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RESUMEN

Introduccion:

La fructosa es un glucido encontrado en frutas, vegetales y la miel; se constituye como
un monosacérido isomero a la glucosa, este azucar reductor tiene importantes
aplicaciones en la industria alimentaria, lo que hace importante investigar mecanismos
para su obtencién, el presente trabajo muestra la retencidn fisica de inulinasa en alginato
de sodio para un proceso de conversion de inulina a fructosa a través de hidrdlisis,
estableciendo a la inulina como un potencial recurso para su obtencion, debido a que se
encuentra presente en gran variedad de cultivos que se producen de manera
agroindustrial.

Objetivo:

Determinar las condiciones de pH y temperatura para la hidrdlisis, utilizando inulinasa
inmovilizada en alginato de sodio.

Materiales y Métodos:

La reaccién enzimatica se llevé a cabo en un reactor de vidrio con agitacion, provisto de
control de temperatura durante tres horas a 120 rpm. Para la cuantificacion de azucares
reductores se aplicd el método DNS y espectrofotometria Uv-Vis a una longitud de
onda de 540 nm. Para el analisis de las condiciones de hidroélisis se empled un disefio
compuesto central.
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Resultados y Discusion:

El analisis estadistico estableci6 como condiciones favorables para la obtencion de
fructosa una temperatura de 40 °C y un pH de 6, alcanzando productividades de hasta
12,27 mg/h, lo que concuerda con la literatura cientifica.

Conclusiones:

Los factores pH y temperatura influyen en el proceso de conversion enzimética y por
consiguiente, tuvieron efecto en la productividad total de fructosa (mg/h).

Palabras clave: espectrofotometria; fructosa; inulinasa; productividad total.

ABSTRACT

Introduction:

Fructose is a carbohydrate found in fruits, vegetables, and honey. It is a glucose
monosaccharide isomer that has important applications in food industry. Because that is
important to investigate its obtaining mechanisms. Present work shows inulinase in
sodium alginate physical retention for inulin conversion to fructose process through
hydrolysis, establishing inulin as a potential resource for obtaining it, since it is present
in a crops that are produced in an agro-industrial way wide variety.

Objective:

To determine hydrolysis pH and temperature conditions, using immobilized inulinase in
sodium alginate.

Materials and methods:

Enzymatic reaction was carried out in a stirred glass reactor, provided with temperature
control for three hours at 120 rpm. For reducing sugars quantification, DNS method and
Uv-Vis spectrophotometry were applied at a wavelength of 540 nm. A central
composite design was used for hydrolysis conditions analysis.

Results and Discussion:

Statistical analysis established as favorable conditions for obtaining fructose a
temperature of 40 ° C and a pH of 6, reaching productivity of up to 12.27 mg/ h, which
is consistent with scientific literature.

Conclusions:

Temperature and pH factors influence enzymatic conversion process and consequently
had an effect on total fructose productivity (mg/h).

Keywords: spectrophotometry; fructose; inulinase; total productivity.

1. INTRODUCCION

En la industria alimentaria existe un aumento progresivo del uso de edulcorantes
sintéticos en una gran variedad de alimentos (Duran y col., 2013). Pese al bajo nivel
calorico que presentan, no dejan de ser asociados con el desarrollo de distintas
enfermedades como el sobrepeso, la obesidad, la diabetes y enfermedades
cardiovasculares (Swithers, 2013; Lara y col., 2017), ademas de la condicion de
intolerancia a la glucosa causada por alteraciones de la microbiota intestinal (Suez y
col., 2014), ingesta con alteraciones metabodlicas, higado graso, entre otras (Riveros y
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col., 2014). El uso de la fructosa como edulcorante se ha ido incrementado en los
ultimos afios en la industria alimentaria, su produccion de forma industrial se limita a la
extraccion netamente de almidon de maiz genéticamente modificado, con la
intervencion de catalizadores y enzimas que permite hidrolizar el almidén de maiz en
fructosa (Serna-Saldivar, 2016).

