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RESUMEN

La microencapsulacién para preservar la funcionalidad y accion de las enzimas en
la extraccion de componentes bioactivos es una alternativa eficiente para el uso
continuo de la actividad enzimética. La adicion de enzimas encapsuladas soluciona
los problemas asociados con la adicion directa, permitiendo una accién gradual y
controlada bajo parametros especificos, lo que optimiza el proceso y reduce los
costos de adquisicion de la enzima libre. El objetivo de esta investigacion fue
microencapsular la pectinasa de Aspergillus aculeatus utilizando el método de
extrusion y establecer los pardmetros de pH, temperatura y tiempo de reaccion para
la extraccion de licopeno a partir del tomate. La extrusion se llevé a cabo con un
encapsulador Buchi utilizando gel de alginato, ajustando el tamafio y la forma de las
esferas con la enzima. Las esferas obtenidas se emplearon en un método de
extraccién enzimatica no convencional, evaluando tres niveles de pH (4.5, 5.0y 5.5),
dos niveles de temperatura (50 y 55°C) y nueve tiempos de reaccioén (0, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 y 80 minutos). Las esferas contenian un 1.5% de pectinasa, con una
actividad enzimética de 100 U/mL, y presentaron morfologia esférica con un tamafio
de 0.3 mm. Los parametros Optimos para una extraccion eficiente de licopeno
(0.001190 mg/g de tejido) con la pectinasa microencapsulada fueron: pH 5.0,
temperatura de 50°C y un tiempo de reaccion de 60 minutos, en contraste con la
extraccion con enzima libre (0.0009 mg/g de tejido) bajo los mismos pardmetros.
Estos resultados demuestran que la extraccion de licopeno con pectinasa
microencapsulada en gel de alginato es viable para su uso en reactores
enchaquetados y sistemas de extraccion continua en futuras investigaciones.

Palabras clave: pectinasa, extraccion de licopeno, microencapsulacion,
componentes bioactivos, Solanum lycopersicum.

Correos electrénicos: Marisol Sanchez Molina, marisolsanchezm1214@agmail.com
(tesista);
Dra. Xochitl Ruelas Chacén, xruelas@yahoo.com (Asesora principal)
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1. INTRODUCCION

El tomate, se convirtio en la gran hortaliza del siglo XX, tanto en el cultivo comercial
como en los huertos familiares (Blancard, 2011). Se trata de la hortaliza mas
cultivable tanto para consumo nacional como para exportacion ya que se produce
en todos los estados del pais, encabezados por Sinaloa, que aporta el 20 por ciento
del volumen nacional, seguido de San Luis Potosi, Michoacan, Zacatecas y Jalisco
(SADER, 2022).

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), a nivel mundial se desperdicia
aproximadamente una tercera parte de los alimentos generados para consumo
humano (Galanakis, 2012). La cadena de produccion y comercializacion del tomate
produce una gran cantidad de subproductos, que en gran mayoria no son
aprovechados y, en consecuencia, la mayoria terminan en rellenos sanitarios
municipales que, posteriormente, debido a sus lixiviados pasan a ser un problema
ambiental. Una forma de aprovechar estos recursos es reutilizandolos para formar
compuestos bioactivos que tienen multiples beneficios en la salud. Estos
representan la justificacion del interés en extraer carotenoides de los subproductos
del tomate (Dominguez et al., 2020).

El uso de enzimas es una de las aplicaciones que se les ha dado a los residuos
agroindustriales. Estas suelen utilizarse en el pretratamiento de los residuos, en la
extraccion de compuestos e incluso en la modificacién y sintesis de nuevas
moléculas a partir de los compuestos bioactivos (Puri et al., 2012). Estos
componentes alimenticios se han estudiado en los dltimos afios ya que han
demostrado tener beneficios en la salud humana, sobre todo en la prevencién de
enfermedades cronicas. Las enzimas que tienen aplicacién en la valorizacion de
estos residuos son aquellas capaces de hidrolizar los enlaces quimicos presentes
en las membranas y paredes celulares, facilitando la extraccion de las moléculas de
interés, tales como los compuestos bioactivos (Pinelo et al., 2006).

El tomate es una de las principales fuentes de licopeno, un carotenoide con alto
valor nutricional (Choudhari et al., 2007). En su estructura este fruto posee entre el
72y 92% del licopeno, que se encuentra dentro de las células, asociado a la fraccion
insoluble en agua y la cascara (Sharma et al., 1996) y es por ello que es factible la
extracciéon de licopeno a partir de desechos agroindustriales de tomate para su uso
potencial en la industria alimentaria y farmacéutica.
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Los carotenoides, como es el caso del licopeno, son insolubles en agua.
Generalmente este pigmento se extrae mediante solventes organicos debido a que
estos presentan alta solubilidad. Se sugieren mezclas de disolventes que contienen
un componente polar y no polar como hexano- acetona, hexano-etanol o hexano-
acetona-etanol como los mejores sistemas de disolventes para la extraccion de
carotenoides polares y no polares de hortalizas (Dominguez et al., 2020). Sin
embargo, la extraccion de licopeno mediada por solventes organicos puede
presentar problemas tales como: bajos rendimientos de extraccion, requiere
tiempos prolongados, mala calidad y productos finales con trazas de disolventes
organicos (Puri et al., 2012).

Actualmente, en la biotecnologia, el uso de enzimas para la extraccion de colorantes
y compuestos bioactivos para la industria alimentaria ha sido una alternativa al
problema de la revalorizacién de los residuos agroindustriales, permitiendo el
desarrollo de la economia circular. Sin embargo, las enzimas tienden a ser
inestables a los diferentes cambios de pH y temperatura, es por ello que, para
resarcir este problema, surgio la tecnologia de inmovilizacién de enzimas, como un
campo emergente en la biotecnologia, demostrando que mediante estas técnicas
es capaz alargar su vida util, mejorar la estabilidad y actividad enzimatica (Arroyo,
1998).

Después de exponer lo anterior se planted la siguiente hipotesis a probar:

2. HIPOTESIS

La pectinasa inmovilizada en un soporte de alginato a una temperatura, pH y tiempo
constantes, incrementan la estabilidad, duracion y actividad enzimatica en los
pardmetros de extracciéon de licopeno en tomate.

Y para poder aceptar o rechazar la hipotesis planteada se proponen los siguientes
objetivos.

13



3. OBJETIVO GENERAL

Establecer el procedimiento de inmovilizacion por microencapsulacion de pectinasa
en alginato y valorar los parametros idoneos para la extraccion de licopeno en
tomate.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la concentracion adecuada de alginato para la inmovilizacion de
la pectinasa.

2. Evaluar los pardmetros de reaccion para la cinética de extraccion del licopeno
ayudado enzimatica y quimicamente.

3. Analizar la retencion de la actividad enzimética durante reutilizacion de la
enzima microencapsulada o inmovilizada.

14



4. JUSTIFICACION

En la industria agroalimentaria existe una gran cantidad de residuos generados a lo
largo de la cadena productiva debido al procesamiento de los materiales, los cuales
pueden ser aprovechados como elementos energéticos, alimentos funcionales o en
la elaboracién de productos de valor agregado.

Los antioxidantes son fuente importante en la salud humana, ya que revierten las
especies reactivas de oxigeno que propician el desarrollo de algunas enfermedades
cronicas. El consumo de antioxidantes en la dieta favorece la buena salud, pues
previene el envejecimiento celular. Los carotenos, como el licopeno, proveniente del
tomate, son antioxidantes que favorecen en la prevencion de enfermedades como
el cancer, diabetes o problemas cardiovasculares.

La extraccion de licopeno se ha realizado de manera tradicional desde hace algunos
aflos mediante solventes organicos. Sin embargo, el licopeno se almacena dentro
del cromoplasto de la célula vegetal, por lo que su extraccién mediante esta via a
menudo genera dafos en la estructura del licopeno, degradandose, por lo que la
extraccion del caroteno no es eficaz. Debido a esto, en los ultimos afios se ha
previsto el uso de enzimas provenientes de microorganismos para la extraccion de
componentes funcionales de las plantas, como es el caso del licopeno.

Una de las principales desventajas en el uso de enzimas es su susceptibilidad a
cambios de temperatura y pH, debido a que tienen parametros 6ptimos de reaccion,
lo que es inconveniente a nivel industrial sobre los métodos tradicionales de
extraccion de compuestos.

Una alternativa a lo anterior es la inmovilizacion de enzimas mediante diferentes
tipos de soportes, lo que permite incrementar su estabilidad y actividad enzimética
para reacciones a escala industrial, en este caso en la obtencion de componentes
funcionales que permitan ser utilizados en productos funcionales para el consumo.
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5. REVISION DE LITERATURA

5.1. Origenes del tomate

Esta especie es originaria de la region andina, donde se encuentran sus
ancestros en forma silvestre en partes de Colombia, Ecuador, Bolivia, Perq,
hasta la Region de Atacama en Chile, en ambas vertientes de la cordillera de
Los Andes y en las Islas Galapagos (Sims, 1980).

Sin embargo, sobre Los Andes, aun no se ha encontrado evidencia de esta
planta domesticada, a diferencia de otras solanaceas como pimiento, papa y
pepino dulce (Rick, 1978; Sauer, 1993). Generalmente se consideran como
centros de domesticacion del tomate las areas de Veracruz y Puebla en México.
Desde alli aparentemente fue introducido a Europa por los espafioles a
comienzos del siglo XVI (Fig. 1) (Fornais, G., 2007).

El ancestro mas probable del tomate moderno es la especie silvestre “tomate
cherry” (Solanum lycopersicum var. cerasiformes), el cual se encuentra en forma
endémica a través de toda Sudamérica andina tropical y subtropical (Siemonsma
Piluek,1993).

