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Resumen

La fuente de recursos en el planeta es un tema de mucha importancia en la actualidad,
estamos experimentando un crecimiento acelerado a nivel de poblacién. Como consecuencia de
esto, durante las Ultimas décadas, se ha venido utilizando fertilizantes quimicos de manera
desmesurada, generado el empobrecimiento del suelo y el agotamiento de los cultivos, por lo que
se debe invertir tiempo e investigacidon en tecnologias alternativas; de este modo surgen los
biofertilizantes, que pueden ser derivados de organismos vivos o en algunos casos los organismos
en si. Los biofertilizantes estan considerados como una alternativa mas ecoldgica, rentable y
sostenible a los fertilizantes sintéticos pues ademas de mejorar los cultivos disminuyen la
contaminacidon ambiental pues son productos que mejoran las propiedades quimicas y bioldgicas
del suelo y estimulan el crecimiento de las plantas. A nivel industrial, los biofertilizantes suelen ser
hidrolizados de una fuente rica en proteinas, es por esto que este trabajo, realizado en la Estacion
Experimental Cajamar localizada en Almeria, se enfoca en encontrar las condiciones idéneas para
hidrolizar las proteinas de la microalga Scenedesmus almeriensis que se caracteriza
principalmente por tener la capacidad de almacenar grandes cantidades de proteinas. Se trabajé
con cuatro proteasas, dos proporcionadas por Novozyme (Flavourzyme 1000L vy Alcalasa 2,5L) y
dos proporcionados por Biorizons Biotech, que por razones comerciales se las ha llamado Bio Ay
Bio B. De éstas, la mas eficiente para el estudio de manera individual fue Bio B, alcanzando hasta
un 30.88% de grado de hidrdlisis de biomasa liofilizada y previamente rota por ultrasonido. Con el
afdn de reducir costos en el proceso, se trabajé a la par con ensayos de rotura enzimatica que
estaban siendo realizados por otro investigador de la Estacion Experimental Cajamar, asi se
determind que las condiciones adecuadas para la hidrolisis de S. almeriensis con la combinacion
de celulasa (Carezyme) y la proteasa (Bio B) fueron: temperatura 50°C, pH 7, concentracion de
proteasa 3% y concentracion de celulasa 0,1%. Al trabajarse con biomasa fresca se alcanzd hasta
un 56% de hidrélisis enzimatica de Scenedesmus almeriensis; luego estas condiciones fueron
validadas con la microalga Nannochlorpsis gatidana obteniéndose entre el 35% con rotura
enzimatica y el 53% con rotura con ultrasonido.
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Introduccion

El crecimiento acelerado de la poblacién, asi como la demanda de recursos para mantener
este desarrollo se ha convertido en una prioridad a nivel mundial, de éste surge la necesidad de
encontrar formas alternativas de produccién de alimentos desarrollando tecnologias innovadoras
gue permitan aumentar el rendimiento agricola por hectarea de sembrio y al mismo tiempo que
permitan la minimizacién de los insumos necesarios para este fin. (Garcia & Sommerfeld, 2016)

Como consecuencia de este afan de producir cada vez cantidades mas grandes de alimento,
se ha introducido el uso de quimicos para la fertilizacidon del suelo, es asi que en las ultimas tres
décadas se ha incrementado de manera considerable el uso de fertilizantes y pesticidas con
nitrégeno y fdsforo, lo que ha generado problemas ambientales como deterioramiento de la
calidad del suelo, eutrofizacion del agua tanto superficial como subterranea, reduccion de
biodiversidad y en casos extremos se ha llegado a la supresiéon de ecosistemas completos
(Kawalekar, 2013). Esto no solo afecta de manera directa a los cultivos sino que indirectamente
afecta a toda la ecologia circundante, se ha llegado a considerar que el uso indiscriminado de los
mismos aporta al cambio climatico que se esta produciendo actualmente, pues llegan a formar
parte de las interacciones de la naturaleza (Figura 1) Figura 1 (Kéhler & Triebskorn, 2013).
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Figura 1: Influencia de los pesticidas y el calentamiento global en la fisiologia y ecologia de las especies salvajes, en tomate la influencia
de los pesticidas y en verde la influencia del cambio global (Kéhler & Triebskorn, 2013)

La alternativa que ha surgido al uso de fertilizantes sintéticos a base de productos quimicos
son los biofertilizantes, cuya principal funcidn es aumentar la disponibilidad de nutrientes que
sean de facil asimilacidn para la planta, ya sean fijadores de nitrégeno, solubilizantes de fésforo
oxidantes de azufre o descomponedores de materia organica. (Kawalekar, 2013)

Las microalgas son organismos microscépicos con capacidad fotosintética que, a diferencia
de las plantas, carecen de raiz, tallos, hojas; sin embargo, poseen la maquinaria fotosintética que
le permite captar la luz del ambiente y fijar el CO2 atmosférico. (Garcia Cubero, 2014). El
ambiente ideal para el crecimiento de las microalgas es, rico en nutrientes, fuentes de carbono,
temperatura adecuada y una cantidad suficiente de luz. Hasta la fecha se han descrito mas de
40.000 especies (Garcia Cubero, 2014). La gran cantidad de especies puede atribuirse a la
capacidad de las microalgas para sobrevivir a ambientes extremos de turbulencia, temperaturas
extremas, alta salinidad, pH, etc. (Elliott, y otros, 2012)
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Las microalgas tienen un alto contenido de macronutrientes y una considerable cantidad de
micronutrientes y aminodacidos (Shaaban, 2001), esta caracteristica y la afinidad de las microalgas
para ser reproducidas en aguas servidas y salobres les han convertido en grandes candidatos para
la produccion a gran escala de biofertilizantes.

