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RESUMEN

La membrana de la cascara de huevo (MCH) es una red de biopolimeros, esencialmente
organizada por 2 capas de fibras entrecruzadas de proteinas (una externa y otra interna) que
tienen flexibilidad en solucion acuosa y son permeables al agua y a los gases. Aqui se
utiliz6 como una bioplataforma para la inmovilizacion de la enzima rennina. En este
estudio, la rennina se inmoviliz6 sobre la capa externa de la membrana de cascara de huevo
a través de adsorcién por atrapamiento y luego fue tratada con glutaraldehido como agente
reticulador. También se evalud el efecto por separado de la rennina sola en ambas capas de
la membrana, la rennina directamente en la leche, el glutaraldehido sobre la membrana, el
glutaraldehido directamente en la leche, la membrana sola en la leche y la leche sola. Para
evaluar el efecto de inmovilizacion enzimatica se pesé el producto de la coagulacion de la
caseina (cuajo y suero). Se puedo observar que hubo presencia de cuajo y suero en tres
casos, a saber: cuando la rennina se afiadié sobre la membrana, la rennina mas
glutaraldehido sobre la membrana y la rennina directamente en la leche. Sin embargo no se
puedo determinar si la cantidad neta de la enzima es diferente en los tres casos.
Paralelamente, se reutiliz6 una membrana con la rennina méas glutaraldehido y una
membrana solo con rennina durante diez veces consecutivas, en la reutilizacion 9°y °10° de
ambas membranas se observo una baja de pH a 4,5 logrando una coagulacion &cida de la

leche.

ABSTRACT

The eggshell membrane (MCH) is a network of fibrous biopolymers, essentially formed by
two layers of protein fibers (an external and an internal one), flexible in aqueous solution
and showing water and gas permeability. It was used as a bioplatform for the
immobilization of the enzyme rennin. In this study, rennin was immobilized on the outer
layer of the eggshell membrane through adsorption by physical trapping and then treated
with glutaraldehyde as a crosslinking agent. Separate effect of: rennin alone on both
eggshell layers, rennin directly in milk, the membrane with glutaraldehyde, glutaraldehyde
directly added to milk, the membrane alone in milk, and milk alone were also evaluated. To

evaluate the effect of enzyme immobilization, the product of the coagulation of casein
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(curds and whey) was measured. It can be noted that there was the presence of curds and
whey in three cases where the rennin was added onto the membrane, the rennin on the
membrane crooslinked with glutaraldehyde and, the use of rennin directly in milk.
However, it was not possible to determine if the net amount of the enzyme was different in
the three cases. In addition, a membrane with rennin physicaly adsorpbed and other with
rennin crosslinked with glutaraldenyde were reused for ten consecutive times. It was
observed that after 9 times the pH drops down to 4.5 in such a way the that the effect of

rennin on the curd and whey formed is masked by the pH fall.



INTRODUCCION

Las enzimas tienen muchas aplicaciones en diversos tipos de industrias, entre las que se
destaca la industria alimentaria. En algunos casos, como la obtencién de yogur, o la
produccion de cerveza o de vino, el proceso de fermentacion se debe a las enzimas
presentes en los microorganismos que intervienen en el proceso de produccion. Sin
embargo, otros procesos de produccidn de alimentos, pueden realizarse mediante la accién

directa de las enzimas aisladas, sin incluir a los microorganismos que las producen.

Desde hace unas décadas se dispone de enzimas relativamente puras extraidas
industrialmente de bacterias y hongos, y algunas de ellas de las plantas y los animales y con

una gran variedad de actividades para ser utilizadas en la elaboracion de alimentos.

Actualmente, la ingenieria genética permite la biosintesis de enzimas recombinantes de
gran pureza gque optimizan los procesos de produccion de diversos productos. Sin embargo,
su uso industrial implica la adicién de enzimas al sustrato y posterior pérdida de estas por
irrecuperabilidad. Por lo tanto, una clave para optimizar el rendimiento operativo de una

enzima es la inmovilizacion enzimatica (Klein et al., 2011).

La membrana de la cascara de huevo (MCH) es una red de biopolimeros que puede tener
potenciales aplicaciones en biomedicina. Se encuentra rodeando la clara de huevo
(albumina) y por debajo de la porcion mineralizada de la cascara. Esta formada por dos
mallas fibrilares una interna de filamentos delgados y otra externa de filamentos gruesos
(Arias et al., 1991). Ambas mallas recorren juntas la mayor parte de la superficie y solo se
separan en el extremo obtuso del huevo dando origen a la camara de aire.

Los filamentos de la MCH estan compuestos de proteinas insolubles en agua (Tsai et al,
2006) constituidos principalmente por colageno tipo X y por osteopontina (Arias et al,
2007). Dada la relacion superficie/volumen de la MCH y su naturaleza proteica insoluble y
estable, ésta ha dado lugar a diversas aplicaciones tales como material adsorbente y de

inmovilizacion enzimatica (Tsai et al, 2006).



El término “enzimas inmovilizadas” se refiere a “el confinamiento fisico de una enzima en
una determinada region del espacio, de manera que su actividad catalitica se retenga, y

pueda ser reutilizada en varias ocasiones en forma continua (Tsai et al, 2006)”.