La palabra tomate proviene del vocablo nahuatl “tomatl”, que fue introducido al
lenguaje espafiol en 1532 (Corominas, 1990).
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Trade of galeons (1571)
Figura 1. Posibles rutas de origen y domesticacion del tomate en el siglo XVI. Tomado de
Diez y Nuez, 2008.
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5.2. Cultivo de tomate

El tomate es una de las hortalizas mas consumidas en el mundo debido a su
calidad nutricional y organoléptica y su excelente sabor (Erdem et al., 2015).

Esta hortaliza es una de las mas importantes para el consumo humano, y genera
cuantiosos ingresos, empleos y un alto valor nutritivo para la dieta. El tomate es
la hortaliza que ocupa la mayor superficie sembrada en todo el mundo (SADER,
2016).

5.2.1. Clasificacion taxondmica

El tomate es una hortaliza que comparte ancestros comunes con otros cultivos,
entre ellos la papa. Su origen taxonémico es muy amplio, pero se resume en el
cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica del tomate Solanum lycopersicum

Reino Plantae- Plants
Subreino Tracheobionta- \Vascular plants
Division Magnoliophyta- Flowering plants
Clase Dicotyledons
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia . Solaneaceae- Potato family
Subfamilia ' Solanoideae
Genero Solanum L.- Nightshide
Especie Solanum lycopersicum L. - Garden
tomato

Tomado de Singh et al., 2008.

5.2.2. Descripcion botanica

El tomate Lycopersicom esculentum Mill. (syn. Solanum lycopersicum)., es
una planta dicotiledonea, herbacea, arbustiva y perenne anual, que
pertenece a la familia botanica Solanaceae.

Diez y Nuez (2008), realizan una descripcion general botanica de la planta
de tomate, en la que clasifican en cuanto a la morfologia de la planta, que
puede ser de tipo rastrero, semierecta o erecta, existiendo dos tipos de
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plantas: determinadas, cuyo crecimiento es limitado, e indeterminadas con
crecimiento ilimitado.

El sistema radicular presenta una raiz principal pivotante, la cual alcanza
aproximadamente a 60 cm de profundidad, produce raices adventicias y
ramificaciones que pueden formar una masa densa con bastante volumen.
En la estructura de la planta de tomate se compone principalmente de un tallo
erguido durante los primeros estados de desarrollo, pero retorcido debido al
peso en el caso de plantas de crecimiento determinado; modificandose en el
sistema indeterminado debido a la poda y sistemas de conduccién.

Sus hojas son compuestas y cuentan de siete a once foliolos y poseen
glandulas secretoras aromaticas.

La flor es perfecta, regular e hipdgina, los sépalos, pétalos y estambres estan
insertos en el receptaculo por debajo del gineceo (ovario supero), tiene 5 o
mas sépalos e igual niumero de pétalos de color amarillo y dispuestos
helicoidalmente a intervalos de 135°.

La semilla es de forma oval aplastada de color grisaceo, cubierta de
vellosidades, de unos 3 a 5 mm de tamario.

Dependiendo del tipo de tomate, existiran variaciones en cuanto a la
estructura y tamafio de la planta.

5.2.3. Descripcion genética

El tomate es un diploide tipico de la sub-familia Solanaceae que tienen un
namero idéntico de cromosomas (2n=2x=24), flores regulares, semillas
comprimidas y embrion curvado (Taylor, 1986). EI genoma est4 compuesto
de aproximadamente 950 Mb de ADN, del cual mas del 75% es
heterocromatina, en gran parte desprovisto de genes (Diez y Nuez, 2008).

5.2.4. Principales usos

El cultivo de tomate esta orientado a la alimentacion. Se puede consumir
como producto fresco o procesado. Se utilizan en la produccién de sopa,
jugo, salsa, “ketchup”, puré, pasta y polvo de tomate. De las semillas del
tomate, recuperadas en las plantas de elaboracion, se puede extraer un
aceite comestible no saturado (Fornais, G., 2007).

Se considera que también tiene propiedades medicinales, ya que ayuda en
casos de enfermedades hepaticas, quemaduras, obesidad, raquitismo,
ayuda a combatir cancer de mama, de esofago, de matriz, de colon, de
estbmago, de pancreas y prostata. También se utiliza para prevenir la
diabetes, enfermedades cardiovasculares, cataratas y asma (Procuraduria
Federal del Consumidor [Profeco], 2020).
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5.2.5. Principales tipos de tomate

Con la agricultura y la domesticacion, el hombre ha desarrollado a lo largo de
los afios nuevas variedades de tomate para consumo.

El tomate es uno de los principales objetivos en los ultimos afios dentro del
campo de la Biotecnologia. La implementacion de la tecnologia del ADN
recombinante, trajo consigo el primer alimento desarrollado a partir de la
Ingenieria Genética; el tomate flavr savr, que atendia las necesidades de
alargar la vida de anaquel de este producto. Sin embargo, fue retirado del
mercado unos afios después de su surgimiento debido a que no satisfacia
las caracteristicas organolépticas esperadas en este alimento.

En la actualidad, dentro de los principales tipos de tomate comercializados
se encuentran: Beefsteak, saladette, americano, marmande, vemone,
francés, pera, moneymaker, cocktail, cereza (cherry), muchamiel, pometa
tardio, San Marzano, cocktail, ramillete, liso y de larga vida comercial (Diez
& Nuez, 2008).

De las variedades anteriores, segun la PROFECO, las principales variedades
mas consumidas en México se resumen en el cuadro 2.

Cuadro 2. Principales tomates comercializadas en México.

Cherry (Cereza). Es pequeiio y de piel delgada. Se agrupan en ramilletes
de 15 a mas de 50 frutos Tiene sabor dulce. Existen de color rojo y
amarillo

Saladette (Roma). Variedad italiana para conserva de tomate pelado,
fruto pequerio bi o trilocular, forma de pera, tamafio homogéneo. f

Pera. Utilizado cada vez menos en la industria conservera para tomate
pelado.

Bola o Beef. Fruto de gran tamano y baja consistencia.

Tomado de PROFECO, 2020.

5.2.6. Residuos generados por tomate

Los residuos agroindustriales son un tipo de biomasa generada principalmente
por el procesamiento de materiales organicos, que provienen del manejo de
animales, cultivo de plantas y procesamiento de frutas y verduras (Gonzalez et
al., 2019).
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En el mundo, segun la FAO, se desperdicia la tercera parte de los alimentos que
se producen. Las principales causas de las mermas alimenticias son a causa de
la calidad del producto final.

Dichos residuos podrian tener aplicaciones, dentro de las cuales se encuentran:
(I) pre-tratamiento, extraccién y recuperacion de compuestos bioactivos e
ingredientes alimenticios (fibras dietéticas, pigmentos, pectinas, oligosacaridos,
flavonoides, carotenoides, compuestos fendlicos, tocoferoles y vitaminas); (ll)
produccion de enzimas, antibidticos, hongos comestibles, acidos organicos y
biocombustibles; (lll) produccion de alimento para animales y (V) produccion de
composta (Ayala-Zavala et al.,2011; Chandrasekaran et al., 2013; Federici et al.,
2009; Galanakis, 2012), algunos ejemplos se ilustran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Principales ingredientes extraidos de residuos agroindustriales.

Origen del residuo

Ingrediente de
interés

Origen del residuo

Ingrediente de
interés

Cereales

Albumina, globulina,
hemicelulosa, fibras,
insolubles,
arabinoxilanos, beta-
glucanos, glucosa,

Frutas y verduras

Hesperidina,
limonero, pectina,
fenoles, fibra,
dietética, tartrato
de calcio, beta-

arabinosa, galactosa caroteno,
licopeno,
carotenoides,
pectina
Raices y tubérculos | Arabinoxilanos, Productos carnicos | Proteinas,
fenoles hidrolizados de
proteinas
Plantas oleaginosas | Fitoesteroles, Productos lacteos Lactosa, beta-
albumina, fenoles, lactoglobulina,
pectina alfa-lactoalbimina

Pescados y
mariscos

Proteinas, lipidos,
quitina, quitosano

Tomado de Galanakis, 2012.

En el caso del tomate, una caracteristica desfavorable que ha sido estudiada a
lo largo de los afios es que tiene una cascara muy delgada, aunado a que es un
alimento rico en agua y carbohidratos lo hace susceptible al ataque de
microorganismos patdgenos, principalmente hongos, deteriorando el producto
final haciendo que su vida de anaquel sea mas corta y no sea apto para su
consumo.

En América Latina, apunté la FAO, se desperdicia la mitad de frutas y hortalizas
gue se producen. Por ejemplo, sefiald, en México se pierde entre 25 y 30 por
ciento de jitomate y cuando cae el precio se desperdicia 50 por ciento de la
produccion, ya que 60 por ciento de la produccion se exporta (Becerril & Ballinas,
2017).
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En el proceso de produccidon del tomate se desperdicia una gran parte de la
planta, segun Diez y Nuez (2008) aseveran que teniendo en cuenta el destino
de la produccion las mermas y pérdidas de mercado que, dadas las
caracteristicas del producto, se situaria entre el 5y 10% de la produccion.

Finalmente, las constantes de temperatura y manejo del producto son factores
relevantes con la calidad del producto final. Los dafios mecanicos que sufre el
tomate en su transporte generan pequenfas fisuras en el fruto, haciéndolo no solo
un producto no apetecible ademas favorece el ataque de organismos patdgenos.

5.3. Economia circular

La revalorizacion de residuos agroindustriales forma parte de este término que ha
surgido en los ultimos afios en pro del medio ambiente. La Economia Circular (EC)
es un sistema de aprovechamiento de recursos donde se considera la reduccién de
los elementos: disminuir la produccion al minimo indispensable y cuando sea
necesario hacer uso del producto, por lo que se deben reutilizar los elementos que,
por sus propiedades, no pueden volver al medio ambiente (Procuraduria Federal
del Consumidor [Profeco], 2021).