Debido a la alta adaptabilidad y productividad en reactores externos en el lugar donde se
realizé este estudio, se utilizd la microalga Scenedesmus almeriensis (Figura 2). La misma
pertenece al reino Plantae, a la clase Chlorophyceae y a la familia Scenedesmaceae. Su
temperatura ideal de reproduccion es de 23°C; sin embargo, se ha encontrado que es capaz de
soportar hasta 32°C, el tiempo de fotoperiodo ideal para su crecimiento es de 14 horas de luz
(Lopez, 2016). Las paredes de las microalgas poseen en su mayor porcentaje celulosa, pero esta
pared pude llegar a tener varias modificaciones dependiendo de su evolucion y adaptacion a
ambientes mas o menos hostiles, este es el caso del género Scenedesmus, que dispone de tres
capas de esporopolenina, un carotenoide polimérico muy resistente quimicamente, sobre la capa
interna de celulosa. (Fanés, 2008). El género Scenedesmus posee células alargadas y ovales (Figura
2), pared celular lisa y cloroplastos parietales (Fanés, 2008). Se ha podido determinar que tiene
niveles alto de aminodacidos esenciales, niveles de entre 25 y 65% de proteina, resistencia a pH
entre 4 y 9,5 (Quevedo, Morales, & Acosta , 2008) la capacidad proteica ha ocasionado que
Scenedesmus sea muy atractiva para la aplicacién de tecnologias innovadoras como la hidrélisis
enzimatica para la obtencién de aminodcidos libres y su posible aplicacién como biofertilizantes
en la agricultura (Romero, Acién, & Fernandez, 2012)
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Figura 2: Scenedesmus sp. observada en el microscopio a 40X. (Lopez, 2016)

El proceso de hidrélisis enzimatica viene constituido por tres procesos fundamentales de
los cuales dependera la eficiencia. El primero tiene la caracteristica de la formacién del complejo
enzima sustrato, en el segundo se da la rotura del enlace amidico que ocasiona la liberaciéon del
péptido de la proteina y el ultimo paso es la rotura del complejo enzima sustrato por medio de un
ataque nucleofilico. (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)

La efectividad de la hidrélisis viene dado por el grado de hidrélisis, que relaciona entre el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos y las proteinas originales de la muestra de
experimentacion, determinando las caracteristicas que va a tener el producto final. Este grado de
hidrélisis depende mucho de los factores que se consideren al momento de realizar la hidrdlisis,
pues el resultado final se encuentra influenciado en por el pH, temperatura, relacién enzima—
sustrato, tiempo de incubacidn, y naturaleza de la enzima. (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)
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La hidrdlisis enzimatica depende de la cantidad de proteinas disponibles en el medio para la
actuacion de las enzimas, es por esto que, un paso clave dentro del proceso es encontrar un
método éptimo para la rotura de las células. Para esto existen varios métodos en la industria que
pueden ser, de origen fisico o quimico—biolégico. Dentro de los procesos fisicos se puede
mencionar los molinos de bolas, rotura por ultrasonido, u homogeneizacion de alta presidn.
Mientras que en los quimicos bioldgicos se pueden mencionar a procesos térmicos, choques
osmoticos, solventes, detergentes y enzimas. (Kakko, Ivanova, & Rantasalo, 2016).

Las enzimas proteoliticas constituyen uno de los grupos mas importantes de enzimas
comerciales, que tienen amplia utilizacion en procesos industriales (Ovissipour , Safari ,
Motamedzadegan, & Shabanpour, 2009) ya que actian rompiendo los enlaces peptidicos
liberando asi los aminodcidos. La hidrdlisis proteolitica se lleva a cabo en reactores con constante
agitacién con un control de pH, temperatura y tiempo del proceso. Durante la rotura del sustrato
se realiza una disminucion del pH, el mismo debe ser ajustado mediante la adicién de Sosa
(Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008).

En la actualidad existen varios métodos de deteccidon para determinar la cantidad de
aminodcidos liberados durante el proceso de hidrdlisis, entre ellos se puede mencionar la técnica
gue involucra al o-ftalaldehido (OPA), que reacciona con los grupos amino de los aminodcidos
(Penafiel, Monserrat, Solano, & Lozano , 2009); sin embargo este método posee un inconveniente
y es que, OPA no reacciona con prolina y reacciona parcialmente con cisteina, lo que podria
ocultar valores al momento de la medicidn. Por otro lado es mucho mds seguro y rapido que otros
método como el acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) cuyas desventajas son mas notorias pues
el reactivo es inestable, hay un riesgo de explosidn al momento de la reaccién, puede presentarse
interferencia de azucares reductores y de amonio entre otros. (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008).