Los principales componentes de un sistema de enzima inmovilizada son la enzima, la
matriz y el modo de union (Brena et al., 2013). Existen dos métodos de unién de la enzima

al sustrato: métodos reversibles y métodos irreversibles (Garcia et al., 2011).

La inmovilizacion de enzima sobre la membrana de la cascara de huevo, es una técnica que
se ha experimentado con otras enzimas: D-amino oxidasa, catalasa, tirosina, mirosina,
ureasa y glucosa oxidasa, teniendo un rendimiento optimo como resultado (D Souza, et al.,
2013).

El proposito de este proyecto es evaluar la utilidad de la membrana de la cascara de huevo

para inmovilizar la enzima rennina sobre esta matriz, con el fin de reutilizar la rennina.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las enzimas son catalizadores biologicos que promueven la transformacién quimica en
sistemas vivos. Las enzimas tienen la capacidad de catalizar reacciones bajo condiciones
suaves con un alto grado de especificidad por el sustrato. Entre las reacciones catalizadas
hay una serie de transformaciones quimicas muy complejas entre las macromoléculas
bioldgicas, que no son accesibles a los métodos ordinarios de la quimica organica (Klein et
al., 2011).

Esto lo hace muy interesante para el uso biotecnologico. La mayoria de las enzimas son
relativamente inestables y es muy dificil de mantener la enzima activa, cuando se utiliza en
solucién, a partir de la mezcla de reacciones después de su uso. La enzimas pueden
catalizar reacciones en diferentes estados: como moléculas individuales en solucion, en
agregados con otras entidades o unidas a superficies (Brena et al., 2013). Esto ultimo

constituye la base de la inmovilizacion enzimatica (Klein, et al., 2011).

La rennina cuyo codigo es E.C.3.4.23.4, también conocida como quimosina, es una enzima
que pertenece al grupo de proteinas acidas cuya actividad se asocia a la coagulacién de la
leche. Es secretada por las glandulas principales (peptidicas o zimogénicas) del estbmago
de cerdos y abomaso de rumiantes jovenes en sus primeros dias de vida. También es
Ilamada cuajo, el cual es utilizado en la elaboracién de quesos cuya funcion es separar la
caseina (aproximadamente el 80% del total de las proteinas) de su fase liquida (agua,

proteinas del lactosuero y carbohidratos) llamado suero (Quijano, 2010).

Esta enzima se sintetiza como pre-proquimosina, proteina que tiene en su cadena 58
aminoacidos mas que la quimosina activa, y que no tiene actividad proteolitica. Se secreta
al estbmago como pro-quimosina, también inactiva, tras el corte de 16 aminoacidos. Se
transforma en una enzima activa por la eliminacién proteolitica de otro fragmento de 42
aminoacidos, esto estd dado por un proceso auto catalitico acelerado por el pH &cido
(Quijano, 2010).



El rango de pH donde se observa la mayor estabilidad de la enzima es entre 5,3y 6,3 y es
inestable bajo 3,5 y por encima de 6,6. La rennina se vuelve inestable a temperaturas
elevadas, su temperatura maxima antes de su desnaturalizacion es de 38 °C. La enzima,
como todas las proteinasas, puede autodigerirse si se conserva en condiciones que es activa.
Puesto que la rennina se inactiva reversiblemente con concentraciones elevadas de cloruro
de sodio, se conserva de esta forma. Al disminuir la concentracion salina al utilizarla, ésta

se reactiva (Quijano, 2010).

Como consecuencia fisicoquimica de la accion de la rennina sobre las micelas de caseinas
en la leche, resulta en la formacion de un coagulo en la leche. Esta, en combinacién con un
proceso de fermentacion resulta en una masa que pierde proteinas solubles y agua. Esta
coagulacién puede dividirse en dos partes, una primaria (hidrélisis enzimatica) y otra
secundaria (agregacion). Durante la primera etapa, la xappa-caseina es “cortada” por la
accion de la enzima en el enlace Phejgs y Metjgg, formando una porcion hidrofdbica: “para-
kappacaseina” y una hidrofélica: caseina-macropéptido. En la segunda etapa, como
resultado de esta accidn se produce la reduccion de la carga negativa neta y de la repulsion
estérica, de esa manera las micelas modificadas comienzan a ser susceptibles a agregarse.
Entre las fuerzas atractivas durante la agregacion predominan los puentes de Ca, las fuerzas
de Van der Waals, las interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno (Sbodio y Revelli,
2012).

El desarrollo de las técnicas de ingenieria genética ha permitido la produccién de rennina
utilizando microorganismos en cuyo genoma se ha insertado el gen de la pro-rennina
bovina. La cadena polipeptidica es la misma que la rennina de origen bovino, pero no esta
glicosilada. También, se ha llegado a producir una enzima de rennina recombinante,
utilizando microorganismos como los hongos Aspergillus niger y Kluyveromyces lactis y la
bacteria Escherichia coli (Quijano, 2010).

