir la actividad PFasa. En el
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crudo se cuantificaron los ART y para ello no
fue necesario utilizar la solucion sustrato. Se
efectuaron diluciones de 1/10 y 1/100 del crudo y
de los precipitados, respectivamente.

Para calcular la actividad celulasa (CMCasa vy
PFasa), se utiliz6 la siguiente ecuacion:

)

A= -FD

Ecua.1

Doénde:
A: es la actividad enzimatica en UI/mL,

(CMC-ART): diferencia de concentracion entre
los ART que resultan de la actividad de la enzima
frente al sustrato CMC con los ART presentes en
el crudo, Mglc: masa molar de la glucosa (181 g/
mol),

FC: factor de conversion de unidades (FC = 1
000),

t: tiempo que demora en transcurrir la reaccion
(60 min)yvy,

FD: factor de dilucion (FD = 13).

Delmismomodo,laactividad PFasase determiné
por la ecuacién 1 con la variaciéon del sustrato
CMC por PF.

La actividad enzimatica total presente en el
volumen utilizado para la

precipitacion se calculd mediante la ecuacion 2.
At = AVp Ecua. 2

Doénde:

At: actividad enzimatica total en UI,

A: actividad enzimatica expresada en Ul/mL
(derivada de la ecuacién 1) y,

Vp: Volumen de precipitacion (Vp = 10 mL).

La concentracion de proteinas se
determind mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976) y la actividad especifica
dividiendo la actividad total entre Ila
concentracion de proteinas totales. La pureza
se determiné dividiendo la actividad enzimatica

especifica del precipitado entre la actividad
enzimatica especifica del volumen de crudo
utilizado en la precipitacion. El rendimiento se
calcul6 dividiendo la actividad enzimatica total
del precipitado entre la actividad enzimatica
total del volumen de crudo utilizado en la
precipitacion, multiplicado por 100.

Determinacion del costo de la etapa de
precipitacion

El costo de la etapa de precipitacion con sulfato
de amonio se basé en la ecuacion 3.

Cps = C(nn,),s0, T CE Ecua. 3

Doénde:
C,: costo de la precipitacion,
C(NH4)2504 : costo del sulfato de amonio y,

C,: costo de la energia consumida, considerando
el costo de la agitacion mecanica (CAM), de la
refrigeracion (C,) y de la centrifugacioén (C_,),

CE :CAM + CR + CCf.

En cuanto a los costos, para el caso del
sulfato de amonio se emple6 del catalogo de
Applichem (ITW Reagents Division, 2022) y se
calcul6 el de la energia consumida teniendo en
cuenta los equipos utilizados y el tiempo de uso
de los mismos. Se tomo6 como base de calculo que
1 kWh cuesta 0,33 CUP, de 1-100 kWh. La unidad
monetaria del costo fue convertida de CUP a USD
segln la tasa vigente en la actualidad (25 CUP = 1
USD). Este costo se determind para cada corrida
del experimento y se evalu6 de igual forma que
las demas variables respuesta del disefio.

Caracterizacion electroforética de la enzima
de interés

Mediante la revision de la literatura se observo
que las celulasas obtenidas por Aspergillus niger
sp. y otros hongos, presentan generalmente
un punto isoeléctrico inferior a 6,0 (Marin,
2007). Basado en este dato se selecciond un
intercambiador anidnico para fraccionar la
muestra mediante cromatografia de intercambio
ionico.
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La muestra se desalinizé en una columna PD-
10 (Promega) con Shephadex G-25 y luego
se eluyé con tampdn Tris-HCl 20 mM, pH
7,0. Posteriormente, se aplicé a una columna
HiTrap FF (Promega) de un volumen total de 1
mL empacada con el intercambiador aniénico
DEAE-Sefarosa. La elucion se realiz6 mediante
un gradiente escalonado de concentraciéon de
NaCl en tampén Tris-HCl. Las fracciones se
colectaron con 0,15, 0,20 y 0,30 M de NaCl.
A las fracciones eluidas se les cuantifico la
concentracion de proteinas y se les determiné
la actividad endoglucanasa como se describi
anteriormente.