El proceso de hidrélisis, como se menciond anteriormente, tiene un gran potencial y
efectividad siempre y cuando se determinen las condiciones adecuadas de funcionamiento como
el pH, temperatura y tiempo de exposicién de la enzima con el sustrato. Es por eso que el objetivo
de este trabajo es encontrar y ajustar las condiciones dptimas para la hidrdlisis de Scenedesmus
almeriensis probando diferentes enzimas provistas por Biorizon y Novozyme, con la finalidad de
utilizar esta biomasa en la produccién de un biofertilizante.

Materiales y métodos

Biomasa estudiada

La materia prima a utilizarse en el proceso de optimizacién fue biomasa liofilizada de
Scenedesmus almeriensis y, con la finalidad de tener una mezcla uniforme para los analisis de
hidrdlisis, se utilizd el mismo lote de biomasa molturada suavemente para todos los ensayos,
aportada por la Estacién Experimental Cajamar localizada en Almeria, Espafia (Figura 3). Para
validar la metodologia una vez optimizada se utilizd otra cepa de diferente composicion y
estructura, Nannochloropsis gaditana, suministrada nuevamente por la Estacién Experimental
Cajamar.
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A B

Figura 3: Preparacion de la biomasa de Scenedesmus almeriensis de la Estacion Experimental Cajamar

Rotura celular

Para la hidrdlisis enzimatica se utilizé una soluciéon de biomasa de Scenedesmus almeriensis
en agua al 10% p/v. Como paso previo a la hidrdlisis enzimatica, fue necesario liberar las proteinas
mediante la rotura celular. La biomasa se ultrasénico de forma continua a la maxima potencia y el
maximo de ciclos durante el tiempo necesario para asegurar que la totalidad de la biomasa pasara
5 veces por el ultrasonido (Figura 4). Este numero de pasos se habia determinado en un
experimento anteriormente realizado en el laboratorio de la Estacién Experimental Cajamar. El
ultrasonido poseia un encamisado frio para evitar el sobrecalentamiento de la biomasa por accién
de la sonicacidn, esta biomasa rota seria utilizada posteriormente para el analisis proteico y la
hidrdlisis enzimatica.

Figura 4: Proceso de rotura celular de Scenedesmus almeriensis por el ultrasonido.
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Determinacion de proteinas

Se realizd un andlisis de la biomasa por triplicado con el fin de determinar la cantidad de
proteinas iniciales que poseia, para esto se utilizé el método Lowry. Primero se tomé una muestra
de aproximadamente 8 ml de una soluciéon que contenia el 10% de biomasa para lo cual se
pesaron 3 muestras de 50 mg en tubos Pyrex, posteriormente se afiadié 2 ml de una solucién de
NaOH 1N, se mezclé y se dejé reaccionar en el termoblock a una temperatura de 100°C durante
una hora (Figura 5).

Figura 5: Muestras sometidas a rotura celular por calentamiento y NaOH 1N para el analisis de proteinas

Una vez transcurridos el tiempo de reaccidn, se dejé enfriar a temperatura ambiente
aproximadamente 15 min, posteriormente se realizdé una centrifugacion a 4000 rpm durante 5
min, con el fin de separar las estructuras celulares de las proteinas liberadas. Se transfirié una
alicuota de 100 pl a otro tubo, al cual se le afiadié 0,3 ml de NaOH 1N y 0,4 ml de H,0 (Milli-Q).

A cada una de las muestras se le afiadieron 2 ml de una mezcla de Na,CO; y una solucién de
CuSO, disuelto en tartrato sodio potasio al 1%. Se mezclé con la muestra y se dejdé reaccionar
durante 10 min, posteriormente se colocé 0,4 ml del reactivo Folin-Ciocalteu para que reaccione
alrededor de 30 min y se midié la absorbancia a 750 nm. La curva patrén fue realizada en cada
ensayo de andlisis de proteinas la misma contenia combinaciones de BSA con una concentracién
de 1 mg/ml y agua ultrapura (Figura 6).

Figura 6: Recta patron para el analisis proteico de Scenedesmus almeriensis, nétese el color azul que ha tomado el BSA después de
reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteu

10
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Determinacion de lipidos

Los lipidos totales se determinaron a partir de biomasa de Scenedesmus almeriensis
liofilizada, la cual se mezclé en una proporcion 1:1 de biomasa y dxido de aluminio. Esta mezcla se
molturd durante 5 min para asegurar la liberacidn de los lipidos. Se tomd 200 mg de la muestra
molturada y se afiadié 2 ml de una solucién 2:1 v/v de Cloroformo-Metanol, se agitd para mezclar
y luego se centrifugd a 4000 rpm a 5 min. Se colocd el sobrenadante en un nuevo tubo, al
precipitado se volvié a colocar 1 ml de la solucidn de cloroformo — metanol hasta que se obtuvo
un sobrenadante clarificado, en cada centrifugado se transfirié el sobrenadante al primer tubo
que contenia el primer sobrenadante.