La inmovilizaciéon de la enzima es la solucion mas simple para resolver el problema de
solubilidad de las proteinas. La inmovilizacion también mejora el control de la reaccién, se

evita la contaminacion del producto por la misma enzima (relevante en la quimica de los
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alimentos). Sin embargo, un sistema de inmovilizacion adecuado puede ser también una
buena solucién para muchas de las otras limitaciones enzimaticas. El acoplamiento de
estabilizacion con la inmovilizacion es uno de los objetivos mas frecuentes de la
inmovilizacion. Sin embargo, una inmovilizacién controlada puede ser no s6lo una
solucion para mejorar la estabilidad de la enzima, sino que también pueden reducir la

inhibicion de la enzima y mejorar la especificidad enzimética (Garcia et al., 2011).

Las técnicas utilizadas para la inmovilizacion, deben conducir a la inactivacién minima de
la enzima. Ademas, para el éxito de la enzima, la membrana con la enzima inmovilizada,
deberia ser estable durante usos maltiples, también como de almacenamiento (D Souza, et
al., 2013).

Existen dos métodos de union de la enzima al sustrato: métodos reversibles y métodos
irreversibles. El primero significa que una vez que el biocatalizador est4 unido al soporte
no se puede separar sin destruir la actividad bioldgica de la enzima o su unidn al sustrato.
Los procedimientos mas comunes de este tipo de inmovilizacion son por acoplamiento
covalente, atrapamiento o microencapsulacion y reticulacion. Segun Klein et al. (2011) la
unién covalente tiene la ventaja principal, que la enzima no se separa de la matriz de apoyo.
Por otro lado, una desventaja es el bajo rendimiento de actividad, debido a la exposicion del
biocatalizador a severas condiciones de reaccidn, lo que explica la disminucion de la
actividad observada en trabajos comparativos entre enzimas libres con inmovilizadas. Sin
embargo, el bajo rendimiento de actividad no es un problema cuando el uso repetido de la
enzima inmovilizada puede compensar esto. La segunda inmovilizacién de tipo irreversible,
es particularmente importante para la inmovilizacion de enzimas labiles y para aplicaciones
en sistemas bioanaliticos. Los procedimientos mas comunes son por adsorcion con

interacciones no covalentes (Garcia, et al., 2011).

La cascara del huevo es una bioceramica compuesta de una fase organica y otra inorganica.
Quimicamente esta compuesta de 1,6% de agua, 95,1% de minerales, de los cuales 93,6%
corresponden a carbonato de calcio en forma de calcita, 0,8% de carbonato de magnesio y
0,73% de fosfato tricélcico, y finalmente 3,3% de materia organica. En ella ocurre
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nucleacion heterogénea primaria y secundaria a partir de las mamilas (Arias et al., 1991).
Estructuralmente la céscara de huevo de aves esta constituida por cuatro capas, a saber: (a)
Membrana de cascara de huevo, (b) Capa mamilar, (c) Capa de empalizada y (d) Cuticula
(Fernandez y Arias, 2000).

Una matriz de gran interés a nivel de reutilizacién como recurso biolédgico es la membrana
de la cascara de huevo (MCH). La MCH esta compuesta por fibras proteicas (biopolimeros
fibrosos) que forman una membrana semipermeable, similar a una red. La MCH posee una
red intrincada de fibras estables e insolubles en agua y tiene un éarea de alta superficie
resultando en diversas aplicaciones entre otras como adsorbente. Estan formadas por fibras
de colageno (colageno tipo I, V y X, que constituyen el 88-96% de su peso seco) dispuestas
en dos capas: interna y externa (Arias et al., 1991). También se ha informado de la
presencia de otras proteinas, tales como osteopontina y la sialoproteina (Arias et al., 1991;
Torres et al., 2010).

Para la elaboracidn de productos lacteos, en este caso el queso fresco de leche entera, la
leche pasteurizada tiene que estar a una temperatura de 37-39 °C (Tamine, 2011). Después
viene la etapa de adicién del cuajo (Rennina o Quimosina) con una dosificacion que es
variable, dependiendo de la fuerza del cuajo y cantidad de leche a utilizar. Por ejemplo: si
al comprar el cuajo en la etiqueta dice que tiene una fuerza de 50000, esto quiere decir, que
un gramo de éste cuaja 50.000 gramos de leche, esto es aproximadamente 50 litros de
leche. Tras la dosificacion del cuajo, la leche se agita no mas de dos a tres minutos
(Bylund, 2010).

El tiempo de cuajado o de coagulacion es de 30 minutos a una temperatura de 37 °C. Es
importante que la leche se mantenga en reposo para evitar afectar negativamente el proceso
de coagulacién y causar perdidas de caseina en el lactosuero (Tamine, 2011).

En el presente proyecto se intentard inmovilizar la enzima rennina sobre la MCH,
aprovechando las propiedades mecanicas de la red de biopolimeros. Esto se realizara para

lograr la reutilizacion enzimatica en la elaboracion de quesos frescos industriales.
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HIPOTESIS

Si, las enzimas de uso industrial son desechadas y no se vuelven a utilizar, entonces si estas

se inmovilizan y no pierden su actividad, se podrian reutilizar.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la actividad de la rennina inmovilizada sobre la MCH a tiempo
definido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la inmovilizacion sobre la actividad de la enzima, midiendo la

cantidad de cuajo obtenido de la enzima inmovilizada a distintos tiempos.