La electroforesis desnaturalizante de
proteinas en gel de acrilamida-bisacrilamida
se realizd mediante el método de Laemmli
(1970). Para la misma se emple6 un gel de 12
% de acrilamida y la corrida se efectué a una
intensidad constante de 35 mA. Como patron de
peso molecular se emple6 el marcador de amplio
rango de la firma Bio-Rad. Una vez concluida
la electroforesis, la presencia de las bandas de

Tabla 1

proteinas en el gel se reveld mediante la tincién
con plata, empleando el método desarrollado
por Heukeshoven y Dernick (1985). El peso
molecular de las bandas de interés se calculd
mediante el patron electroforético, se grafica
el logaritmo de base 10 del peso molecular de
las bandas del marcador versus el Rf (relacion
de la distancia de migracion de las bandas de
proteinas con respecto al frente de corrida).

Resultados y discusion

Influencia de la concentracién de sulfato
de amonio, el tiempo de precipitacion y la
temperatura, en la precipitacion de celulasas
producidas por Aspergillus niger UC33 en FES

En este estudio, las variables y los niveles
seleccionados se fijaron teniendo en cuenta la
influencia de estas en la etapa de precipitacion
salina de celulasas y en el estado del arte de otros
estudios similares. De esta forma, el disefio
experimental y los resultados de cada respuesta
se relacionaron en la Tabla 1.

Disefio experimental con los correspondientes valores observados para el estudio de la influencia de la
concentracion de sulfato de amonio, el tiempo de precipitacion y la temperatura, en el rendimiento, la
pureza y el costo de la etapa de precipitacion de celulasas

Conc. de Sulfato
de Amonio (%)

Tiempo de

Num. de corrida precipitacién (h)

Temperatura (°C)

Respuesta 1:
Rendimiento

Respuesta 2:
Pureza

Respuesta 3:
Costo

1 90 1
2 90 2
3 75 1
4 90 2

90 1
6 60 1
7 75 2
8 60 3
9 75 2
10 75 3
n 60 3
12 90 3
13 60 2
14 60 1

25
4
4

25
4
4
4

25

25
4
4

25
4

25

77,42 1,12 0,36
53,06 0,94 0,34
60,61 1,91 0,27
88,5 1,3 0,36
67,59 1,17 0,34
46,54 1,53 0,21
72,01 1,38 0,27
29,35 0,94 0,22
73,33 1,46 0,29
55,1 0,74 0,27
57,78 0,8 0,21
82,62 0,95 0,36
45,27 0,81 0,21
47,27 1,55 0,22
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Conc. de Sulfato Tiempo de

Num. de corrida

Temperatura (°C)

Respuesta 1: Respuesta 2: Respuesta 3:

de Amonio (%)  precipitacién. (h) Rendimiento Pureza Costo
15 90 3 4 61,31 0,84 0,34
16 75 3 25 68,93 1,17 0,29
17 60 2 25 36,08 1,29 0,22
18 75 1 25 69,8 1,18 0,28

Réplica

19 90 1 25 59,27 0,83 0,36
20 90 2 4 68,56 0,97 0,34
21 75 1 4 70,84 1,1 0,27
22 90 2 25 75,38 0,92 0,36
23 90 1 4 70,51 1,1 0,34
24 60 1 4 35,68 1,39 0,21
25 75 2 4 68,93 1,18 0,27
26 60 3 25 54,63 1,1 0,22
27 75 2 25 77,82 1,25 0,29
28 75 3 4 74,84 1,19 0,27
29 60 3 4 32,69 0,95 0,21
30 90 3 25 63,76 0,73 0,36
31 60 2 4 36,48 1,26 0,21
32 60 1 25 49,37 1,19 0,22
33 90 3 4 63,03 0,86 0,34
34 75 3 25 72,32 1,08 0,29
35 60 2 25 52,49 1,15 0,22
36 75 1 25 73,02 1,21 0,28

Nota. Elaboracion propia.