Una vez obtenido el sobrenadante se afiadié 3 ml de HCl 0.1 Ny 0,3 ml de MgCl, al 0,5% p/v
se agito y se centrifugd a 4000 rpm por 5 min. Se tomé la fase oscura que es la que contiene los
lipidos. Se lo llevo al termoblock y se colocé a 40°C en conjunto con secado por nitrégeno
gaseoso. Se determind la cantidad de lipidos por medio de diferencia de peso.

Hidrdlisis Enzimatica

Montaje de los reactores

Para la hidrdlisis enzimatica se utilizaron reactores encamisados de 250 ml, en los que se
colocd 150 ml de la solucidn al 10% de S. almeriensis, con sus correspondientes sondas de pH, al
igual que un mecanismo de bombeo de NaOH para regular y mantener el pH fijado (Figura 7).
Como tiempo maximo de hidrdlisis se establecié 4 horas, una vez alcanzada la temperatura y pH
deseado para cada ensayo se tomd una muestra al tiempo 0, y posteriormente cada 60 min se
tomé una muestra de 1,5 ml por reactor. El total de muestra tomadas por cada tratamiento fue
de 5 como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1: Tiempos y nomenclatura de toma de las muestras necesarias para realizar la cinética enzimatica

Tiempo de hidrélisis (min) | Volumen de la muestra (ml) | N° de muestra
0 1,5 TO
60 1,5 T1
120 1,5 T2
180 1,5 T3
240 1,5 T4

11
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Figura 7: Montaje de reactores para hidrdlisis enzimatica, con control de pH y temperatura

Determinacion del grado de hidrdlisis alcanzado

Para conocer el grado de hidrélisis alcanzado se midid el contenido en proteinas de la de la
biomasa diluida al 10% por el método Lowry, considerando este valor el 100% de los aminoacidos.
A su vez, se determinaron los aminodacidos libres encontrados a los distintos tiempos de la
hidrélisis, calculando con ambos valores el porcentaje de aminoacidos que se habian liberado.

Grado de hidrolisis (%) = Aa libres (mg/L) / Proteinas totales (mg/L) *100

A Grado hidrdlisis (%) = [Aa libres (mg/L) — Aa libres iniciales(mg/L)] / Proteinas totales (mg/L)
*100

Los aminoacidos libres fueron determinados por el método OPA (o-phthaldialdehyde). Las
muestras tomadas de la hidrélisis se centrifugaron a 7000 rpm durante 5 min para obtener 2 fases
(iError! No se encuentra el origen de la referencia.), se tomé 100 pl del sobrenadante para ser
transferido a un nuevo tubo que contenia 3,9 ml de agua ultrapura.

Figura 8: A) Centrifuga utilizada en la separacién de la biomasa hidrolizada B) biomasa centrifugada de la cual se tomaba el
sobrenadante para la determinacién de aminoacidos por la técnica con o-phthaldialdehyde (OPA) tomaba diferentes coloraciones
dependiendo del tratamiento efectuado.

Con la dilucién de las muestras de la hidrdlisis se procedid al analisis del contenido de
aminodcidos, para esto se prepararon las disoluciones necesarias que se detallan en la Tabla 2. Se
tomaron dos alicuotas de 100 pl de la disolucién del centrifugado y se trasvasod a otro tubo que
contenia 3 ml de la disoluciéon 3 y 0,3 ml de agua ultrapura. Se dejoé reaccionar durante dos
minutos a temperatura ambiente, trascurrido ese tiempo se midid en el espectrofotémetro a 340
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nm. Debido a la sensibilidad de la reaccidn se verificd, previo a la medicidon de las muestras, la

correcta elaboracién de la disolucién 3 con un patrén de serina de concentracion 0,1 mg/ml.

Tabla 2: Cantidades de las soluciones y reactivos necesarios para la determinacion de aminoacidos

Disolucién Reactivo 150 ml 225 ml
di-Na-Tetraborato
1 2
decahidratado (g) 2715 7,6
Disolucion 1 - o
(SDS) Na-dodecil-sulfato 0,15 0,2
(8)
Agua Milli-Q (ml) 100 150
(OPA) o-phthaldialdehido 012 016
Disolucién 2 (8) ' '
Etanol (ml) 3 4
Disolucién 3 (Disolucion |  (DDT) Dthiothreitol (g) 0,132 0,176
1 + Disolucion 2) Agua ultrapura (ml) Enrasado a 150 ml | Enrasado a 225 ml

Optimizacidn de la hidroélisis

Con la metodologia previamente especificada se procedié a montar distintos ensayos con el

fin de determinar las condiciones adecuadas para la hidrélisis enzimatica, para lo cual se contaba

con cuatro proteasas, dos proporcionadas por Novozyme (Flavourzyme 1000L y Alcalasa 2,5L) y

dos proporcionados por Biorizons Biotech, que por razones comerciales se las ha llamado Bio Ay

Bio B. Se realizaron los ensayos detallados en la Tabla 3 con el fin de determinar la proteasa con

mayor potencial y la dosis adecuada de la misma para la hidrélisis de Scenedesmus almeriensis,

para esto se montd el ensayo a una temperatura y pH constantes de 40°C y 8 respectivamente.