Es una alternativa que busca redefinir qué es el crecimiento, enfatizando los
beneficios para toda la sociedad, genera oportunidades econdmicas y de negocios,
ademas, proporciona beneficios ambientales y sociales.

5.4. Produccidon a nivel mundial y nacional

Su cultivo a nivel mundial se determina en un area de aproximadamente 3.9
millones de hectareas, lo que da un rendimiento final de aproximadamente 141
millones de toneladas (Bravo-Zamora et al., 2020).

México es el principal proveedor a nivel mundial de tomate, con una participacion
en el mercado internacional del 25.11% de las exportaciones mundiales,
cubriendo el 3.46% del PIB agricola nacional y el 22.55% en la produccion de
hortalizas (SAGARPA, 2017).

En 2019, el estado de Sinaloa fue el principal productor de jitomate con 22.2%
de la produccién nacional total, seguido por San Luis Potosi, Michoacan,
Zacatecas y Jalisco y en el contexto internacional, el jitomate mexicano se
posiciond como el cuarto producto agroalimentario mas exportado (Fig. 2)
(Procuraduria Federal del Consumidor [Profeco], 2020).
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Figura 2. Produccién (ton/afio) a nivel nacional de tomate rojo (jitomate). Tomado de
SADER, 2022.

5.5. Composicién quimica

Segun Espinosa (2018) el jitomate es un alimento poco energético.
Aproximadamente 95% de su peso es agua, cerca de un 4% son hidratos de
carbono, por ello se le considera una fruta-hortaliza ya que contiene mayor
cantidad de azucares simples que otras verduras, lo que le brinda un ligero sabor
dulce. Y es fuente importante de ciertas sales minerales como potasio y
magnesio, principalmente.

Las vitaminas que destacan son la B1, B2, B5, vitamina C y carotenoides como
el licopeno; que tiene propiedades antioxidantes (cuadro 4).

Cuadro 4. Composicion nutricional del tomate.

Energy 18 K cal Vit K 7.9 ug
Carbohydrate 3.99 Mg 11 mg
Sugar 2649 Mn 0.114 mg
Dietary Fiber 129 Fe 0.3 mg
Fat 0.2g Cu 0.19 mg
Protein 09g S 24 mg
Water 94.5¢g Cl 38 mg
Vit A 833 1U Na 5 mg

Vit B1 (Thiamine) 0.037 mg Ca 20 mg
Vit B3 (Niacin) 0.594 mg P 24 mg
Vit B6 0.08 mg K 237 mg
Vit C 14 mg Lycopene 2537 mg
Vit E 0.54 mg Oxalic acid 2mg

Tomado de Singh et al., 2008, segun Nutrient Data Laboratory, ARS, USDA.
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5.6. Antioxidantes

En la actualidad, los productos nutracéuticos o funcionales han tenido un auge
muy relevante a nivel mundial. Se busca que los alimentos tengan un beneficio
a la salud, més all4 de los que tienen a la dieta. Los antioxidantes son un grupo
beneficioso en este tipo de alimentos ya que permiten frenar la oxidacién de las
células, eliminando los radicales libres causantes de muchas enfermedades. Los
antioxidantes son un conjunto heterogéneo de sustancias formado por
vitaminas, minerales, pigmentos naturales y otros compuestos vegetales y
enzimas, que se caracterizan por impedir a retrasar la oxidacién de diversas
sustancias principalmente de los &cidos grasos cuyas reacciones se producen
tanto en los alimentos como en el organismo humano. Impide la oxidacion
perjudicial de otras sustancias quimicas, ocasionadas en las reacciones
metabdlicas o producidas por los factores exdgenos como las radiaciones
ionizantes (Zamora & Diego, 2007).

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de
consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies
reactivas de oxigeno sobre las funciones fisiolégicas normales de los humanos
(Patthamakanokporn et al., 2008).

5.6.1. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales sintetizados por las
plantas, algas y bacterias fotosintéticas, las principales fuentes de carotenoides
se resumen en el cuadro 5. Estos son producto de la fotosintesis y su actividad
principal es la neutralizacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) cuyo
papel es determinante en el desarrollo y mantenimiento del estrés oxidativo
celular (Gamiz, 2018).

Quimicamente, los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades
multiples de isopreno con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en
cada uno de los extremos (Carranco et al., 2011).

Los carotenoides, al ser antioxidantes, se ven afectados con la exposicion a la
luz, actividad de agua, temperatura, presencia de oxidantes y antioxidantes,
presencia de sulfitos, etc. (Meléndez-Martinez et al., 2004).
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Cuadro 5. Principales fuentes de carotenoides en diferentes alimentos.

Carotenoides mayoritarios Fuente
a- y B- caroteno Zanahoria (Daucus carota)
Licopeno Tomates (Lycopersicum spp)
Luteina/Zeaxantina Alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea

mays), cempasuchil (Tagetes erecta),
huevo de gallina

Violaxantina, Naranja (Citrus sinensis)

B- criptoxantina,
Luteina/zeaxantina

Astraxantina Salmon (Salmo spp), crustaceos,
microalgas y levaduras

Cantaxantina Crustaceos

Crocentina Azafran (Crocus sativus)

Tomado de Carranco et al. 2011.

5.6.1.1. Licopeno

Dentro de las generalidades del tomate es que contiene una fuente importante
de carotenoides con capacidad antioxidante, dentro de los cuales se encuentra
el licopeno que se utiliza en la industria de los alimentos, como colorante, asi
como en la industria farmacéutica para prevencion del cancer y en la elaboracién
de cosméticos (Inserra, 2008).

El licopeno es un pigmento organico liposoluble, es el principal pigmento
responsable de la caracteristica coloracion roja del tomate pues comprende
aproximadamente del 80 al 90% de los pigmentos presentes (Waliszewski &
Blasco, 2010). El licopeno, ademés de conferir el color rojo al tomate, también
es responsable de la tonalidad rojiza de otras frutas y verduras, tales como la
sandia, zanahoria, guayaba rosa, papaya y la toronja (Vitale et al., 2010).

Este carotenoide esta compuesto quimicamente por 40 atomos de carbono con
13 dobles enlaces; 11 conjugados (reactivos al oxigeno y radicales libres).
(Ruelas, 2022).

El licopeno es rico en compuestos bioactivos; colorantes, suplementos,
pigmentos y alimentos funcionales, estos ultimos han tenido un auge muy grande
en la industria de los alimentos en los Gltimos afios debido a que tienen grupos
de compuestos quimicos que ejercen un efecto directo en la salud debido a que
actian directamente en la prevencion o reduccion de alguna enfermedad
(Carranco et al., 2011).

Se tiene demostrado que el licopeno posee actividad antioxidante, debido a que
bloquea la accién destructiva de moléculas que dafian las células, conocidas
como radicales libres, de esta manera protege contra enfermedades
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degenerativas, cancer, problemas de infertilidad, diabetes, problemas
cardiovasculares (Bailey, 2015).

5.7. Extraccion de licopeno mediante solventes organicos

Desde el afio de 1940 se han registrado en la literatura diversos métodos de
extraccion y cuantificacion de licopeno (Bailey, 2015).

Dentro de los métodos de extraccion tradicionales, no enzimaticos, se
encuentran la microemulsion; utilizando saponinas y tensioactivos. Con fluidos
supercriticos; con didxido de carbono. Por solventes organicos, como lactato de
etilo, hexano, acetato de etilo y etanol. Asistida por microondas, con acetato de
etilo y asistida por ultrasonido, utilizando hexano, acetona o etanol (Tigcilema,
2020).

Sin embargo, la extraccion de licopeno por medio de la utilizacion de solventes
organicos es baja debido a la actividad del carotenoide; la compacidad del tejido,
inhibe la penetracion al cromoplasto, lugar donde se encuentra el licopeno,
dando lugar a su degradacion durante el proceso de extraccion (Ruelas, 2022).
En las dltimas décadas, junto con la valorizacion de los residuos agroindustriales
se ha aprovechado la utilizacion de técnicas biotecnoldgicas para la extraccion
de productos de alto valor agregado, mediante el uso de enzimas (Casas &
Coral, 2014).

5.8. Extraccion de licopeno via enzimatica

Las enzimas son proteinas, polimeros formados por aminoacidos unidos
covalentemente entre si con funcion catalitica. Las enzimas tienen ventajas
sobre los tratamientos quimicos, ya que son catalizadores altamente especificos
y trabajan en condiciones de reaccion moderadas, lo cual se traduce en una
menor generacion de residuos y subproductos, asi como en un menor consumo
de energia. Por lo tanto, las enzimas pueden utilizarse en el pretratamiento de
los residuos, la extraccién de compuestos e incluso en la modificacion y sintesis
de nuevas moléculas a partir de los compuestos bioactivos (Casas & Coral,
2014).

El licopeno presente en el tomate se encuentra en un 72 a 79% en una fraccién
insoluble en agua y la cascara (Sharma et al., 1996), por lo que asegura que la
obtencion a partir de desechos agroindustriales de tomate, sea una alternativa
viable.

A diferencia de los solventes quimicos, las enzimas penetran las células del
material vegetal, lo que permiten la expulsién eficiente de carotenoides y
sustancias fendlicas (Ruelas, 2022).
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5.8.1. Enzimas utilizadas en la extraccion de licopeno

Se han utilizado enzimas hidroliticas, tales como las pectinasas e hidrolasas
para la extraccion del licopeno. Las celulasas se encargan de hidrolizar las fibras
de celulosa, mientras que las pectinasas hidrolizan las cadenas del acido
galacturdnico (Casas & Coral, 2014).
En el cuadro 6 se resumen las dos principales enzimas para la extraccion de
licopeno y la cantidad media de extraccion por parte de tomate.

Cuadro 6. Principales enzimas utilizadas en la extraccion de licopeno.