Mediante el analisis de superficies de respuestas
estimadas (Figura 1), se encontré que a una
temperatura de 25 °C se obtienen los mejores
resultados de las variables de respuesta. Asi,
para un valor de concentracién de sulfato de
amonio, a medida que aumenta el tiempo de
precipitacion aumenta también el rendimiento,
se alcanzan valores maximos entre 1y 2 h
de precipitacion. Se evidencié también que,
para un mismo tiempo, el rendimiento varia
con la concentracion de sulfato de amonio,
encontrandose los mayores rendimientos
al utilizar entre 75 y 90 % de saturaciéon con
sulfato de amonio.

Por otra parte, la pureza de las celulasas
fue mayor cuando se precipité durante 1a 2 h,
utilizando la misma concentracién de sulfato
de amonio (Figura 1c). Ademas, para un mismo

tiempo de precipitacion, se observé que la
pureza de las celulasas aumenté a medida
que disminuy6 la concentracion de sulfato de
amonio. Este comportamiento puede deberse a
que, al incrementar la concentracion de sulfato
de amonio, no solo aumenta la precipitacion
de la enzima de interés, sino que también este
aumento condiciona la precipitacion de la
totalidad de las enzimas presentes en el crudo, y
disminuye asi la pureza de la enzima de interés.

Con relacion al costo de la precipitacion,
segun las condiciones empleadas, se encontrd
que el costo de la precipitacion aumenta
fundamentalmente con la concentracion de
sulfato de amonio. También, utilizando una
misma concentracion de sulfato de amonio el
costo increment6 a medidas que aumenté el
tiempo de precipitacion (Figura 1d).
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Desirability

B: Tiempo de precipitacion (h) 15 72

6 A: Sulfato d io (%
1760 : Sulfato de amonio (%)

Pureza (%)

B: Tiempo de precipitacion (h) 15 72
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Figura 1

B: Tiempo de precipitacion (h) 15

Rendimiento (%)

B: Tiempo de precipitacion (h) 15

Costo ($)
o

6 A: Sulfato d io (%)
1760 : Sulfato de amonio (%)

Influencia de la concentracion de sulfato de amonio y el tiempo de precipitacion

Nota. a): deseabilidad (nivel en que la combinacion de variables independientes satisface las metas que se definieron para las variables de
respuestas). Las banderas indican las respuestas estimadas para las condiciones 6ptimas predichas. b): el rendimiento, ¢): la purezay d): el
costo de la etapa de precipitacion de celulasas producidas por Aspergillus niger UC33 en FES. Elaboracion propia.

Segun el andlisis de varianza los datos de la
respuesta rendimiento, se ajustaron mejor a un
modelo cuadratico. A, C y A2 fueron términos
significativos del modelo (P < 0,05). Asi, los
coeficientes R?, R> ajustado, y R> predicho
fueron iguales a: 0,7401, 0,6602 y 0,4631,

respectivamente (Tabla 2). La ecuacién del
modeloobtenidoentérminosdefactoresactuales
puede ser utilizada para hacer predicciones
de la variable de respuesta rendimiento, para
distintos niveles de cada factor:

Rendimiento (%)= -341,2022+9,8864A+8,1054B+0,0014AB-0,0593A2-2,1475B> Ecua. 4
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Tabla 2

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo Cuadrdtico. Respuesta 1: Rendimiento

Sum. de los df Media de los

Fuente cuadrados cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 1,38 1 1,38
Modelo 5841,73 8 730,22 9,26 < 0.0001 Significativo
A':;f:;?ode 3936,77 1 3936,77 49,91 < 0.0001
1
de precipitacien 936 1 339,36 430 0,048
AB 0,0072 1 0,0072 0,0001 0,9924
AC 96,56 1 96,56 1,22 0,2787
BC 0,2563 1 0,2563 0,0032 0,9550
A2 1426,31 1 1426,31 18,08 0,0002
B2 36,89 1 36,89 0,4677 0,5001
Residual 2050,96 26 78,88
Total de corridas 7894,07 35
R2 0,7401
R2 ajustado 0,6602
R2 predicho 0,4631

Nota. Elaboracién propia.