La problematica principal en la produccion de jarabe de maiz de alta fructosa radica en
el efecto negativo en la salud debido a su fuente de obtencion, ademés de la
contaminacion producida por el mercurio de muestras de Jarabe de maiz de alta fructosa
(JMAF) durante su proceso de produccion, por otra parte el método empleado para su
extraccion representa alta toxicidad induciendo a la muerte de insectos como las abejas
(Parker y col., 2010). Uno de los métodos de hidrolisis se basa en la inmovilizacion
enzimatica en diferentes materiales de soporte, esta técnica es una alternativa promisoria
para la produccion de fructosa, ya que este método permite mejorar los procesos
biocataliticos industriales y ademas proporciona la produccion de biocatalizadores
estables y eficientes, posibilidad de reutilizacion y facil purificacion de los productos,
en comparacion con las enzimas libres en el medio de reaccion (Giraldo y Diaz, 2013).
Las enzimas al ser producidas a partir de materias primas renovables son
completamente biodegradables y pueden operar en equipos relativamente simples y
totalmente controlados, disminuyendo el consumo de energia, productos quimicos y la
generacion constante de desechos (Homaei y col., 2013). Para todas las enzimas, la
posibilidad de ser inmovilizadas y utilizadas repetitivamente representa importantes
ventajas industriales y medioambientales (Andler y Goddard, 2018).

Investigaciones previas han estudiado las condiciones de inmovilizacion basadas en
diferentes formulaciones de polimeros, el uso de estas permiten la retencion méxima de
la enzima (Datta y col., 2013; Liu y col., 2018). La presente investigacion tiene como
objetivo determinar las condiciones de pH y temperatura para la hidrélisis, utilizando
inulinasa inmovilizada en alginato de sodio. Mediante la Metodologia de Superficie de
Respuesta se evaluaron las mejores condiciones de pH y temperatura para maximizar la
productividad total de fructosa.

2. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados son de grado analitico provenientes de Sigma-Aldrich, USA, al
igual que la enzima.

2.1. Preparacion del sustrato de inulina

Para preparar la solucion del sustrato de inulina se disolvié 1 g de inulina de achicoria
(Inulin from chicory®, Sigma-Aldrich, USA) en 1 L de agua destilada (Alvarez y col.,
2015), con base en la concentracion del indicador de fructosa de la curva de calibracion
para azucares reductores, segun el método DNS (Miller, 1959).

2.2. Inmovilizacion enzimatica

La enzima utilizada fue inulinasa de Aspergillus niger (Inulinase from Aspergillus
niger®, Sigma-Aldrich, USA) y alginato de sodio (GRINDSTED® Alginate FD/PH
120). Para la encapsulacién de las enzimas se utiliz6 una solucion de alginato de sodio
al 2% m/v, con una temperatura de 35°C y pH de 9,6 de acuerdo con investigaciones
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previas (Aviles y col., 2018; Lara y col., 2019). La enzima, previamente diluida en agua
destilada relacion 1:1, se vertio en la solucion de alginato de sodio agitando a 120 rpm
para su total homogeneizacién. La mezcla con la enzima se dejé gotear en una solucion
de cloruro de calcio al 10%, utilizando una pipeta Pasteur de 3 mL, las perlas se dejaron
reposar durante 30 min en la solucion célcica. Finalmente, las perlas fueron lavadas con
agua destilada para eliminar restos de cloruro de calcio adherido en la superficie.

2.3. Reaccion enzimatica

Para el proceso de hidrolisis se considera los valores optimos tedricos de pH y
temperatura para la activacion de la enzima (Nakamura y col., 1995; Aziz y col., 2015).
La reaccion experimental se llevo a cabo durante tres horas utilizando inulina de
achicoria (Inulin from chicory®, Sigma-Aldrich, USA) como sustrato, tal como se
muestra en la Figura 1.