2. Evaluar la estabilidad de la enzima, determinando su actividad al ser reutilizada

varias veces, midiendo la cantidad de cuajo a un tiempo definido.

12



MATERIALES Y METODOS

En este proyecto de inmovilizacién de la enzima rennina in vitro, se utiliz6 como matriz
de apoyo la MCH para determinar el efecto de la rennina inmovilizada sobre la
precipitacion de las micelas de caseina. Para esto se disefié un modelo experimental:

\ Caseina precipitada
Val-COOH

A

Figura Nro. 1: Modelo Experimental. La enzima rennina inmovilizada sobre la membrana de cascara de huevo y su efecto

en la x-caseina.

Este disefio consistié en el uso de un soporte, el cual fue una malla de plastico color
transparente de 20 mm de largo y 15 mm de ancho, donde se le adhiri6é un trozo de MCH
de 15 mm de largo y 12 mm de ancho con la enzima rennina inmovilizada, colocando sobre
ésta otro trozo de malla de plastico de 15 mm de largo y 15 mm de ancho. Para que la MCH

no se desprendiera de la malla se reforz6 cociendo los extremos de estas.

En el borde inferior de la malla de plastico se colocd un magneto de 15 mm de largo y 5

mm de ancho, lo que permitio hacer girar la malla sobre un agitador magnético.
Se ocupd la solucion de rennina (E.C.3.4.23.4) al 4% en tampon fosfato a pH 58 y

paralelamente se prepar6 una solucion acuosa de glutaraldehido al 2,5 % y &cido acético al
1%.
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Primero se obtuvo la MCH y luego se inmovilizo la enzima rennina sobre esta membrana

con las concentraciones y soluciones que se indican a continuacion:

Obtencion de la membrana de cascara de huevo

Se quebrd un huevo en uno de sus extremos para eliminar la yema y la albdmina, luego este
fue lavado con agua desionizada para eliminar los residuos de albdmina. Para desprender la
MCH se afiadi6 acido acético al 1% (aprox. 54 ml) al interior del huevo, dejando actuar por
20 minutos. La membrana una vez extraida se lavé con agua desionizada (D'Souza, 2013)

para eliminar los restos de acido acético.

Inmovilizacidn de rennina sobre la membrana de cascara de huevo

Una vez cortada la MCH se colocd en una placa Petri de 53 mm de diametro. Se depositd
sobre ella 100 pl de rennina (SIGMA) al 4%. Después de una hora se afiadio 30 ul de
solucion acuosa de glutaraldehido al 2,5% como agente reticulador (Figura Nro. 2). Se
utilizé una varilla de vidrio para extender la solucion de glutaraldehido en toda la superficie
de la membrana (Zhang et al., 2006). Después de 30 minutos, la membrana se lavd en

tampon fosfato a pH 5,8 durante 20 minutos.

Glutaraldehido Enzima Rennina

it -'1’
N

MCH externae interna

Figura Nro. 2: En la figura se muestran las dos capas de la MCH: la interna de fibras delgadas y la externa de fibras
gruesas. En la capa externa de la MCH se encuentra retenida la enzima rennina y como agente reticulador el

glutaraldehido.
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Protocolo Experimental

Se inmoviliz6 la enzima por las dos capas de la MCH; por la capa externa (C.E.) fue
nombrada muestra experimental E; y por la capa interna (C.l.) se nombré muestra
experimental E,. Adicionalmente, se elaboraron siete muestras controles Cy, Cy, Cs3, Cy4, Cs,
Cs y Cy. Estas muestras controles se realizaron con el fin de comprobar que la temperatura,
pH y las soluciones ocupadas en la inmovilizacion enzimética, no tengan interaccion con el

producto final esperado.

Todo esto se realizé para medir el efecto de:
e MCH (C.E.) con rennina mas glutaraldehido, en 10 ml de leche entera (E;).
e MCH (C. L) con rennina mas glutaraldehido, en 10 ml de leche entera (E>).
e MCH (C. 1) s6lo con rennina, en 10 ml de leche entera (C,).
e MCH (C.E.) con glutaraldehido, en 10 ml de leche entera (Cy).
e MCH (C.E.) s6lo con rennina, en 10 ml de leche entera (Cs).
e MCH en 10 ml de leche entera (Cy).
e Glutaraldehido directamente en 10 ml de leche entera (Cs).
e Laenzima rennina directamente en 10 ml de leche entera (Cs).

e Leche entera sin MCH ni soluciones (Cy).

En la Figura Nro.3 observa el protocolo experimental detallando el tipo de solucién,

concentracion y cantidad que se utilizé para cada muestra.