Los datos de pureza se ajustaron mejor a un respectivamente (Tabla 3). La ecuacion del
modelo cuadratico. A, B y A2 fueron términos modelo obtenido en términos de factores
significativos del modelo (P < 0,05). Los actuales para hacer predicciones de la respuesta
coeficientes R?, R?> ajustado, y R> predicho pureza para distintos niveles de cada factor, fue:
fueron iguales a: 0,5903, 0,4643 y 0,2561,

Pureza (%)= -1,7022+0,0953A-0,2139B-0,0042AB-0,007A%-0,0483B> Ecua. 5

Tabla 3

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadrdtico. Respuesta 2: Pureza

Sum. de los df Media de los

Fuente cuadrados cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 0,0702 1 0,0702
Modelo 1,30 8 0,1625 4,68 0,0012 Significativo
A-Sufato de
amonio 0,2072 1 0,2072 5,97 0,0216
B-Tiempo de 0,6468 1 0,6468 18,64 0,0002
precipitacion
C-Temperatura
de precipitacién 0,0023 1 0,0023 0,0673 0,7973
AB 0,0638 1 0,0638 1,84 0,1869
AC 0,0117 1 0,0117 0,3373 0,5664
BC 0,1262 1 0,1262 3,64 0,0677
A2 0,2233 1 0,2233 6,44 0,0175
B2 0,0187 1 0,0187 0,5386 0,4696
Residual 0,9021 26 0,0347

Total de corridas 2,27 35
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Fuente S:LT&:’;LO: df Nl?,f:,:;;gs Valor- F Valor-P
R2 0,5903
R2 ajustado 0,4643
R2 predicho 0,2561

Nota. Elaboracion propia.

Losdatosdecosto seajustaron mejoraunmodelo
cuadratico al igual que las otras respuestas. A,
B, C, AC, BC y A fueron términos significativos
del modelo (P < 0,05). Los coeficientes R?
R? ajustado, y R? predicho fueron iguales a:

1,000, 1,000 y 1,000, respectivamente (Tabla
4). También, la ecuacion del modelo obtenido
en términos de factores actuales, puede ser
utilizada para hacer predicciones de la respuesta
pureza, para distintos niveles de cada factor:

Ecua. 6
Costo (USD S) = 0,014788 + 0,002489A +1,74963-7B - 2,1857672° AB + 0,000016A2 - 3,8835/ B>

Tabla 4

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadrdtico. Respuesta 3: Costo

Sum. de los

Media de los

Fuente cuadrados df cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 0,0000 1 0,0000
Modelo 0,1198 8 0,0150 6,645E+05 < 0,0001 Significativo
A_::‘f::?ode 0,1170 1 0,1170 5,192E+06 < 0,0001
I;r_:iepr;g:igs 3,109E-07 1 3,109E-07 13,80 0,0010
;:e_-:)i:l'i):irtz::t;g?l 0,0025 1 0,0025 1,112E+05 < 0,0001
AB 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
AC 0,0002 1 0,0002 7800,00 < 0,0001
BC 3,109E-07 1 3,109E-07 13,80 0,0010
A2 0,0001 1 0,0001 4396,75 < 0,0001
B2 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
Residual 5,858E-07 26 2,253E-08
Total de corridas 0,1198 35
R2 1,0000
R2 ajustado 1,0000
R2 predicho 1,0000

Nota. Elaboracion propia.

Condiciones 6ptimas para la precipitacion
de celulasas con sulfato de amonio

Mediante la funcion de optimizacion del Design-
Expert 11.1.2, se encontraron las condiciones
Optimas para maximizar el rendimiento y la
pureza, lo que minimiza el costo y mantiene las
variables independientes en el rango utilizado.
Lascondiciones6ptimasestimadasfueron: 68,99
% de sulfato de amonio, tiempo de precipitacion

iguala1,28 hytemperaturade 25 °C (Tabla5). En
estas condiciones los valores predichos para las
respuestas rendimiento, purezay costo, fueron:
74,81 %, 1,26 y USD S 0,2609, respectivamente
(Tabla 6). Las condiciones optimas predichas
se validaron experimentalmente mediante tres
réplicas, los valores promedios se encontraron
dentro del intervalo de prediccién con 95 % de
confianza, lo que demuestra la fiabilidad de la
metodologia empleada (Tabla 6).