Enzima Tomates Cascaras de | Desecho de | Residuos
enteros tomate pulpa agroindustriales

Celulasas 132 uglg 429 ug/g 119 ug/g 202 ugl/g

Pectinasas 108 ug/g 1104 ug/g 190 ug/g 156 ug/g

Tomado de Choudhari, 2007.

5.8.1.1.

Este tipo de enzimas pertenecen a la superfamilia de las glicosil hidrolasas,
llamadas asi porque catalizan la hidrdlisis del enlace glucosidico entre 2 o
mas hidratos de carbono o entre estos y una fracciéon que no sea un hidrato
de carbono. Las glicosil hidrolasas han sido clasificadas en mas de 100
familias, y cada una de estas (familia GH) contiene proteinas que estan
relacionadas por su secuencia, su estructura y, en consecuencia, por su
mecanismo catalitico (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).

Celulasas

5.8.1.2. Pectinasas

Entre los principales constituyentes de la pared celular de los vegetales se
encuentran las sustancias pécticas, una mezcla de polimeros acidos vy
neutros muy ramificados, denominadas genéricamente pectinas.

Dichos polimeros se caracterizan por contener una alta proporcion de
residuos de acido galacturonico y son, probablemente, los polisacéaridos de
pared de mayor complejidad estructural (Franchi et al., 2014).

Las pectinas son degradadas por enzimas pectinoliticas, pectinasas, que
presentan gran diversidad, debida en parte a la compleja naturaleza del
sustrato degradado. Estas enzimas rompen los polisacaridos complejos de
tejidos de la planta en moléculas mas simples como son los acidos
galacturdnicos (Kashyap et al., 2001).
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5.8.1.2.1. Tipos de pectinasas

Las pectinasas se clasifican en tres tipos principales: enzimas
desesterificantes (pectinesterasas), enzimas despolimerizantes (hidrolasas y
liasas) y protopectinasas (Chandomi, B., 2014).

5.8.1.2.2. Principales organismos productores de pectinasas

Son producidas por plantas y microorganismos entre los cuales se
encuentran bacterias como Bacillus y Clostridium, las levaduras
Saccharomyces y Rhodoturulla y hongos del género Aspergillus, Penicillum,
Fusarium y Verticilium (Nunez, A., 2021).

5.9. Limitaciones del uso de enzimas para procesos cataliticos
industriales

Cuando las enzimas se aislan de las células, se convierten en catalizadores
solubles que suelen ser muy inestables. Por esta razén, la conversién de
biocatalizadores solubles e inestables en heterogéneos y derivados enzimaticos
estables son un punto clave en la ingenieria enzimatica.

Desde un punto de vista practico, la falta de estabilidad de la mayoria de las
enzimas constituye una limitacion critica. Los biocatalizadores y reactores
inmovilizados no pueden utilizarse durante largos periodos de tiempo, debido a
que la condicion experimental no puede ser forzada para solubilizar altas
concentraciones de sustrato y productos debido a que los disefios de los
sistemas de reaccion sin disolventes son muy complejos, etc. (Guisan et al.,
2020).

5.10. Inmovilizacién enzimaéatica

Las enzimas son proteinas que se han utilizado desde la antigliedad para la
elaboracion de productos, principalmente, en la industria alimentaria; en la
obtencion de quesos, cerveza y vino. En la actualidad, dado a la ingenieria de
proteinas, se han aplicado en la industria textil, biosensores, productos
farmacéuticos, obtencion de biocombustibles, tratamiento de aguas residuales,
entre otras (Homaei et al., 2013).

El primer problema de las enzimas es a nivel industrial esta orientado a su
estabilidad operativa a largo plazo, su vida util y dificil recuperacion, para ello,
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una de las tecnologias que se ha propuesto en los ultimos afios ha sido la
inmovilizacién de enzimas.

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la
enzima en una regién definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles
que retienen su actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente
(Arroyo, 1998).

La primera enzima inmovilizada fue la invertasa, en el afio de 1916 la cual se
sometio a absorcion en un medio solido. Posteriormente, fueron desarrollados
otros métodos de absorcion covalente para la Penicilina G acilasa, invertasa,
lipasas, proteasas, entre otras. (Homaei et al., 2013).

Uno de los requisitos que deben cumplir las enzimas inmovilizadas es que sean
biocatalizadores heterogéneos, que se separen facilmente de los productos y
reactivos una vez completada la reaccion (Nguyen & Kim, 2017).

El material de soporte juega un papel crucial en el proceso de inmovilizacion,
debido al efecto producido sobre las propiedades cataliticas de la enzima, estos
pueden ser organicos, inorganicos o hibridos (Zdarta et al., 2018).

5.11. Efectos en lainmovilizacién enzimaéatica

Tras la inmovilizacién, la enzima sufre un cambio fisico y quimico, que
dependera del método de inmovilizacion utilizado. Los efectos que sufren
mayores cambios son su estabilidad y a la actividad enziméatica, debido a que se
modifican sus condiciones habituales de trabajo. El objetivo de la inmovilizacion
es mejorar dichas caracteristicas.

5.11.1. Estabilidad enziméatica

Una de las caracteristicas biotecnolégicas mas importantes de una enzima es
su estabilidad. Dado que el ambiente en los reactores quimicos suele ser mucho
mas critico que el in vivo (mas alto temperatura, la ausencia de una proteccion
medio ambiente, impurezas inactivadoras, superficies agresivas, etc.).

Las enzimas, al ser en su mayoria proteinas, poseen una estabilidad limitada,
por lo que experimentan reacciones de desnaturalizacion durante su extraccion,
almacenamiento y aplicacion en la industria (lyer & Ananthanarayan, 2008,
citado en Lizardi-Mendoza, 2014), por lo que la mayoria de las enzimas no son
suficientemente estables en condiciones operativas (Klibanov, A. 1983).

El objetivo de inmovilizar una enzima es mejorar su comportamiento y con ello
su estabilidad para con ello alargar su vida util. Las enzimas inmovilizadas son
un sistema heterogéneo en el cual todos los componentes que intervienen en el
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proceso catalitico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores, activadores,
etc.) (Arroyo, 1998).

Singh et al., (2013) explican que la estabilidad de las enzimas inmovilizadas
depende directamente de efectos relacionados con cambios conformacionales
de la estructura proteica, sobre todo a nivel de estructura terciaria. Ademas, el
hecho de que la interaccion entre el sustrato y la enzima inmovilizada se lleve a
cabo en un microambiente muy diferente al de la enzima libre, puede provocar
efectos estabilizantes en los sistemas cataliticos (Brena y Batista-Viera, 2006).

5.11.2. Actividad enzimatica

Debido a la inmovilizacién, pueden cambiar las condiciones de la enzima, lo que
genera que se modifiquen sus propiedades, y esto puede afectar en la actividad
enzimatica. La enzima puede perder completamente su funcionalidad y esto
puede ser debido a diversos factores, tales como: la unién impide el paso del
sustrato al centro activo, el centro activo del soporte reaccione con la parte activa
de la enzima, la inmovilizacién haga un cambio en el centro activo de la enzima
y la inactive o que las condiciones de inmovilizaciéon desnaturalizan la propia
enzima (Arroyo, 1998).

Sin embargo, también puede ocurrir que la pérdida no sea total, sino que haya
una disminucién o aumento de la actividad enzimatica tras la inmovilizacion y
pueden deberse a:

e Efectos disfuncionales/incrementales debido a la difusion de los sustratos
hacia el centro activo. Son externos e internos, como el lugar de
inmovilizacién de la enzima y como la geometria del material inmovilizante
(Goldstein, L., 1976).

e Efecto electroestatico entre el sustrato y el soporte. Pueden ser de
atraccion y de repulsion lo que facilita la unién y el acercamiento de las
particulas, impedimentos estéricos o de tamafio de saturacion (Homby &
Crook, 1968).

e Efectos en el microentorno debido a que la enzima se encuentra en uno
que no es el habitual para su funcionamiento. Sin embargo, ese es el
objetivo de la inmovilizacion, adaptar la enzima a ese entorno y facilitar
su correcta actividad enzimatica. Las principales modificaciones suelen
ser frente al pH y temperatura (Berezin, 1975).
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5.12. Métodos de inmovilizacion

La inmovilizacion de enzimas se puede definir como el confinamiento de la
enzima en un soporte, lo cual limita su movimiento, pero conserva su poder
catalitico (Cabrial et al., 2018).

De acuerdo con Hartmeir, las principales clases de inmovilizacion de enzimas se
resumen esquematicamente en la figura 3, donde C=carrier o soporte,
B=biocatalizador o enzima (Hartmeier, 1985).

Union Quimica Union Fisica
Union a soportes Reticulado Confinamiento Inclusion a membrana
Adsoroion Covalente Reticulade Co- Exferas Fibras E~cnp|u4 Reactores de
puro reticlado — membcana
C C s O

0 |" '

L

Figura 3. Métodos de inmovilizacion. Tomado de Arroyo,1998.

El uso de la inmovilizacion de enzimas es una alternativa que posee varias
ventajas, dentro de las cuales se encuentran: permite aumentar la estabilidad
enzimatica, reutilizacion de la enzima para procesos cataliticos sucesivos; lo
gue reduce costos de produccion y la facilidad de separacién de la reaccién sin
necesidad de purificarla.

5.12.1. Inmovilizacion por retencidon o union fisica

La inmovilizacion de enzimas por retencion fisica (o también llamado
atrapamiento fisico) por el método de microencapsulacién en un soporte sélido,
es de las mas utilizadas debido a que requiere poca cantidad de enzima para
obtener derivados activos (Arroyo, 1998), ademas que mediante este método se
pueden encapsular simultdneamente una gran variedad de enzimas, células o
biomoléculas, permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que
suceden en multiples pasos (Klei & Shim, 2005).