(Las mallas de plasticos, las MCH, la leche entera y el magneto tendran las mismas

medidas, marcas y pesos nombradas anteriormente).
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N'DELA | USODELAMCH | USODELAMCH | USODERENNINA | GLUTARALDEHIO | TAMPON FOSFATO | LECHE
MUESTRA | (C.EXTERMY) | (C.INTERNA) (111 hora) (1130 min) (4m/20min) (m)
Ey % 100 30 % 10
B % 100 30 v 10
G v 100 v 10
G, v 30 / 10
Cy v 100 v 10
Cy Y v v 10
Cs 30 10
Cs 100 10
G 10

Figura Nro.3: En la figura se observa que para la muestra E; se ocup6 la capa externa de la MCH y para la muestra E, se
ocupo la capa interna de la MCH. Las demas muestras, son muestras controles en que se evalla el efecto por separado de
la renina sobre ambas capas de la membrana, la renina directamente en la leche, el glutaraldehido sobre la capa externa de
la membrana, el glutaraldehido directamente en la leche, la membrana sin ningun tipo de solucién y una frasco sélo con

leche.

Posteriormente las muestras E; y E; méas los controles C;, C,, Cs, C4, Cs, Cs, Cr, SE
adhirieron a las mallas nombradas anteriormente, para ser introducidas individualmente en
un frasco (con tapa) con los 10 ml de leche entera a 37 °C. Después los frascos con sus
respectivas mallas, se agitaron durante tres minutos sobre un agitador magnético, para

luego dejarlos en reposo en una incubadora durante 30 minutos a una temperatura de 37 °C.

Transcurridos los 30 minutos, los nueve frascos se dejaron en reposo en una estufa a una

temperatura de 24 °C durante 18 horas.
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Para determinar que los resultados de inmovilizacion de la enzima rennina sean
significativos, los dos modelos experimentales mas los siete controles se repitieron 10

veces en los mismos tiempos, temperatura y concentracion sefialada anteriormente.

Analisis cualitativo de las muestras
Para comenzar el andlisis cualitativo, se extrajeron los frascos transcurridas las 18 horas en

la estufa a 24 °C, donde se determind la presencia o ausencia de cuajo en ellos.

Posteriormente, se retiraron las mallas con sus respectivas MCH de los frascos, donde se

les midi6 el pH al producto obtenido de ellos.

Después de esto, para realizar el proceso de separacion del cuajo con el suero, se utilizé
papel filtro mojado (PFM) (estimando un promedio de peso de 1,7679 g. cada papel). Cada
PFM fue colocado en una probeta y bajo ésta un tubo de 10 ml. Los frascos fueron vaciados

sobre los PFM y se dej6 en reposo durante 18 horas (Figura Nro. 4).

Se utilizd el andlisis no paramétrico de Friedman, que trata de comparar mas de dos

variables relacionadas (Gomez et al., 2008).
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Figura Nro. 4: Muestras experimentales (E; y E,) y controles (Cy, Cy, Cs, Cy4, Cs, Cg y C7), durante el proceso de filtracion

en sus respectivas probetas.

Paralelamente se reutilizd6 una muestra experimental E; y una muestra del control Cs
escogidas al azar, para evaluar el nimero de ciclos de la actividad enziméatica inmovilizada
en el tiempo, hasta que pierda su funcionalidad. Para realizar esta reutilizacion de
membranas, se ocuparon los mismos 10 ml de leche entera, didmetro de las mallas y

temperaturas nombradas anteriormente, pero sin ser reutilizadas.
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RESULTADOS

Como se muestra en la figura Nro.5, se observo que la muestra experimental Ej, al igual
que los controles C3 y Cg si hubo coagulacion de las micelas de caseina. En cambio, se
observé que en las muestras experimentales E, y los controles C;, C,, C4, Cs y C7 no hubo

formacion de cuajo en ellas.

Figura Nro.5: Muestras experimentales (E;, E;) y los siete controles (C;, C,, C3, Cy4, Cs, Cgy C7).

Producto del proceso de filtracion, se obtuvieron cantidades variables de cuajo y suero,

como se observa en la figura Nro.6.
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Figura Nro.6: Se observa la formacion de cuajo en las muestras E;, C3 y Cg, mientras que en las muestras E;, C;, C,, Cy,

Cs y C; hay presencia de leche entera.

En la figura Nro.7 se observa el promedio del cuajo, suero y leche obtenido de las diez

repeticiones de las nueve muestras.

Muestra Gramoos de Volumen de Leche Entera
Cuajo Suero
E1 3,3728 g. 4,8 ml -
E> - - 8,0 ml
Ci - - 8.1 ml
C, - - 8,0 ml
Cs 2,7417 g. 4,2 ml -
Cy - - 8,1 ml
Cs - - 8,0 ml
Ce 4,4409 o. 6,5 ml -
C5 - - 8.1 ml

Figura Nro.7: Resultado promedio del cuajo, volumen de suero y leche de las nueve muestras.
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A continuacion en los graficos Nro.1 y 2 observa el promedio y la desviacion estandar de
los gramos de cuajo y volumen de suero de las muestras E;, C3 Y Cg logrados en funcion
del estudio realizado, mientras que en los graficos Nro.3 y 4 se observa el promedio y la
desviacion estandar de los gramos de cuajo y volumen de suero obtenidos mediante la
reutilizacion de las muestras E; y Cs.