Esta temperatura y pH fueron establecidos en un ensayo anterior del

Tabla 3: Combinacién de enzimas y dosis para los ensayos de hidrdlisis de S. almeriensis

Enzima Numero de reactor | Dosis de enzima
Reactor 1 0,1% p/pbiomasa seca
Reactor 2 1% p/pbiomasa seca
Flavourzyme 1000L
Reactor 3 3% p/pbiomasa seca
Reactor 4 5% p/pbiomasa seca
Reactor 1 0,1% p/pbiomasa seca
Reactor 2 1% p/pbiomasa seca
Alcalasa 2,5L
Reactor 3 3% p/pbiomasa seca
Reactor 4 5% p/pbiomasa seca
Reactor 1 0,1% p/pbiomasa seca
. Reactor 2 1% p/pbiomasa seca
Bio A
Reactor 3 3% p/pbiomasa seca
Reactor 4 5% p/pbiomasa seca
Bio B Reactor 1 0,1% p/pbiomasa seca
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Reactor 2 1% p/pbiomasa seca
Reactor 3 3% p/pbiomasa seca
Reactor 4 5% p/pbiomasa seca

El préximo paso fue encontrar la combinacion de enzimas que diera lugar a un mayor grado
de hidrdlisis, para lo cual se realizé6 combinaciones entre ellas a una dosis del 5% con el fin de
asegurar el mayor porcentaje. La combinacidn del ensayo se muestra en la tabla 4.

Tabla 4: Combinacidn de enzimas para determinar el incremento en el grado de hidrdlisis.

Enzima Numero de reactor Dosis de enzima
Control Reactor 1
Bio B + Alcalasa 2,5L Reactor 2 5%
Bio B + Flavourzyme 1000L Reactor 3
Bio B + Bio A Reactor 4

Para la optimizacién de la hidrdlisis se empezd a trabajar a la par con los ensayos de rotura
qgue se encontraban efectuando en la Estacidon Experimental Cajamar. Se utilizaron biomasas

sometidas a distintos tratamientos de rotura tanto mecanicas como quimicas, optimizando para
cada tratamiento la temperaturas y pH de la hidrdlisis con el fin de encontrar la combinacidn
adecuada para las enzimas seleccionadas y determinar el mayor grado de hidrolizado.

Estos ensayos se realizaron biomasa tanto con liofilizada como fresca de Scenedesmus
almeriensis, y una vez optimizado se realizé un ensayo con Nannochloropsis gaditana con el fin de
determinar si la optimizacién encontrada se podia aplicar a otra especie de microalga distinta de
S. almeriensis.

Analisis estadistico

Para detectar las diferencias significativas en los resultados se realiz6 un ANOVA con el
programa Statgraphics Centurion XVI.| (Statistical Graphics Corporation, Rockville, Maryland,
Estados Unidos)

Resultados y Discusion

Ademds de la composicién de proteinas, se determindé la composicion de lipidos,
carbohidratos y cenizas para la biomasa de Scenedesmus almeriensis con la que se trabajo en la
hidrdlisis enzimatica, dando los resultados un 25% de lipidos totales, 40% de contenido de
proteinas, 25% de carbohidratos y 10% de cenizas. Los valores de proteinas concuerdan con
investigaciones como la de Romero J. et al.,2012, donde se determind por medio de una
modificaciéon del método de Lowry, mismo que se utilizd en este estudio, una composicion
proteica del 41% en S. almeriensis ; sin embargo, en el estudio realizado por Apandi et al., 2107 se
encontraron cantidades de proteinas entre el 35 y 50%; esto se debe segun los autores a las
condiciones del medio utilizado para la produccidn de Scenedesmus; pues, el estrés que se puede
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generar durante el crecimiento por la disminucién o ausencia de algin elemento tiene
consecuencia directa en la capacidad de acumulacidn de las proteinas en el cultivo.

Tras la rehidratacion de la biomasa al 10% p/v se comprobd que efectivamente el
contenido en biomasa era el calculado, dando un promedio de 9,3% para la biomasa liofilizada y
para el caso de la biomasa fresca se tuvo un 4,06% de contenido de biomasa, puesto que mas
concentrada daba problemas de agitacidn por su alta viscosidad.

Los resultados de los experimentos realizados con cada una de las proteasas se pueden ver
en la Figura 9, donde se aprecia que los valores mas altos del grado de hidrdlisis siempre se
obtienen con la proteina al 5%, obteniéndose un 13.63% de grado de hidrélisis con Flavourzyme
1000L, 14.60% de grado de hidrdlisis con Alcalasa 2,5L, 3.10% con Bio A y 30.88% con Bio B. De
estos porcentajes se calculd la cantidad de aminoacidos en g/L y como resultados se obtuvieron
7.64,7.81,2.91y 14.03 respectivamente.

Proteasas al 0,1 % Proteasas al 1%
50 - 50 -
EN —4— Flavourzyme Alcalase X
@ 40 - & 40 - == Flavourzyme Alcalase
) )
:g 30 Bio A Bio B ‘_g 30 | Bio A Bio B
= =
o )
T 20 - T 20
o o
- k)
o o
o 10 - & 10
—_————
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
A Tiempo, min. B Tiempo, min.
50 - Proteasas al 3% 50 - Proteasas al 5%
] 0 | —— Flavourzyme Alcalase °\; 40 | —+—Flavourzyme Alcalase
2 Bio A Bio B 2 Bio A Bio B
e g
5 30 - 5 30 -
< =
) o
T 20 T 20 A
3 g
B ® ‘
5 10 /*__‘/o 6 10 //
Q <
0 N B T T T T 1 O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
C Tiempo, min. D Tiempo, min.