La inmovilizacién por atrapamiento difiere de los otros tipos de inmovilizacién,
como la adsorcion, en que las moléculas de enzima estan libres en solucion,
pero restringidas en movimiento por el “enrejado” formado por un gel.
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Generalmente se utilizan polimeros organicos para formar dichos enrejados
(Bickerstaff, 1997.)

Este método de inmovilizacion, al tener membranas semipermeables, permite el
paso de sustrato y productos, pero no de enzima, ya que esta no se une al
soporte, se queda atrapada en la red polimérica y por difusion se restringe el
paso de enzima, reteniéndola dentro del soporte (Nguyen & Kim, 2017).

En este método, las enzimas se encuentran rodeadas por una membrana
semipermeable, una ventaja adicional que sefiala Homaei, es que mediante la
encapsulacion se evita cualquier influencia negativa sobre la estructura de la
enzima, ya que de esta manera se previene la desnaturalizacion (Homaei et al.,
2013).

En este método, la enzima no tiene ningun tipo de interaccion con el polimero,
lo que la hace mas estable, minimiza la lixiviacibn de la enzima y su
desnaturalizacion (Nguyen & Kim, 2017).

5.12.1.1. Inmovilizacién mediante microencapsulacion

Uno de los métodos de inmovilizacion por atrapamiento mas utilizados es la
microencapsulacion, esta técnica consiste en rodear enzimas con membranas
esféricas semipermeables, que den acceso del producto hacia el interior, pero
no el de las enzimas al exterior (Castromonte et al., 2020, citado en Arroyo,
1998).

La microencapsulacion se define como un proceso en el que pequefas
particulas o gotitas se rodean por un recubrimiento, o se incrustan en una matriz
homogénea o0 heterogénea, para dar pequefias capsulas con muchas
propiedades utiles. La microencapsulacién puede proporcionar una barrera
fisica entre el compuesto central y los demas componentes del producto
(Gharsallaoui et al., 2007).

Un aspecto determinante para aplicar de manera exitosa la microencapsulacion
de enzimas es la eleccion adecuada del tamafio de poro del soporte. Si el
tamafio de poro es el adecuado, tanto el sustrato como el producto podran entrar
y salir, respectivamente, a través de la cadpsula semipermeable la cual seguira
reteniendo a la enzima por tener un mayor tamafio que los poros de la capsula
(Novick & Rozzell 2005).

5.12.1.2. Métodos de microencapsulacion

La microencapsulacion se puede conseguir mediante diversos métodos, entre
los principales métodos de microencapsulacion se encuentran: secado por
aspersion, aspersion a bajas temperaturas, deshidrataciéon por congelacion,
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atrapamiento en liposomas, extrusidn, coacervacion, co-cristalizacion,
revestimiento en suspension aérea, separacion por suspension rotativa,
polimerizacion interfacial, gelificacion idnica etc. (Gharsallaoui et al., 2007).

La seleccion de la técnica de encapsulacion adecuada se ve determinada por
las propiedades fisicoquimicas del material soporte y la aplicacion final deseada
con el objeto de asegurar la biodisponibilidad de los compuestos, su
funcionalidad e incluso su facil incorporacion en los alimentos sin la alteracion
de sus propiedades sensoriales (Pal et al., 2009).

Cualquier método utilizado para la microencapsulacion de enzimas da como
resultado el atrapamiento de la enzima en la membrana polimérica. Esto esta
basado en la diferencia de tamafio de la enzima y sustrato o moléculas del
producto. Sin embargo, es importante mencionar que la técnica de
microencapsulacién no es aplicada cuando las moléculas de sustrato y enzima
tienen didmetros similares o bien, si el sustrato es demasiado grande.

El tamafio de la particula que se obtenga como resultado final, dependera de la
técnica utilizada para su encapsulacion; de ahi que se haga una separacion con
base en el tamafio de particula.

Thies (2003) menciona que se puede considerar como microcapsula a aquellas
particulas que tengan un diametro entre 1-1000 ym, particulas menores a 1 ym
se consideran como nanoparticulas y aquellas que son mayores a 1000 pm se
pueden definir como microgranulos o macrocapsulas (Thies, 2003).

5.12.1.2.1. Extrusidén

La extrusion es una de las técnicas mas utilizadas para producir cdpsulas con
polisacaridos como el alginato debido a su bajo costo y simplicidad (Zhang, Lin,
Zhong, 2015). La extrusién consiste en producir pequefias gotas del material
encapsulante al forzar una solucion a través de boquillas o pequefias aberturas
en dispositivos generadores de gotas. Cuanto menor es el didmetro interior de
la boquilla o aberturas, mas pequefias son las capsulas (De Vos et al., 2010).
A escala laboratorio la herramienta de goteo puede ser una pipeta, una jeringa,
una boquilla de un atomizador, un cortador de chorro o disco de atomizacion
(Nedovic et al., 2011).

5.12.1.2.1.1. Extrusidén mecanica

La produccion de gotas a gran escala puede lograrse con sistemas de boquillas
multiples, atomizador de disco giratorio o por técnicas de corte y propulsion a
chorro. Una ventaja de la tecnologia de extrusion es que, en la mayoria de los
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casos, se logra un verdadero procedimiento de encapsulacion en lugar de una
simple inmovilizacion (De Vos et al., 2010).

Existen algunos equipos que tienen como objetivo encapsular poliméricamente
sustancias quimicas, biomoléculas, farmacos, fragancias, sabores, pigmentos,
extractos, células y méas al medio ambiente, en donde las perlas son producidas
a través de un flujo de liquido laminar segmentado, que forma esferas de igual
tamafio, por medio de una boquilla de dos flujos, donde forma particulas
concéntricas con doble nucleo y cubiertas separadas, como es el caso del
encapsulador B390 (Fig. 4) (BUCHI Labortechnik AG, 2016).

(D) Botella de presion @ Control de vibracion

(@ Unidad de produccion de perlas LED/estroboscopio

® Unidad de vibracion (©® Bario de polimerizacion
@ Boquilla individual (i Agitador magnético

(® Electrodo (P) Presion de aire

(® Control de dispersion

Figura 4. Representacion esquematica del encapsulador B-390. Tomado de BUCHI
Labortechnik AG, 2016.
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5.13. Materiales de inmovilizacién

Asi como la microencapsulacion puede llevarse a cabo por diversos métodos,
también se encuentran diversos tipos de soportes para la llevar a cabo la
inmovilizacién enzimética, el objetivo es que mediante soportes porosos que
permitan el mayor paso de sustrato, pero con mayor pérdida de la enzima y el
otro es con una microemulsion, que no dejan tanto el paso del sustrato, pero
retienen mas la enzima (Kuiper et al., 2008).

Una de las limitaciones mas grandes de la inmovilizacion enzimatica se
encuentra el uso de un soporte correcto para el tipo de enzima, ya que puede
aumentar la actividad el biocatalizador, siendo eficaz la union de enzima con el
soporte (Zdarta et al., 2018).

Las caracteristicas de las matrices o soportes son de gran importancia en la
determinacion de la eficiencia del sistema de inmovilizacion de enzimas. Los
soportes pueden clasificarse en base a su forma, tamafios, propiedades fisicas
y quimicas, ademas de que pueden ser inorganicos, organicos y polimeros
sintéticos (Ariza Leon et al., 2013).

En el caso de soportes clasicos para inmovilizacion estos pueden ser de dos
tipos; organicos e inorganicos. De manera general, los inorganicos poseen
varias ventajas, dentro de las cuales se encuentra que tienen alta resistencia
térmica y quimica, buenas propiedades mecanicas, buena absorcién, debida a
la gran &rea superficial y estructura porosa que permiten la uniéon enzima porque
reduce la difusién (Zdarta et al., 2018). Dentro de los materiales organicos
clasicos se encuentran de dos tipos; sintéticos o polimeros y renovables o
también llamados biopolimeros.

En los dltimos afios se ha trabajado con nanoparticulas magnéticas, como
soportes nuevos de inmovilizacion. Este tipo nanoparticulas inorganicas han
sido estudiadas, con el objeto de ser utilizadas en tratamientos terapéuticos en
los campos biomédicos, debido principalmente propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas, asi como su facil funcionalizacion superficial y su excelente
biocompatibilidad (Vergara-Duque et al., 2020).

5.13.1. Biopolimeros como soporte de inmovilizacion enzimatica

El uso de biopolimeros como lo son el colageno, celulosa, queratina,
carragenina, quitosano, quitina y alginato, para la inmovilizaciébn confiere
algunas ventajas, como que son biodegradables, biocompatibles, no toxicos,
relativamente baratos, permite la reutilizacion, entre otras (Zdarta et al., 2018).

Los biopolimeros poseen un conjunto Unico de propiedades, lo que va desde la
biodegradabilidad del producto, biocompatibilidad y no toxicidad, hasta una
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destacada afinidad por las proteinas, que las hacen adecuados soportes para la
inmovilizacién enzimatica (Krajewska, B. 2004).

La propiedad de biocompatibilidad es importante ya que minimiza su impacto
negativo sobre la estructura y propiedades de las enzimas y, por tanto, las
proteinas inmovilizadas conservan un alto nivel catalitico. Otra caracteristica
importante es la disponibilidad de grupos funcionales reactivos en su estructura,
principalmente hidroxilo, restos de amina y carbonilo que permite la reaccion
directa entre la enzima y la matriz, facilitando la modificacién de su superficie
(Kurita, K., 2001).

Sin embargo, una de las principales caracteristicas por la que estos soportes
han tenido un gran auge en la inmovilizacion enzimatica es que son materiales
renovables y faciles de obtener; en muchos casos son subproductos de diversas
industrias, lo que los hace econdmicos y reducen los costes asociados al
proceso de inmovilizaciéon (Peter, M., 1995).