79



80

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p.69-85]

Tabla 5

Condiciones dptimas estimadas para maximizar el rendimiento y la pureza, al minimo costo posible,
en la etapa de precipitacion de celulasas con sulfato de amonio.

Factores

Condiciones éptimas

Concentracién de sulfato de amonio (%)
Tiempo de precipitacién (h)
Temperatura de precipitacién (°C)

68,97
1,28
25

Nota. Elaboracidn propia.

Tabla 6

Valores predichos y observados experimentalmente de las variables respuestas en las condiciones

Optimas estimadas.

Valores n (NGm. IP bajo Valores IP alto
Respuestas X PR Desv. Estand.
predichos réplicas) 95 % observados 95 %
Rendimiento (%) 67,04 3 8,88162 52,6306 74,81 78,07
Pureza (%) 1,354 3 0,186274 1,09028 1,26 1,62382
Costo (USD $) 0,265 3 0,000150 0,26062 0,2609 0,261058

Nota. Elaboracién propia.

En las condiciones optimas encontradas, el
maximo rendimiento que se obtuvo fue de 74,81
%, el cual es superior a los resultados obtenidos
por otros autores (Ijaz et al., 2014), quienes
lograron un 18,97 % de rendimiento, empleando
el mismo paso de purificacion de celulasas
obtenidas por FES a partir Aspergillus niger. Sin
embargo, otros autores (Ahmed et al., 2015)
obtuvieron rendimientos de 76,4 % utilizando
80 % de saturacion con sulfato de amonio para
la precipitacion del crudo enzimatico producido
por Aspergillus niger. También, Farinas et al.
(2011), alcanzaron 56 % de recobrado al emplear
el 80 % de saturacion con sulfato de amonio,
durante 3 h a una temperatura de 10 °C.

En cuanto a la pureza, en las condiciones
Optimas ésta fue de 1,26, esto significa que se
logré purificar la enzima de interés mediante la
precipitacion con sulfato de amonio hasta 1,26
veces el valor obtenido en el crudo enzimatico.
El nivel de pureza alcanzado fue superior
al obtenido por Ijaz et al. (2014), Igbal et al.
(2011) y Hamdan y Jasim (2018) en condiciones
experimentales similares. En cambio, otros
autores han obtenido mayor grado de pureza. Sin
embargo, no tuvieron en cuentala determinaciéon

de condiciones 6ptimas globales, donde también
se considerara maximizar el rendimiento y la
pureza y minimizar el costo (Afzal et al., 2019;
Ahmed et al., 2015; Nehad et al., 2019).

El costo de la purificacion en las
condiciones 6ptimas predichas en este estudio
fue de USD $ 0,2609. La purificacion de celulasas
parasuposteriorusoenlaobtenciondebioetanol,
constituye la etapa de mayor influencia en los
costos de producciéon de este biocombustible.
En este estudio, no se consideraron todas las
partidas que influyen en el costo de produccién
debido a que la investigacion se encontraba en
etapas tempranas, y no se cuenta con un sistema
productivo establecido para la purificacion de
celulasas. Por tanto, el costo de la etapa se calculd
en consideracion a dos de los factores que mas
influyen en la precipitacion: cantidad de sulfato
de amonio y tiempo. De esta forma, el objetivo
fue trabajar en disminuir los costos asociados
a la precipitacion con sulfato de amonio desde
etapas tempranas. De este modo, se lograron
aportes positivos para el establecimiento futuro
delapurificacion de celulasas a escala productiva
aplicando los resultados de este estudio.
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Caracterizacion electroforética de las
fracciones obtenidas
En la Figura 2 se muestra el patron

electroforético de las fracciones eluidas de la
columna cromatografica mediante un gradiente
escalonado de concentraciones de NaCl (0,15,
0,20y 0,30 M).