Figura 9: Representacion del grado de hidrolisis alcanzado en con cada concentracidon de enzimas ensayado vs el tiempo de reaccion
enzimatica A) Concentracion al 0,1% de Flavourzyme, Alcalasa, Bio A y Bio B B) Concentracion al 1% de Flavourzyme, Alcalasa, Bio Ay
Bio B C) Concentracion al 3% de Flavourzyme, Alcalasa, Bio Ay Bio B D) Concentracion al 5% de Flavourzyme, Alcalasa, Bio Ay Bio B

Como se puede apreciar en la Figura 9, los porcentajes mas altos de hidrdlisis después de la
ruptura con el ultrasonido se alcanzan al 5% de proteasa. Se sabe que la relacidén enzima-sustrato
(E-S) es fundamental en procesos de hidrdlisis. Como menciona Acosta et al., 2015, el primer
factor en los procesos hidroliticos es el tiempo y el segundo es la relaciéon E-S, pues a mayor
cantidad de enzimas se puede lograr mayor conversion de sustrato a producto, y estos dos
factores son primordiales al momento de optimizar un proceso de hidrolizado; pues, el uso
excesivo de enzimas representa un coste mayor de produccion.
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En la Figura 10 se observan los resultados de las combinaciones de proteasas que se realiz
teniendo como control la enzima Bio B, que individualmente habia dado mejores resultados en los
ensayos anteriores. El grado de hidrdlisis final alcanzado varia del 30.5% usando sélo la enzima
Bio B a 33.1% combinando Bio B con Alcalasa, 40% al ser combinada con Flavourzyme y 28.6% al
ser combinada con Bio A. Por tanto, el mejor resultado para la combinacion de enzimas se obtuvo
con la combinacion de Bio B y Flavourzyme, que dio un grado de hidrdlisis del 40% y 15.65 g/L de
aminodacidos frente a un 30.5% y 12.32 g/L del control Bio B.

100 4
90
80 4
70 4
60 -
50 4
40
30 4

20 ~
10 /
0 T T T T T )

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo, min.

Combinacidn de Proteasas

=g Bio B Bio B + Alcalase

Bio B + Flavourzyme Bio B + Bio A

A Grado de hidrdlisis, %

Figura 10: Grado de hidrdlisis enzimatica después de la combinacién al 5% de proteasas: Bio B (Control), Bio B + Flavourzyme, Bio B +
Alcalasa, Bio B + Bio A, comparada frente al tiempo de reaccién.

El ANOVA realizado a los resultados confirma que la combinacién entre Bio B + Flavourzyme
1000L alcanzdé un grado de hidrélisis significativamente superior a las demas combinaciones
(iError! No se encuentra el origen de la referencia. y iError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Este incremento puede deberse a la accién de las enzimas de forma individual, por
un lado Flavourzyme 1000L se ha determinado en el estudio de Mertz et al., 2015 que es un mix
de 8 enzimas entre ellas tres endopeptidasas, dos aminopeptidasas, dos dipeptidilpeptidasas y
una amilasa, esta combinaciéon permite asegurar que Flavourzyme 1000L actie sobre muchas
conformaciones de proteinas para hidrolizar, y a falta de informacién por aspectos comerciales de
Bio B podemos asumir que las enzimas que lo conforman se complementan con las de
Flavourzyme 1000L .

La creacion de biofertilizantes a nivel industrial debe ser economicamente sustentable, por
lo que, habiendo ajustado el tipo de enzimas necesarias y la dosis, se comenzé a utilizar procesos
de rotura celular enzimaticos, puesto que son mas econémicos que los fisicos. Se determind que
la enzima celulasa Carezyme era mds efectiva al momento de romper la célula por metodos
enzimaticos, de esta manera se elimind de nuestros ensayos la rotura con el sonicador y se
decidio trabajar con la proteasa mas eficiente que fue Bio B, con estos parametros se procedié a
encontrar el pH y temperatura adecuada para la hidrélisis a partir de rotura enzimatica.

Con el fin de optimizar la hidrdlisis enzimatica se probaron diferentes rangos de
temperatura (40, 50 y 60°C) y pH (7, 8 y 9). Los ensayos dieron los resultados indicados en la
Figura 11, donde se aprecia que la temperatura éptima es 50°C y pH 7. se realiz6 un analisis
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ANOVA multifactorial en donde se sometié a analisis la influencia de la temperatura, pH vy el
tiempo (Tabla 9 y 11, Figural3) . De esta manera se determind que la temperatura idonea para
los ensayos de hidrdlisis era la de 50°C y el pH se podia trabajar en pH 7 u 8 de lo cual se escogio
el pH 7 por motivos de optimizacion de costos en el proceso.
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30 % 30
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= o |
:g 20 5 20 ‘./"_———0
%0 ——40°C ® 10 | ——40°C
g 50°C 2 | 50°C
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0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
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£ 20 -
2
=
5 15
K
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Figura 11: Influencia de la temperatura y pH en el grado de hidrolisis A) ensayo a pH 7 con tres diferentes temperaturas 40, 50 y 60°C
B) Ensayo a pH 8 con tres diferentes temperaturas 40, 50 y 60°C y C) ensayo a pH 9 con tres diferentes temperaturas 40, 50 y 60°C.