5.13.1.1. Uso del alginato en la inmovilizacién

El alginato es un polisacarido aniénico derivado de la pared celular de las algas
pardas o producido mediante cultivo microbiano. Esta constituido, ademas, de
sales de calcio, magnesio y sodio proveniente del acido alginico y se ha utilizado
ampliamente para la inmovilizacién en forma de perlas de alginato, geles de
alginato-poliacrilamida y perlas de calcio-alginato. El enrejado de alginato con
iones divalentes de Ca*?y glutaraldehido han mostrado una gran estabilidad en
la inmovilizacion de enzimas. (Flores-Maltos et al., 2011).

La inmovilizacion mediada por el polisacarido alginato proporciona un mayor
nivel de actividad de enzimas como la quitinasa, una enzima que tiene grandes
aplicaciones en biotecnologia, principalmente para la produccién de vacunas
(Cheba et al.,, 2011). La matriz formada por la adicion de alginato permite
aumentar el grado de cooperacion enzima-sustrato (Xu et al., 2006).

El alginato es un polimero del acido B—D—manurénico y el acido a—L—guluroénico,
unidos por enlaces glucosidicos (1-4), agrupados en tres tipos de segmentos:
D—manurénico (M), L—gulurénico (G) y un tercer segmento de diadas con ambos
acidos alternados (MM, GG, MG,). (GGG, MGG, MGM) (Smidsrod y Draget,
1996; Murillo y Hernandez, 2007; Yabur et al., 2007 citado en Hernandez et al.,
2007) (Fig. 5).
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Figura 5. Estructura del alginato. Tomado De Almeida Lins et al., 2014.

5.13.2. Esferificacion del alginato de sodio en presencia de calcio

La gelificacion tiene lugar al producirse una zona de unién entre los grupos G de
dos moléculas de alginato, formando una red tridimensional en cuyas cavidades
se unen los iones calcio dando lugar al modelo de gelificacion “caja de huevo”,
ademas debe su caréacter polianionico, a los grupos carboxilo que aparecen a lo
largo de la cadena (Pasin et al., 2012) (Fig. 6).

Figura 6. Zona de union del alginato de sodio en presencia de iones de calcio. Tomado de
Santacruz et al., 2005.
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6.1.

6.2.

6. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se adquirio tomate rojo de la variedad Saladette (Solanum lycopersicum
'Roma’) de un supermercado de la ciudad de Saltillo Coahuila; las
caracteristicas del material vegetal fueron: homogeneidad en tamafio
y forma, ademas un estado avanzado de maduracion (Fig. 7).

Figura 7. Tomates utilizados para el experimento.

Enzimay reactivos

La enzima pectinasa (Fig. 8) se adquirié de Sigma-Aldrich (Saint Louis,
Missouri, Estados Unidos) como Pectinex Ultra SP-L, producida por la
cepa Aspergillus aculeatus (3800 unidades/mL). La calidad analitica
de acetona, hexano y acetato de sodio se adquiri6 de Jalmek
Cientifica, S.A. de C.V., NL, México. El reactivo para licopeno de
calidad analitica se adquirié de Roche Ltd., EE.UU.
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Figura 8. Enzima pectinasa de Aspergillus aculeatus.

6.3. Procedimiento de preparacion del alginato

El polimero de alginato de sodio 1.5 % se disolvié en 200 mL de agua
destilada, y se mantuvo en agitacion constante por 45 minutos, 65° C
y a 3000 rpm en un agitador magnético (MS-H-S, DLAB, China) (Fig.
9).

Figura 9. Agitador magnético DLAB.
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6.4.

Procedimiento de inmovilizacién enzimatica

Una vez que la temperatura de la solucién descendié a 30° C se
inmovilizaron 2.6 mL de enzima pectinasa proveniente de Aspergillus
aculeatus en el alginato 1.5%. El polimero mezclado con la enzima se
vertié sobre una botella de vidrio con tapdn de rosca, resistente a la
presion, con capacidad de 1000 mL (Fig. 10).

Figura 10. Botella de presion con la mezcla enzima-alginato.

Posteriormente, se conecto la botella de vidrio resistente a presion al
encapsulador Biichi B-390 (BUCHI, labortechnik AG 9230 Flawil,
Switzerland) (Fig. 11), con las siguientes condiciones especificas:
presion 1.4 bar, una frecuencia de 1000 Hz, y utilizando una boquilla

de 0.3 mm.
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Figura 11. Encapsulador BUCHI B-390.

Una vez que la presion y frecuencia se encontraron dentro de las
condiciones 6ptimas, se permitié el flujo de la mezcla polimérica
dejando caer las particulas a la solucion receptora; cloruro de calcio
2% (Fig. 12), las gotas pasan a través de un campo eléctrico entre la
boquilla y el electrodo, produciendo una carga en la superficie,
evitando que se adhieran unas con otras. Las perlas de alginato se
dejaron reposar en la solucién de cloruro de calcio por 40 minutos y
posteriormente se almacenaron en buffer pH 5.0 en placas petri.

Figura 12. Procedimiento de encapsulacion de la enzima.
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6.5. Procedimiento de extraccion de licopeno via enzimética

Para la extraccion y cuantificacién de licopeno, se pesaron 40 g de
tomate y se licuaron con 120 mL de buffer pH, 4.5, 5.0, y 5.5 (acetato
de sodio) por 2 min en un procesador de alimentos (Nutribullet series
600watt NBR-084R, Nutribullet, LLC, Los Angeles, CA, USA) (Fig. 13).

Figura 13. Procedimiento de licuado de los tomates.

Para cada reactor de vidrio enchaquetado, las condiciones de reaccion
fueron; temperaturas a evaluar de 50° C y 55° C en tiempos de
incubacion de 0’, 10’, 20’, 30’, 40, 50’, 60’, 70’y 80’ a 110 rpm en un
agitador orbital (OS-20, Joan Lab, Zhejiang, China) (Fig. 14).

Figura 14. Montado de los reactores; tratamiento y control, sobre la placa de agitacion.
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A cada reactor se afiadié 1g de pectinasa inmovilizada dentro de una
bolsa de té; para facilitar su recuperacion. Posteriormente se
conectaron ambos reactores a una bomba de recirculacion de agua a
una temperatura constante de 50° y 55° C, bajo el bafio Maria
(BMF100925, ICB, China) (Fig. 15).

Figura 15. Bafio Maria y bomba de recirculacién

Iniciando en el tiempo cero (to) la cinética de reaccion, cada 10 minutos
se pipetearon alicuotas de 50 uL durante un tiempo de reaccion de 80
min. Cada alicuota de 50 yL se agrego a tubos de ensayo (Fig. 16)
que contenian 8 mL de hexano-acetona (2:3).
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Figura 16. Acomodo de los tubos de ensaye.
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Los tubos se agitaron a una velocidad de 600 rpm durante 5 min
(Vortex Genie 2, Scientific Industries, Inc., NY, USA) (Fig. 17).

Figura 16. Vortex para la agitacion de las alicuotas con la mezcla reaccionante.

Finalmente, cada muestra se verti6 en tubos Nalgene para ser
centrifugada a 4500 rpm por 5 min. (DIAB, DM0412S, China) (Fig. 18).

Figura 17. Centrifuga DIAB.

De la fase organica se tom6 una alicuota de 1 mL y se agregé al
espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo Electron Corporation, W1,
USA) (Fig. 19), cada celda contenia 1 mL de acetona (1:1) para
realizar la cuantificacion a una longitud de onda de 520 nm.
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Figura 18. Espectrofotometro Genesys 10 UV para lectura de muestras.

6.6. Analisis estadistico

Se utiliz6é un disefio completamente al azar con un arreglo factorial de 3X3X2, y
para las comparaciones de las medias se empled el programa estadistico
computacional Infostat version 2018.

Se hizo la comparacion utilizando la prueba de Fisher obteniéndose asi la
siguiente formula:

Férmula: pHXTXE
Donde:
pH= pH mezcla reaccionante
T=temperatura
E= con enzima o sin enzima

En el proceso de analisis se compararon los datos de los cuales se obtuvieron
los siguientes parametros para analizar y se muestran a continuacion:

Parametro | Niveles Valores
pH 3 45,5.0,55
T, °C 3 50, 55, 60
E 2 1yO0

Siendo:
pH= pH de mezcla reaccionante, T=temperatura, E= con enzima o sin enzima
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6.7. Pardmetros de inmovilizacién

Una forma sencilla de encapsular liquidos y aceites hidrofobicos es mediante la
mezcla de estos con polimeros que actian como soporte, en este caso el
alginato, para posteriormente extruir la emulsion formada a través de la boquilla
del encapsulador. Lo que resulta en la formacién de gotas de alginato de sodio
gue incorporan el aceite, que posteriormente se solidifican en un gelificante bafio
de cloruro de calcio para formar las perlas (BUCHI, 2013).

Mediante la realizacion de este método, se protegio la sustancia encapsulante;
enzima pectinasa de Aspergillus aculeatus, de condiciones ambientales que
pueden afectarla tales como cambios de pH, temperatura, entre otras, de
manera que puede ayudar a prolongar su vida util permitiendo su reutilizacion.

Para realizar la extrusion, se utilizé un equipo especial para la encapsulacion de
sustancias: encapsulador BUCHI B-390, el cual cuenta con sistema de boquillas,
bombeo a presion de aire y frecuencia ajustables. Mediante la extrusion, el
enlace ionico de los grupos carboxilato del alginato de sodio con iones Ca2+
conducen a la formacion de redes mecanicamente estables de gel de alginato
(BUCHI, 2013).