Promedio y desviacion estindar de los gramos de cuajo de las
muesirasE1, C3 y Co6

5,00

4,50 T

4,00

3,50

3,00 |
2,50 )
w Promedio
2,00 -
1,50

1,00

0,50 |

0,00
c3 E1 c6

Gréfico Nro. 1: En el gréfico se observan los pesos promedios y desviaciones estandar de las muestras E;, C;3y Cg,

Lo que se puede inferir de este grafico, es que la muestra con mayor peso promedio del
cuajo es la muestra Cg, le sigue en segundo lugar la muestra E; y finalmente la muestra Cs.
Adicionalmente, se observa que a mayor peso promedio de las muestras, menor es su
desviacién estandar. Con respecto a esto cabe destacar, que E; # C3, E; # Ce y C3 # Cs |0
que significaria que p < 0,05 y por ende si existen diferencias significativas entre las
muestras.
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Promedio y desviacion estandar del volumen de sueroe de las
muestrasE1l, C3y Cé6

m Promedio

Cc3 E1l Cc3

Grafico N°ro.2: En el gréfico se observan los volimenes promedios y desviaciones estandar de las muestras E;, C3 y Cg,

En el grafico se muestra que el mayor peso promedio del cuajo es la muestra Cg, le sigue en
segundo lugar la muestra E; y finalmente la muestra C3. También se observa que a mayor
peso promedio de las muestras, menor es su desviacién estandar. Ahondando en lo anterior,
se puede inferir que E; # Cs, E; # Cs y C3 # Cg o que significaria que p < 0,05 y por ende

si existen diferencias significativas entre las muestras.
A continuacién en los graficos Nro. 3 y 4 se observa el peso del cuajo y pH de este de las

diez reutilizaciones de la MCH de las muestras E1 y C3, mientras en los graficos Nro. 5y 6
se observa el volumen de suero y pH de tales muestras.
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Grafico Nro.3: En el grafico se observa el peso del cuajo y pH de éste en la reutilizacion de la muestra E;.

mCugjoen gr.
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0 1 2 3 4 5 ] 7 g 9 10

Grafico Nro.4: En el grafico se observa el peso del cuajo y pH de éste en la reutilizacion de la muestra C3.

Cabe destacar, que en la reutilizacion nimero 9° y 10° de ambas muestras (E1 y C3) se

obtuvo un pH de la cuajada de 4,5.
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Gréfico Nro.5: En el grafico se observa el volumen de suero y pH de éste en la reutilizacion de la muestra E;.

mSueroen ml

3 EpH

a 1 2 3 4 5 b 7 B 9 10

Grafico Nro.6: En el grafico se observa el volumen de suero y pH de éste en la reutilizacion de la muestra Cs,

Al determinar el pH del volumen de suero se observa que en la reutilizacion numero 9° y
10° de ambas muestras (E; y C3) hay una baja de pH a 4,5.
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DISCUSION

Como producto del avance de la biotecnologia y su aplicacion en procesos industriales para
la obtencion de productos quimicos, farmacéuticos o alimentarios se ha recurrido al uso de
enzimas. La inestabilidad que presentan los procesos quimicos industriales y la dificultad
de poder separarse el sustrato del producto, todos solubles en agua, hacen que las enzimas
no se puedan reutilizar. Como alternativa se ide6 el metodo de inmovilizarlas a un soporte
inerte para hacer factible que un proceso biotecnoldgico sea rentable, reutilizable y que la

enzima no permanezca en solucion al finalizar el tratamiento (Dusséan, 2008).

Para lograr la inmovilizacion enzimatica, se han descrito diferentes técnicas, tales como la
adsorcion fisica (por atrapamiento o inclusién a membrana) y la union quimica (por unién a
soportes y reticulado), no obstante, el mas utilizado es la unién quimica por reticulado
(Dussan, 2008). En este caso, se estudiaron 2 enfoques diferentes sobre la membrana de
cascara de huevo (MCH); la adsorcién fisica, afiadiendo la enzima sobre la MCH y la union
quimica por reticulado usando como reactivo bifuncional el glutaraldehido al 2,5% (Poletto

et al., 2011), afiadiendo la enzima mas glutaraldehido sobre la MCH.

Estudios anteriores han comprobado que la MCH se han convertido en la plataforma ideal
para la inmovilizacion de enzimas, ya que proporcionan un microambiente biocompatible
alrededor de la enzima (Tembe et al., 2008). Como se mencioné anteriormente, la MCH es
una de tales sustratos utilizados como soporte y con la estructura de proteinas reticuladas y

con una excelente permeabilidad a los sustratos y productos (Arias et al., 2007).

En relacion a la presente memoria, se comprobo el efecto de la coagulacion de las micelas
de caseina producto a la utilizacion de rennina mas glutaraldehido sobre la capa externa de
la MCH, lo cual es atribuible a la inmovilizacion enzimatica por el método de union
quimica, concordando con lo descrito por Lépez, (2007). También se demostrd que este
método tiene una mayor actividad enzimatica en comparacion a la muestra en que contenia
a la rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, lo que es de gran importancia, ya que
concuerda con estudios anteriores demostrados por Dussan, (2008), en donde propone que
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la enzima es adsorbida sobre un soporte, y luego si es tratada con glutaraldehido dentro de
las condiciones adecuadas, todos los grupos amino primarios de la enzima y del soporte se
pueden activar con una molécula de glutaraldehido. Esto permite tener un entrecruzamiento
intenso dentro de las condiciones de reaccion. El resultado de esta reaccion son enzimas
con enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH y

temperatura.