El pH y la temperatura dptimos coinciden con los reportados por otros autores en el
proceso de hidrélisis, por ejemplo, Romero, Acién, & Fernandez, 2012, reportan que para la
hidrdlisis de S. almeriensis con Flavourzyme 1000L se obtuvieron mejores resultados a la misma
temperatura y pH reportados en este trabajo para Bio B. Otro estudio que verifica el pH es el de
Lee et al., 2009, en el que estudian varias enzimas para obtener hidrolizado de las microalgas
Pediastrum duplex y Dactylococcopsis fascicularis; sin embargo, las temperaturas en las que se
trabajo fueron entre 25 y 30°C. Hoa et al, 2014 utilizo la misma temperatura y pH reportados para
la hidrdlisis de proteinas de soja.

Una vez optimizada la temperatura y pH es importante optimizar la cantidad de cada
enzima, tanto de la celulasa como de la proteasa. Se realizaron dos ensayos en el cual se
combinaban Bio B y Carezyme con el fin de determinar cual era la concetracién adecuada. En el
primer ensayo que se observd que el porcentaje de Carezyme no influia en el grado de hidrdlisis
(Figura 12) pues se llegaban a valores entre el 28 y el 31%, esto puede deberse al proceso de
liofilizacion al que fue sometido la biomasa; pues, si no se coloca un criopreservante en el proceso
de congelacién se forman cristales dentro de la celula (Garcia & Uruburu, 2001) lo que puede
ocasionar que la pared de celulosa se rompa dejando asi la capa de proteinas.
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Se realizd el mismo ensayo, pero esta vez manteniendo fija la proteasa Bio B, esto confirmo
lo mencionado anteriormente, que la dosis de la celulasa Carezyme no influia en el proceso de
hidrélisis de la biomasa liofilizada de S. almeriensis. Sin embargo, se pudo determinar que al 3 y al
5% de proteasa se obtenia 25% de grado de hidrdlisis, por lo cual se decidié continuar con el resto
de ensayos al 3% de enzima por optimizacion de costos. Esto puede deberse a la optimizacion
previa del pH y temperatura ya que, estos dos factores influyen en la conformacién espacial de las
proteinas, haciéndolas mas biodisponibes para la hidrdlisis, ya que a un pH bajo todos los grupos
amino estan protonados y solamente parte de los grupos carboxilo estdn desprotonados.
(Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)

Combinacion de enzimas 50 - Combinacion de enzimas
50 1  —e—Bio B (5Y 9 o
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= Bio B (5%) + Carezyme (5%) @ Carezyme (5%) + Bio B (3%)
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Figura 12: Combinacién de enzima Bio B y Carezyme para determinar la dosis idonea de cada una A) Ensayo en la que se mantuvo fija
la concentracién de Bio B a un 5% como concentracion méaxima y se vario la dosis de Carezyme B) Ensayo manteniéndose fija la
celulasa Carezyme y se varia la dosis de Bio B

Una vez obtenida la temperatura, pH y dosis de enzima, se procedid a realizar el ensayo en
biomasa fresca. Puesto que el método de rotura celular previo a la hidrélisis fue demostrado sdélo
con la biomasa liofilizada, se comprobé la eficacia de los diferentes métodos en la biomasa fresca.
Asi, se probd la rotura enzimatica mediante Carezyme, por ultrasonido, y homogeneizacion,
tomando como referencia un control sin ningln tratamiento de rotura. Cabe sefialar que la
biomasa que se tratd tenia un contenido del 4% en peso seco, en vez del 10% como se hizo con la
biomasa liofilizada. Se obtuvieron los siguientes resultados de grado de hidrolisis (Figura 13): 77%
de grado de hidrdlisis y 16.60 g/L de aminoacidos cuando la biomasa fue rota por ultrasonido,
80% de grado de hidrdlisis y 17.08 g/L de aminoacidos cuando se rompid con el homogeneizador,
sin ningun tipo de rotura celular previa se alcanzé un 53% de grado de hidrdlisis y 10.80 g/L de
aminoacidos y por ultimo usando Carezyme para un rotura enzimatica se llegd al 56% de grado de
hidrdlisis y 11.31 g/L de aminoacidos. Por tanto, las hidrdlisis mas altas con biomasa fresca se
obtienen rompiendo previamente la biomasa con ultrasonido y homogeneizacién, sin embargo, el
consumo eléctrico de estas tecnologias es elevado, especialmente el del sonicador, siendo la
rotura enzimdtica la mas econdémica. Seria necesario andlisis econémico para la elecciéon de un
método de rotura para la fabricacidon de biofertilizantes. Comparando estos resultados con los
obtenidos con biomasa liofilizada, se observan grados de hidrélisis mayores para la biomasa
fresca, suponiendo una ventaja econdmica, puesto que al hidrolizar la biomasa fresca se evitan los
costes del secado de la biomasa.
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Figura 13: Evolucién del grado de hidrdlisis enzimatica en el tiempo con Bio B a 50°C y pH 7 con biomasa de Scenedesmus almeriensis
fresca con diferentes métodos de rotura celular: Control sin ningun tipo de rotura celular, rotura enzimatica con Carezyme al 5%.
rotura mediante ultrasonido y mediante homogeneizacidn de alta presion.