El procedimiento para la encapsulacion se bas6 en el manual BUCHI para el
soporte de encapsulacion: alginato de sodio. Para lo cual fue necesario calcular
la cantidad a encapsular de la enzima liquida para su equivalencia a la actividad
enzimatica de la enzima libre (sin encapsular) a una concentraciéon de 1%
(Ruelas, 2022). Para ello, se considero la actividad enzimética de la enzima
pectinasa de Aspergillus aculeatus la cual cuenta con una actividad enzimatica
de 3,800 U/mL, para su disolucion en un soporte de 100 mL de alginato de sodio,
estandarizando que, en 100 mL de alginato de sodio se encontrara una actividad
enzimatica de 100 U/mL.

Para ello, fue necesario encapsular una cantidad de 2.6 mL de enzima pectinasa
liguida en 100 mL de alginato de sodio a una concentracién de 1.5% a una
temperatura de 30° C.

Dadas las condiciones, los parametros de proceso indicados en el manual
BUCHI, indican una frecuencia de 600 Hz y una presién de 500 mbar, sin
embargo, dadas las pruebas, se realizaron algunos ajustes en los parametros
de proceso. Tales que las condiciones finales de encapsulacion fueron de una
presion igual a 1400 mbar, una frecuencia de 1000 Hz utilizando una boquilla
especifica de 0.3 mm.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la presente investigacion

7.1 Resultados de parametros de inmovilizacion

Para el caso de la presente investigacion, los parametros de inmovilizacion
evaluados arrojaron los siguientes resultados: se extruyeron 100 mL de solucion
con una concentracion de 1.5%, obteniéndose microcapsulas de morfologia esférica
(ver en Fig. 20 A y B), y un tamafio promedio de 0.3 mm. La actividad enzimatica
registrada fue de 100 U/mL en un volumen de 100 mL, mientras que la retencién de
enzima alcanzo un valor de 2.91 mg/mL.

Los resultados generaron esferas de forma y tamafio uniformes con un tamafio de
0.3 mm, esto permite que la pectinasa tenga una mayor difusion de las perlas
durante la inmovilizacién debido a que las perlas son blandas, inestables y fragiles
en baja concentracion de alginato de sodio (Quiroga et al., 2011). Entre mayor sea
la concentracién del soporte, el tamafio de los poros del soporte disminuye lo que
puede provocar limitacion del sustrato para penetrar en las perlas de alginato de
sodio y alcanzar el sitio activo de la enzima atrapada (Kumar et al., 2009).

Por lo tanto, la uniformidad en el tamafio de particula y la morfologia esférica
facilitaron la distribucion homogénea de la enzima dentro del polimero de alginato,
lo que a su vez mejor6 el acceso del sustrato a los sitios activos de la enzima. Esta
optimizacién no solo incremento la eficiencia del proceso enzimatico, sino que
también contribuyé a una disminucion en la tasa de reaccion, mejorando, en
consecuencia, la extraccion de licopeno.

Figura 19 Ay B. Enzima. La imagen
muestra las perlas que contienen la
enzima encapsulada.
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7.2. Determinacion de los paradmetros de extraccion de licopeno

Descripcién de los resultados a temperatura de 50° C y 55° C; con enzima
inmovilizada; pH 4.5, pH 5.0, pH 5.5; tiempos de 0’, 10’, 20, 30, 40’, 50’, 60’, 70’
y 80'.

En la fig. 22 A se representan los resultados de los parametros de extraccion de
licopeno, a la temperatura de 50° C y diferentes valores de pH (4.5, 5.0y 5.5) y en
la B se representan los parametros de extraccion de licopeno bajo la temperatura
de 55° C, con los mismos valores de pH (4.5, 5.0 y 5.5).

a7



0.0014

0.0012

0.001

0.0008

0.0006

0.0004

Cont. Licopeno (mg/g de tejido

0.0002

0.0012

0.001

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

Cont. Licopeno (mg/g de tejido

o' 10 20 30 40' 50' 60’ 70 80’
Tiempo

mTpH45 ®TpH50 ®WTpH55 ®wmCpH45 ®wCpH50 ®CpH55

o' 10' 20' 30' 40' 50' 60’ 70 80'
Tiempo

ETpH45 ®mTpH50 ®TpH55 ®mCpH45 mCpH50 ECpH55

Figura 22. Liberacion de licopeno por accion de la enzima pectinasa (A) Liberacion a 50°

Cy (B) Liberacion a 55° C.
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Se investigo la influencia de tres valores de pH 4.5, 5.0 y 5.5 en la actividad
catalitica de la enzima pectinasa de Aspergillus aculeatus para evaluar la
efectividad de extraccion de contenido de licopeno en funcion al tiempo. De
acuerdo con la clasificacion de Nuafez, A. (2021), la pectinasa suele ser
considerada como pectinasa acida y suele utilizarse para la clarificacion de
zumos Yy vinos. La actividad enzimatica se ve significativamente afectada por
el pH debido a que el sustrato se conecta al sitio activo de la enzima vy el
proceso catalitico es a menudo sensible a la distribucién de carga tanto en el
entorno externo como en las moléculas de las enzimas (Sojitra et al., 2016).
Los valores de pH Optimos para las pectinasas libres e inmovilizadas son de
5.5y 5.0 (Mohammadi et al., 2019).

En el caso de la presente investigacion, el pardmetro de extraccion mas
efectivo en cuanto al contenido de extraccion de licopeno respecto al tiempo
se encuentra bajo el tratamiento a pH 5.0, que respalda las investigaciones
de Ahmed et al. (2016), sin embargo, existen otras investigaciones que
aseveran que el pH de 4.5 es 6ptimo para la actividad enzimatica maxima de
la pectinasa extraida a partir de hongos del género Aspergillus (Pedrolli et al.,
2007). Como se puede observar en la figura 22 A y B; el valor de pH de 4.5
tuvo eficacia de extraccion de licopeno, sin embargo, se vio superada por el
pH 5.0, localizdndose ésta en un punto intermedio en cuanto a cantidad de
extraccion de licopeno con respecto a los tres tratamientos de pH, lo que
sugiere que, para este caso, la extraccién de licopeno via enzimética a través
de inmovilizacién en alginato de sodio, su pH 6ptimo es el valor de 5.0. Se
reporta que esta enzima poligalacturonasa obtenida de Aspergillus niger es
mas activa a pH 5.0 y, de manera similar, Nuafiez, A. (2021) también declaré
gue el pH 6ptimo es para actividad enzimatica de pectinasas provenientes de
hongos del género Aspergillus es de 5.0, por lo que a medida que el pH
incremente, la actividad enzimatica disminuird. Esto se ve reflejado en los
resultados con el tratamiento a 5.5, que demuestra que la eficacia en
extraccion de licopeno se ve afectada por el pH del medio.

En la presente investigacion, el tratamiento a 50° C result6 mas efectivo a
través del tiempo para la eficiencia de extraccién de contenido de licopeno
mediante pectinasa inmovilizada. Segun investigaciones realizadas por
Ahmed et al. (2016), describe que 50° C es la temperatura Optima de la
pectinasa purificada, mientras que la actividad enzimética se suprime a
temperaturas superiores a 50° resultados similares se observan en la
presente investigacion (Fig. 22 A 'y B) en la cual, entre mayor fue la
temperatura, la termoestabilidad de la enzima se vio afectada, reflejandose
en la eficiencia de extraccion de licopeno, ya que a temperaturas de 55° C
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(Fig. 22 B), el contenido extraido del carotenoide fue significativamente
menor en comparacion con la temperatura de 50° C.

Lo que puede deberse a que las temperaturas elevadas causan
principalmente alteracion en la conformacion estructural de las moléculas de
proteinas dirigiéndolas hacia la desnaturalizacién, y como consecuencia, el
biocatalizador pierde su actividad. Otras investigaciones similares, en las que
se utiliza como soporte perlas de alginato, se evaluo la estabilidad térmica
del atrapamiento de la pectinasa en una temperatura de 60° C, y tuvo un
efecto destructivo de la actividad enzimatica (De Oliveira et al., 2018), lo que
sugiere que temperaturas mayores a 55° C, se ve afectada la actividad
enzimatica en la capacidad de liberacion de licopeno de tomate.

7.3. Liberacion de licopeno residual

La reutilizacion de la enzima inmovilizada es muy importante, porque es una
cualidad clave para la viabilidad financiera del bioproceso fijado en un
sistema enziméatico inmovilizado (Gémez et al., 2003). Una vez teniendo la
influencia del tiempo, la temperatura y pH, se procedid a realizar un
seguimiento de la liberacion de licopeno mediante ciclos de reutilizacién
sucesivos de la enzima (Fig. 23).
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Figura 2320. Liberacion de licopeno tras reutilizacion de los encapsulados.
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Si se considera la liberacion de licopeno inicial en el primer dia de utilizacion
de la enzima como el 100%, se obtiene que el decremento de la liberacién
de licopeno por medio de la enzima disminuy6 un 22% para su eficiencia en
la extraccion para el tercer ciclo.

Después del tercer ciclo de reaccion se observé una disminucion significativa
en la liberacién del carotenoide. De acuerdo con Amin et al. (2017), la
estabilidad operacional de enzimas exo-poligalacturonasas, inmovilizadas en
soportes de alginato de sodio, se obtiene un decremento de hasta el 28% en
el tercer ciclo, lo que puede deberse a factores asociados al lavado excesivo
del soporte tras la reutilizacién, lo que provoca lixiviaciones y pérdida de la
enzima.

Otro factor importante en la pérdida de actividad de la enzima inmovilizada
podria deberse a la conformacional (Amin et al.,, 2017). Otros estudios
afirman que la actividad residual en pectinasas inmovilizadas es de hasta un
85% en soportes de nanoparticulas magnéticas, lo cual incrementa los
resultados a esta investigacion, debido a que la matriz de alginato es
susceptible a dafios mecanicos y desactivacion durante su reciclaje.