Por otro lado, la rennina méas glutaraldehido sobre la capa interna de la MCH, no se
presencid coagulacion de las micelas de caseina, lo que puede deberse a que no hubo
inmovilizacién enziméatica. Dado que por la capa interna de la MCH se encuentra la
membrana limitante descrita por Bellairs y Boyde (1969) y revisada por Fernandez y Arias
(2000).

De la misma forma, se comprobd que al usar la rennina sobre la capa interna de la MCH, no
hubo coagulacién de las micelas de caseina, lo que puede deberse a que no ocurri6 adhesion
fisica de la enzima sobre la membrana. Este resultado también se atribuiria a la presencia de
la membrana limitante descrita por Bellairs y Boyde (1969) y revisada por Fernandez y
Arias (2000).

Con respecto a la membrana mas glutaraldehido en la capa externa de ésta, no se produjo
coagulacion de las micelas de caseina, lo que puede ser debido a que las moléculas de
glutaraldehido no afectarian la integridad fisica de las proteinas de caseinas.

En cambio, se comprob6 la coagulacion de las micelas de caseina en presencia de la
rennina sobre la capa externa de la MCH, lo cual se le atribuye al efecto de adsorcion fisica
de la enzima sobre la membrana. Lo anterior es de gran importancia, ya que se contrapone a
lo de descrito por Sheldona, (2009), en donde describe que la adsorcion fisica es
generalmente demasiado débil para mantener la enzima fijada al soporte en condiciones

industriales en altas concentraciones de producto y gran fuerza idnica.
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Con respecto a la MCH en la leche, no hubo presencia se coagulaciéon de las micelas de
caseinas, esto puedo deberse a que no existid interaccion entre la MCH con las proteinas de

caseina de la leche.

También se observé la falta de coagulacion de las micelas de caseina en presencia del
glutaraldehido en la leche. Esto se deberia a que la molécula de glutaraldehido por si sola

no afecta la conformacion fisica de las proteinas de caseina.

Adicionalmente agregando rennina sobre la leche se produjo el efecto de coagulacion de las
micelas de caseina, este resultado obtenido confirma lo descrito por Sbodio y Revelli,
(2012), quienes mencionan que la rennina rompe los enlaces peptidicos de la caseina, entre
la fenilalanina y metionina, desprendiendo pequefios segmentos de esta y la completa

precipitacion de la micela.

Por ultimo, no se observé coagulacion de las micelas de caseinas cuando se tenia leche sola
en la muestra, lo que concuerda con lo mencionado por Bylund, (2010), en el que describe

la temperatura de pasteurizacion es de 37-39 °C.

Adicionalmente se demostro lo descrito por Quijano, (2010), afirmando que el pH 6ptimo

de la caseina es de 5,8 e inestable bajo 5,0.

Mediante la reutilizacion en el tiempo de la membrana con la rennina inmovilizada, ya sea
por el método de union quimica o adsorcidon fisica, se comprueba la presencia de
coagulacién de las micelas de caseinas. Esto puede deberse a que mediante la
inmovilizacion enzimatica la enzima no pierde su actividad de interaccién con el sustrato o
con la MCH vy tiene mayor resistencia a la inactivacién en comparacion a la enzima sin
inmovilizar, lo que concuerda a lo descrito por Dussan, (2008). Sin embrago, a medida que
aumenta la reutilizacién de las membranas, se aprecia una coagulacién acida (pH de 4,5),
descartando las muestras con este pH dentro de los resultados significativos, ya que como
se menciond anteriormente el rango de estabilidad de la caseina varia entre 6,6 — 5,0

(Quijano, 2010). Lo anterior es de gran importancia, ya que si se adiciona acido a la leche,
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la carga negativa de la cara externa de la micela se neutraliza (los grupos fosfatos se
protonan) y la proteina neutra se precipita (Sbodio y Revelli, 2012). Esto puede deberse a
que como la MCH se encuentra dispuesta en dos capas, formando ambas un entramado
fibrilar (Fernandez y Arias, 2000), en la reutilizacion de ésta podrian quedar restos de
micelas de caseina, siendo este un factor predisponente para el crecimiento de bacterias.
Con este crecimiento de bacterias va asociado a la produccion de &cido lactico llegando a
producir este la misma reaccion de la coagulacion acida (Sbodio y Revelli, 2012). Unas
posibles soluciones para contrarrestar el efecto de la coagulacion &cida, es utilizar un buffer
de pH alcalino o un antimicrobiano, pero cabe destacar que al utilizarlos no elaborariamos

un producto inocuo para el consumo humano.

Las diferencias existentes entre los métodos de inmovilizacion enzimatica (union quimica y
adsorcion fisica) sobre la capa externa de la MCH vy la rennina directamente en contacto
con la leche entera, se deberia a que si a la rennina se le afiade glutaraldehido comienza a
formar enlaces intermoleculares irreversibles, formando un vinculo intenso entre la MCH-
glutaraldehido-rennina, teniendo esto la ventaja de que la enzima no pueda ser retirada de la
superficie de la membrana facilmente. Este tipo de unidn es capaz de aumentar la
estabilidad de la rennina y mantener su actividad en el tiempo (Dussan, 2008), mientras
tanto si la rennina es retenida fisicamente en el entramado fibrilar de la MCH, esta adhesion
es demasiado débil para mantener la enzima fijada a la MCH y mantener su actividad en el
tiempo (Sheldona, 2009). Por otra parte, cuando la rennina se encuentra libre, sin ser
colocada sobre la MCH, conserva el 100% de su actividad enzimatica (Sbodio y Revelli,
2012).