En el extracto se evidencia la presencia
de bandas de proteinas que presentan un amplio
rango de peso molecular desde 21 hasta mas de
100 kilodaltons (kDa), las mas representadas
en la zona de 40 kDa aproximadamente. De

igual forma, la fraccién 1 muestra una amplia
distribucion con respecto al peso molecular. Sin
embargo, presenta poca actividad celulolitica
(Figura 3). La fraccion 2 exhibe visiblemente un
grado mayor de pureza y despliega dos bandas
predominantes en el rango de 30 a 40 kDa, con
una disminucion en la presencia e intensidad de
practicamente todas las bandas de peso superior
y una ausencia total de bandas de peso inferior a
30 kDa. Esta fraccién mostré la mayor actividad
enzimatica especifica (Figura 3). La fraccion 3
también manifiesta un mayor grado de pureza
en comparacion con la primera fraccién, pero
con una actividad enzimatica especifica inferior
a la segunda fraccion (Figura 3).

PM (kD) 1 2 3 4

——
01,0 — -
56,2 —| S
0.5 — | — TP —

e —

29,0 ——— '
21,0 -—::I_—_n—— e prmsems — - ——

Figura 2

Patron electroforético del extracto con actividad celulolitica obtenido a partir de Aspergillus niger y de

las fracciones resultantes de la cromatografia de intercambio iénico.
Nota. PM: patrdn de peso molecular, 1: extracto de celulasas, 2: fraccion 1 eluida con 0,15 M de NaCl, 3: fraccion 2 eluida con 0,20 M de NaCl y 4: fraccion 3

eluida con 0,30 M de NaCl. Elaboracién propia.

Al integrar el analisis de las bandas de
proteinas presentes en cada fraccion con el
valor de la actividad enzimatica especifica de las
mismas, se obtuvo como resultado preliminar la
identificacion de una banda con probabilidad de
ser responsable de la actividad endoglucanasa.
Enlafraccion 2,labanda reforzada esta presente
alrededor delos 38 kDa, también se observa, pero
con menor intensidad en la fraccidon 3, y casi de
forma insignificante en la fraccién 1. El resto de

las bandas principales presentes en la fraccion
2 no presentan coincidencia en la fraccion 3.
Teniendo en cuenta que estas dos fracciones
son las de mayor actividad enzimatica especifica
(16,5 y 12,9 Ul/mg, respectivamente), es
probable que la proteina representada por esta
banda sea, al menos en parte, la responsable de
la actividad endoglucanasa del crudo enzimatico
obtenido a partir de Aspergillus niger UC33.
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El calculo del peso molecular de la banda
identificada en la fracciéon 2 arroj6 un valor de
38,47 kDa. El peso molecular de endoglucanasas
producidas por Aspergillus niger se encuentran

18
16
14
12
10

Actividad especifica (Ulimg)

(=T S - -]

en el rango de 30 a 45 kDa, seglin otros autores
(Devi y Kumar, 2012; Ijaz et al., 2014). Este
dato refuerza la probabilidad de que la banda
propuesta corresponda a una endoglucanasa.

Extracto 75% 0,15 moliL NaCl 0,20 moliL NaCl 0,30 mol/L NaCl

Figura 3

Fracciones

Actividad enzimdtica endoglucanasa especifica del crudo enzimdtico obtenido a partir de Aspergillus
niger y las fracciones obtenidas mediante cromatografia de intercambio idnico.

Nota. Elaboracién propia.

Conclusiones

Las variables tiempo de precipitacion,
concentracion de sulfato de amonio y
temperatura influyen significativamente en la
precipitacion de celulasas. La determinacion
de los valores Optimos de las variables
experimentales, teniendo en cuenta la
interrelacion entre ellas, permite maximizar, a
lavez, el rendimiento y la pureza de celulasas. La
precipitacion de celulasas con el uso de sulfato
de amonio constituye un método eficiente para
garantizar buenos resultados de rendimientos y
pureza, a un bajo costo de la etapa.
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