INULINA

FRUCTOSA
OH
.~ inulinasa CHZOH
=y (encapsulada)
O
pH. T OH OH
H(‘j}rl; OH
6
~oH [CoH1204]n
R = CH,0H
n= 35
CﬁnH10n+205n+1

Figura 1. Reaccion enzimatica del procedimiento

Cada unidad experimental consté de 25 mL de sustrato y 12,5 mL de solucion
enzimatica gelificada en cloruro de calcio al 10%. Al finalizar el proceso se realizd un
choque térmico con agua helada a 4°C para frenar la reaccion. Finalmente, se separaron
las capsulas de alginato del producto final mediante un proceso de filtracion en un tamiz
de lavado nimero 8 (2,38 mm), serie U.S. STD. Sieve. A continuacion se cuantificaron
los azlcares reductores aplicando el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller,
1959) y utilizando un espectrofotometro 6705 UV-Vis JENWAY a una longitud de
onda de 540 nm.

2.4. Disefo del experimento

Se ejecutd un Disefio Compuesto Central de la Metodologia de Superficie de Respuesta
para encontrar la combinacién de temperatura (°C) y pH (-) que maximicen la
productividad de fructosa (Myers y col., 2016). Todos los experimentos se planificaron
y analizaron empleando el software DOE Design-Expert 11.0.3.0 (Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis, Estados Unidos), los cuales se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Valores reales y codificados de las variables independientes: temperatura (°C) y pH
con los cinco niveles sugeridos (-1,41;-1; 0; +1; +1,41)

Experimento Valores codificados | Valores reales
[T]1°C [PH]I | [T]1°C | [pHI
R1 0 0 50,0 5,0
R2 0 0 50,0 5,0
R3 0 0 50,0 5,0
R4 1 1 60,0 6,0
R5 1 -1 60,0 4,0
R6 1,414 0 64,1 5,0
R7 1,414 0 64,1 50
R8 0 -1,414 50,0 3,6
R9 0 +1,414 | 50,0 6,4
R10 -1,414 0 35,9 5,0
R11 -1,414 0 35,9 5,0
R12 0 0 50,0 5,0
R13 0 0 50,0 5,0
R14 0 0 50,0 5,0
R15 -1 -1 40,0 4,0
R16 -1 1 40,0 6,0
R17 0 0 50,0 5,0
R18 0 0 50,0 5,0
R19 0 0 50,0 5,0

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2 se muestra la variabilidad de la productividad total de fructosa (mg/h), en
funcion de las condiciones de temperatura y pH sefialadas anteriormente. El
comportamiento de los datos demuestra que la temperatura (°C) tiene una influencia
directa sobre la productividad, ocasionando que esta disminuya considerablemente si se
sobrepasan los 50 °C. Por otra parte, al alcalinizar el medio de reaccion también se
produce una disminucién de la productividad.
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PR (mg/h)

A:°T (°Q)

60,0 4,0

B: pH ()
Figura 2. Grafico en 3D de la superficie de respuesta que muestran el efecto combinado de la
temperatura (° C) y el pH (-) sobre la productividad de fructosa (mg/h)

De acuerdo con el experimento realizado (confiabilidad del 90%) existe evidencia que
tanto la temperatura y el pH como la interaccion de ambos factores inciden en la
conversion de inulina a fructosa, y por consiguiente en la productividad de la reaccion.
A continuacion se presenta la Figura 3, en la cual se muestra que la temperatura (A)
influye de manera mas significativa que el valor de pH (B), asi como las distintas
interacciones de estas variables en todo el proceso de hidroélisis, lo que infiere
directamente en su productividad.

Término 2,093
: Factor Nombre
A T
A B PH
AA °T°T
BB pHpH
AA - AB  °TpH
B -
AB -
[
1
BB | !
1
1
1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de Pareto para la variable PR (Productividad), mg/h; 0=0,05

El modelo en términos de factores reales del disefio experimental se muestra en la
ecuacion 1:

PR = 1,572-°T - 0,3316 - pH — 0,0981 - °T - pH - 0,0127 - (°T)* + 0,3929 - (pH) % —
18,3453 (1)

Donde:

PR= Productividad expresada (mg/h).
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°T= Temperatura del medio de reaccion (°C).
pH= pH del medio de reaccion.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del andlisis del efecto de cada una de las
variables operacionales sobre la productividad de fructosa dentro del espacio del disefio
experimental. Se evidencia la influencia positiva de la temperatura y el cuadrado del pH
sobre el modelo cuadrético obtenido, a diferencia del resto de factores que aportan de
forma negativa a la variable dependiente, esto concuerda con lo presentado en el
diagrama de Pareto (Figura 3), que especifica el mayor efecto estandarizado sobre el
elemento A, debido a los cambios abruptos que pueden producirse en la temperatura de
la reaccion inactivando la enzima, lo que perjudicaria el proceso de hidrdlisis e
influyendo directamente sobre la productividad, a diferencia de cambios de pH que son
mas faciles de regular experimentalmente con la adicion de soluciones de control.

Tabla 2. ANOVA para el modelo de segundo orden relacionado con la productividad de
fructosa en funcion de la temperatura y pH

Fuente Suma de GL Cuadrf';ldo Valor-F | Valor-p
cuadrados medio
Modelo 86,29 5 17,26 24,66 < 0,0001
A-T 49,26 1 49,26 70,39 < 0,001
B-pH 8,73 1 8,73 12,48 0,0037
AB 7,75 1 7,75 11,07 0,0055
A2 17,42 1 17,42 24,89 0,0002
B2 1,85 1 1,85 2,64 0,1282
Residual 9,10 13 0,6997 - -
Falta de ajuste 7,35 3 2,45 14,01 0,0007
Error puro 1,75 10 0,1748 - -
Correlacién Total 95,39 18 - - -

La adecuacion del modelo cuadrético para la determinacion de la productividad en
funcion de la temperatura y el pH se puede evaluar a través de graficos de diagnostico
de la distribucién normal de los residuos (Figura 4A), que expresa un patron de residuos
al azar en relacion a la tendencia del modelo, lo que muestra la validacion de la
expresion matematica y la grafica de los valores de respuesta pronosticados frente a los
valores de respuesta reales (Figura 4B), que no presenta ningun tipo de sesgo, tendencia
o algun tipo de dispersion no constante entre los residuos (Gonzélez y col., 2012), lo
que indica la correcta relacién entre las variables estudiadas para la construccion del
modelo, dichas graficas se muestran en la figura4 Ay B:
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Figura 4. Gréficos de diagnéstico. A: graficos de probabilidad normal de residuos externamente
estudiados; B: valores predichos versus valores reales de la productividad de fructosa (mg/h)

Los valores sugeridos tras la optimizacion numérica del modelo fueron validados,
obteniendo como resultado (P;= °T:40 °C y pH:6), cuyo punto alcanzé valores de 12,27
mg/h. Otros autores reportaron temperaturas éptimas de actividad de la inulinasa de A.
Niger alrededor a 50 °C (Nakamura y col., 1995), mientras que otros informaron valores
mayores, alcanzando los 60°C (D'Arcadia y col., 1998).

El pH o6ptimo de activacion de la inulinasa en otros reportes indica valores de 4 a 6
(Aziz y col., 2015; Derycke y Vandamme, 1984). Los rendimientos de conversion
méaximos alcanzados en investigaciones similares son del 82% (Yun y col., 2000),
similar al reportado en el presente trabajo del 82,1%. La variacion de los resultados se
debe a la carga enzimatica y la concentracion del sustrato, ademas de los valores de los
factores de pH y temperatura utilizados en cada caso.

4. CONCLUSIONES

1. La inmovilizacion de las enzimas de inulinasa en alginato de sodio demostré que
la productividad de fructosa obtenida no se ve afectada al utilizar este tipo de
material y los valores obtenidos son similares a otros tipos de material, que estan
alrededor de los 12,27 mg/h.

2. Los valores de pH y de temperatura en el rango estudiado (pH: 4-6; T: 40-60 °C)
demostraron que afectan la productividad del proceso de hidrolisis enzimatica y
no asi a la conformacion de las capsulas del alginato de sodio. EI valor maximo
productividad obtenido fue a pH =6 y de temperatura 40 °C.
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