La similitud de efectos en la rennina mas glutaraldehido sobre la MCH comparada con la
rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, indicaria que la rennina sin glutaraldehido sobre
la MCH conserva su actividad casi igualando a la muestra con la rennina mas
glutaraldehido sobre la MCH. Esto se contradeciria a lo descrito por Sheldona, (2009),
quien propone gue la adsorcion fisica es demasiado débil para mantener a la enzima fijada a

un soporte, y se reafirma lo mencionado por Tembe et al., (2008), quienes proponen que la
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MCH es una bioplataforma para la inmovilizacion de enzimas gracias a su red fibrosa,

siendo de excelente uso apara atrapar a la enzima en su entramado fibrilar.
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CONCLUSIONES

La membrana de céscara de huevo (MCH) resultd ser un excelente soporte para la
inmovilizacion de la rennina por primera vez. Gracias a esto, se podria crear un producto

mucho mas puro en la elaboracion de quesos.

Para este estudio de inmovilizacidon enzimatica, se considerd el método de unién quimica y
adsorcion fisica. En relacion a los métodos utilizados, es importante mencionar que el
método de unidn quimica, osea la rennina mas glutaraldehido sobre la MCH, demostrd ser
un método de alta eficiencia en conservar la actividad y estabilidad de la enzima. Por otro
lado, la adsorcidn fisica, osea la rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, constituyo ser un
buen método de inmovilizacion enzimatica, mostrando que la estructura de la MCH es un
excelente elemento para retener enzimas y que estas conserven su actividad. Ahondando en
esto ultimo, se comprob6 que el método de unién quimica conserva mayor actividad de la

enzima que el método de adsorcion fisica.

La aparicion de cuajo en las muestras con la rennina directamente en la leche, la rennina
mas glutaraldehido sobre la MCH y la rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, reflejaron
la gran influencia que tiene la enzima en el proceso de cortar los enlaces de la caseina y
lograr la posterior precipitacién de ésta y formar una coagulacion de la leche. Asi mismo,
los diferentes métodos de inmovilizacion enzimatica y la adicion de la rennina en su forma
libre, demostr6 ser un factor capaz de influir fuertemente en el peso promedio de los
gramos de cuajo y volumenes de suero obtenidos. Si bien en un comienzo se esperaba
obtener coagulacion de la caseina solo por el método de unién quimica y afiadiendo a la
rennina directamente en la leche, la presencia de la rennina retenida por atrapamiento
(adsorcion fisica) en el entramado fibrilar de la MCH demostré tener reaccion ante la
caseina, casi igualandose a la método de union quimica. En este sentido, se observd que en
primer lugar, en cuanto a peso promedio de la cuajada y volumen de suero, se encuentra la
rennina directamente en la leche, en segundo lugar la rennina mas glutaraldehido sobre la
MCH vy en tercer lugar la rennina sin glutaraldehido sobre la MCH, lo que da cuenta a que

hubieron diferencias significativas entre las muestras.
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Por otro lado, la reutilizacion de las MCH con la rennina mas glutaraldehido y la MCH con
rennina sin glutaraldehido, demuestran que la rennina conserva su actividad y estabilidad
enzimatica por un tiempo de 10 reutilizaciones, comprobandose por formacion de la

cuajada de la leche.

Una de las desventajas de este proyecto, es que ante una posible contaminacion bacteriana
en la reutilizacion de la MCH, mencionado en la discusion, no se pudo estimar en cuanto
aumenta el producto debido a la coagulacion &cida, sin descartar que ain la rennina
mantiene su actividad. Ante esto, habria que crear nuevas alternativas para poder
diferenciar cuanto influye la coagulacion acida en el producto. Por otro lado, una ventaja de
la reutilizacion de las MCH, es que la enzima no permanece en la leche al finalizar el

tratamiento y asi permitir un reciclado de esta, aumentando la pureza del producto.

En resumen, en la presente memoria de titulo se demostré que se puede inmovilizar rennina
sobre la MCH, sin embargo su actividad es menor gque la rennina afiadida directamente en
solucion. Por otro lado, no sabemos si tenemos una concentracion equivalente de enzima en
todas las muestras. También se comprueba que la reutilizacion de la MCH con la rennina

inmovilizada, se mantiene la actividad de ésta al menos por 10 reutilizaciones.
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ANEXO

CARTA GANTT

ACTIVIDADES SEMANAS
112(3|4|5|6[7[8[9]10|11|12|13|14|15|16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 (23|24

Estudio tedrico
Inmovilizacién
Enzimatica

Entrega anteproyecto

Fase experimental

Anadlisis de los
resultados

Entrega 1*" avance

Presentacion avances

Entrega 2° avance

Presentacion final
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