De acuerdo con De Freitas et al. (2006), después del primer ciclo de reaccion,
la actividad catalitica de la enzima pectinasa inmovilizada disminuyé cerca
del 25%, lo que defiende los resultados presentados en la presente
investigacion, en la cual, para el segundo ciclo de reaccion, se obtiene una
disminucién de solo el 14% de actividad de la enzima en la liberacion de
licopeno, que supera los resultados presentados hasta entonces. La
estabilidad durante el almacenamiento es uno de los factores clave para
cualquier enzima industrial, sin embargo, es deseable una enzima con
excelente capacidad de almacenamiento sin pérdidas de su eficiencia
biocatalitica (Romo-Sanchez et al., 2014).

Otras investigaciones aseveran que soportes de alginato permiten la
reutilizacion de la pectinasa en reacciones discontinuas utilizando las mismas
condiciones de reaccion para todos los lotes. En este caso, la pectinasa
inmovilizada retuvo mas del 80% de actividad residual en su segundo ciclo,
lo que es mayor a otras investigaciones orientadas al medio de inmovilizacion
por atrapamiento en la membrana, lo cual, la estabilidad operativa de este
experimento es mayor en comparacion a lo informado anteriormente usando
el mismo soporte para pectinasa bajo el tratamiento de inmovilizacion en las
mismas condiciones después del tercer ciclo (Anwar et al., 2009).
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7.4. Retencién enzimética

Descripcion de los resultados evaluados a través de la determinacion de
proteina en las muestras de microcdpsulas con enzima y enzima libre
mediante el método de Bradford (Fig. 24).
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Figura 21. Porcentaje de enzima retenida (T) en el soporte de alginato comparada con la
enzima libre (C)

Se realiz6 el método de Bradford, una técnica colorimétrica para la
cuantificacion de proteinas, con el fin de evaluar la retencién enzimatica de
las perlas de alginato de sodio con enzima inmovilizada. En esta
investigacion, se analizaron las muestras microencapsuladas en
comparacion con la enzima libre, para determinar el porcentaje de retencion,
basado a los resultados de concentracién de proteina, medidos en su
absorbancia.
Los valores de enzima libre se expresan como control (C), mientras que las
repeticiones de enzima inmovilizada se identifican como (T).
Para calcular la concentracion de proteina en funcién de su absorbancia, se
utilizo la férmula:

y = 0.52x + 0.065

donde (x) representa la concentracion de proteina en (mg/mL) y (y) como el
valor de la absorbancia.
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Los resultados de la fig. 24 mostraron valores porcentuales de actividad
enzimatica retenida proximos y cercanos al 60%, mayores a los resultados
presentados previamente para la misma enzima mediante el método de
entrecruzamiento, que reportan valores porcentuales cercanos al 40% para
la actividad enzimética retenida (Mohammadi et al., 2019). Sin embargo,
otras investigaciones reportan que, para la inmovilizacion de pectinasas en
soportes de polimeros como alginato mediante encapsulacion, se obtiene un
valor porcentual de actividad enzimatica retenida con valores que oscilan
entre el 58% (Deng et al., 2019), mismos que respaldan los resultados
obtenidos en la presente investigacion.
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8. CONCLUSIONES

Se determind la concentracion éptima de alginato para lograr la inmovilizacion o
microencapsulacion de la enzima comercial pectinasa de Aspergillus aculeatus en
un polimero de alginato de sodio. Este proceso dio como resultado la formacién de
esferas uniformes y homogéneas, con un tamafio de particula de 0.3 mm.

Para la cinética de extraccién de licopeno la comparacién entre el método
convencional de extraccion de licopeno (agitacion y temperatura) y el método
enzimatico con pectinasa inmovilizada demostré la efectividad de la enzima
inmovilizadas para mejorar el rendimiento. Mientras que el método convencional
logré 0.0006571 mg/g de licopeno, el método enzimatico aumentd la extraccidon en
un 5.52%, alcanzando 0.01190 mg/g. Este incremento resalta el potencial de las
enzimas inmovilizadas no solo para optimizar la extraccién de carotenoides como el
licopeno, sino también para permitir su reutilizacion, beneficiando su aplicacion
industrial.

La enzima microencapsulada pudo ser reutilizada en cuatro ciclos de extraccion de
licopeno, disminuyendo de forma gradual en cada ciclo. Mantuvo una actividad
residual superior al 85% después de tres reutilizaciones, superando los
rendimientos observados en investigaciones previas.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar de diferentes sustratos para la extraccion de licopeno, ademas del
tomate, para probar la versatilidad del método. Esto podria incluir otros frutos
ricos en carotenoides o residuos agroindustriales de otras hortalizas.
Explorar técnicas alternativas de inmovilizacidn como: secado por aspersion,
secado por enfriamiento, secado por congelamiento o coacervacion. Estas
técnicas pueden ofrecer una forma mas eficiente de encapsular la enzima y
facilitar su reutilizacién en la extracciéon de licopeno, optimizando el proceso
de produccién.

Extraccion enzimatica directa de hongos del género Aspergillus. Esto implica
la optimizacion de condiciones de cultivo para la extraccion de la enzima,
permitiendo evaluar su actividad en comparacion con la enzima comercial y
con ello, ofrecer una opcién mas sostenible y econémica.

Estandarizacion de parametros de extraccibn de otros polimeros,
biodegradables y compatibles, como el quitosano, carregenina o gomas en
el proceso de microencapsulacién de la enzima. Esto permitir4 evaluar la
eficacia de diferentes matrices en la conservacion de la actividad enzimatica
y en la mejora de la liberacion controlada de la enzima en el sustrato.
Investigar la aplicacion de enzimas, ademas de la pectinasa, que estan
involucradas en la extraccion de licopeno, como celulasas, hemicelulasas o
proteasas. La combinacion de diferentes enzimas puede mejorar
potencialmente la eficiencia en el proceso de extraccién al facilitar la ruptura
de la matriz extracelular del tomate y mejorar la liberacion del carotenoide.
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11.ANEXOS

Anexo 1. Compilacion de medias de Fisher (p > 0.05) para los resultados de los
tratamientos con enzima inmovilizada y el control (agitacion y temperatura) a 50°C.

TpH45 |TpH50 |TpH55 |CpH45 |CpH50 |CpH55
0 0.0006427 | 0.0009837 | 0.0006744 | 0.0005937 | 0.0008242 | 0.0006023
10' 0.000634 | 0.0010298 | 0.0007003 | 0.0005879 | 0.0007522 | 0.0006167
20' 0.0006657 | 0.0011066 | 0.0007291 | 0.0006254 | 0.0008357 | 0.000634
30 0.0007608 | 0.0010451 | 0.0007666 | 0.0006628 | 0.0009741 | 0.0006628
40 0.0009712 | 0.0011258 | 0.0007983 | 0.0006571 | 0.0009222 | 0.0006542
50' 0.0009222 | 0.0011566 | 0.000928 | 0.0006311 | 0.000879 | 0.0006369
60’ 0.0008156 | 0.0011335 | 0.0010346 | 0.0006167 | 0.0008559 | 0.0006225
70’ 0.0007435 | 0.0010605 | 0.0007983 | 0.0006225 | 0.0008905 | 0.0006196
80’ 0.0007118 | 0.0010682 | 0.0007723 | 0.0006196 | 0.000853 | 0.0006052

Anexo 1. Compilacion de medias de Fisher (p > 0.05) para los resultados de los
tratamientos con enzima inmovilizada y el control (agitacion y temperatura) a 55°C.

TpH45 |TpH50 |TpH55 |CpH45 |CpH50 |CpH55
0 0.0007147 | 0.0005994 | 0.0007262 | 0.0005994 | 0.0004928 | 0.0006052
10' 0.000732 | 0.0006542 | 0.0007349 | 0.0006052 | 0.0005072 | 0.0006484
20’ 0.0007464 | 0.000683 | 0.0007579 | 0.0006254 | 0.0005159 | 0.0006599
30’ 0.0008156 | 0.0007205 | 0.0008069 | 0.0006455 | 0.0005274 | 0.0006772
40' 0.0009078 | 0.0007695 | 0.0008444 | 0.0006542 | 0.0005331 | 0.0007032
50' 0.0009654 | 0.0008184 | 0.0009251 | 0.0006398 | 0.0005389 | 0.0006744
60’ 0.0010173 | 0.0008127 | 0.0009049 | 0.0006484 | 0.0005389 | 0.0006513
70’ 0.0008415 | 0.000781 | 0.0008703 | 0.000634 | 0.0005274 | 0.0006455
80’ 0.0007781 | 0.0007435 | 0.0008156 | 0.0006167 | 0.0005101 | 0.0006282
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Anexo 2. Medias de Fisher (p > 0.05) para la cantidad de licopeno extraido durante
los ciclos de reutilizacion de la enzima inmovilizada a lo largo de una semana.

Dia Medias n E.E.

1 1.0 E-03 18 1.5E-04
7 8.5E-04 18 1.5E-04
3 8.4E-04 18 1.5E-04
5 6.6E-04 18 1.5E-04

Anexo 3. Cuantificacion de concentracion de proteina retenida en esferas de
alginato de sodio, mediante la técnica de Bradford.

Clase | Absorbancia | Concentracion de Promedio DesvEst
proteina (mg/mL) (mg/mL)

T1 0.233 3.221153846 | 2.91025641 0.71292312
T2 0.222 3.009615385

T3 0.229 3.144230769

T1 0.208 2.740384615

T2 0.214 2.855769231

T3 0.195 2.490384615

C1 0.578 9.855769231 | 9.03525641 0.27180545
Cc2 0.517 8.682692308

C3 0.511 8.567307692

Anexo 4. Porcentaje de proteina retenida en esferas de alginato de sodio,
mediante la técnica de Bradford

Porcentaje de retencion
Clase (%) DesvEst

T1 59.68858131

T2 57.05996132

T3 55.18590998 3199523101
T1 64.01384083

T2 58.6073501

T3 61.83953033

C 100

C2 100 0
C 100
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