Por ultimo, para comprobar que la metodologia optimizada es extrapolable a otras
microalgas, se realizé un ensayo con Nannochlorpsis gatidana con un contenido en proteinas del
23%. Se escogidé esta microalga al tratarse de una especie de agua salada y con diferente
estructura y composicién a Scenedesmus almeriensis. Se hicieron nuevamente ensayos de
hidrélisis con diferentes métodos de rotura celular para la biomasa fresca, y con biomasa
liofilizada con rotura enzimatica, puesto que se trata del método mds econdmico, para la
hidrélisis enzimatica se utilizd nuevamente la enzima Bio B. Los resultados obtenidos se pueden
observar en la Figura 14, alcanzando para la biomasa liofilizada un 33% de grado de hidrdlisis y
9.78 g/L de aminoacidos, para la biomasa fresca con Carezyme se llegd a un 34% de grado de
hidrdlisis y 9.75 g/L de aminoacidos, para biomasa fresca sin aplicacion de rotura celular se
alcanzoé un 40% de grado de hidrolisis y 10.96 g/L de aminoacidos y, por ultimo, para biomasa
fresca rota por el ultrasonido como control, se alcanzé un 53,2% de grado de hidrdlisis y 13.84 g/L
de aminoacidos. En esta ocasion, se alcanzd el mismo grado de hidrélisis con biomasa liofilizada y
fresca con rotura enzimatica, siendo similar al control. Fue con la rotura por ultrasonido como se
obtuvo la mayor hidrdlisis, al igual que en el caso de S. almeriensis. Sin embargo, no se alcanzaron
grados de hidrélisis tan altas como con S. almeriensis.
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Figura 14: Resultados de la hidrdlisis enzimatica realizada con Nannochloropsis gatidana al 10% p/v con biomasa liofilizada y biomasa
fresca con celulasa Carezyme, biomasa fresca sin rotura previa y biomasa fresca rota por el ultrasonido. Las hidrdlisis fueron llevadas a
cabo por la enzima Bio B.
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Conclusiones

e El proceso de hidrolisis depende de la afinidad que tenga la enzima por el sustrato, pues,
como se ha corroborado no todas las enzimas utilizadas han tenido resultados idéneos
mostrando asi, diferencias muy marcadas entre las mismas. En el caso de esta
investigacion Bio B individualmente tuvo un grado de hidrolisis un 20% superior que el
resto de enzimas utilizadas, y se corrobora lo anteriormente mencionado, al realizar la
combinacién con la segunda mejor enzima, Flavourzyme, pues se alcanza un 5% mas de
hidrolizado, demostrando asi que, las interacciones enzima-sustrato depende de la
estructura y conformacion de las proteinas y de las enzimas.

e la optimizacién de los factores como temperatura, pH, dosis enzimaticas, relacion
enzima-sustrato, contenido proteico son fundamentales al momento de tratar de obtener
altos grados de hidrdlisis, sin embargo, se debe también tener en cuenta el presupuesto
gue esta optimizacion puede llevar a escala industrial para determinar cuales condiciones
son las mas adecuadas, tomando en cuenta este criterio se puede concluir que las
condiciones adecuadas para la hidrolisis de la biomasa fresca de S. almeriensis fueron
50°C, pH 7 y concentracion de proteasa del 3% p/poiomasa seca - EStas condiciones
permitieron alcanzar valores entre el 77 y 80% para el caso de romper la biomasa con
ultrasonido o el homogeneizador, y entre el 53 y 56% en el caso de trabajar con rotura
enzimatica. El mayor grado de hidrdlisis alcanzado en la biomasa fresca genera una
ventaja econdmica en la creacién de biofertilizantes, puesto los procesos de secado de la
biomasa son costosos.

e La eficacia del proceso con el que la célula se rompe es uno de los pasos primordiales
dentro de la hidrélisis enzimatica, ya que de esto dependerd la cantidad de proteinas
disponibles para ser hidrolizados por las enzimas. Fue la rotura por ultrasonido donde
siempre se obtuvo mayores grados de hidrdlisis comparado con la rotura enzimatica,
donde se obtenia alrededor de un 30% menos de hidrolizado.

e Se puedo validar la metodologia con otra especie, Nannochlorpsis gatidana, la cual posee
distinta morfologia, condiciones de cultivo diferentes y contenido proteico menor. Se
pudo comprobar que a pesar de estas distinciones se llegaron a grados de hidrdlisis
similares a los de Scenedesmus almeriensis pudiendo concluir que el proceso de
acondicionamiento de los parametros para las enzimas fueron los idéneos.
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