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RESUMEN

Este estudio evalu6 la actividad pectinolitica de las enzimas producidas por el aislado Aspergillus niger M6P21 (P. Micheli,
1729), utilizando albedo de pifia, albedo de maracuyd y una combinacién de ambos como Uunicas fuentes de carbono,
con pectina comercial como control. El aislado M6P21 fue obtenido de un cultivo de pifa en el distrito Sarandelo de
Lorica, Cordoba, Colombia. La produccién enzimética se evalué en cuatro tratamientos: albedo de pifa, albedo de mara-
cuya, su mezcla y pectina comercial. La actividad pectinolitica se monitoreé durante tres dias, y los resultados se expresa-
ron como concentracion de azucares reductores. Los hallazgos demostraron una actividad enzimatica notable: 0,2816 g/
L para el albedo de pifia, 0,2740 g/l para el albedo de maracuyd, 0,3923 g/l para la mezcla de sustratos y 0,3046 g/L
para la pectina comercial. El andlisis estadistico mediante ANOVA arrojé un valor - p de 0,9383, lo que indica que no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Estos resultados resaltan el potencial de Aspergillus niger M6P21
para la produccién de pectinasas a partir de subproductos agroindustriales, ofreciendo un enfoque biotecnolégico soste-
nible para la valorizacién de residuos frutales en las industrias alimentaria y biotecnoldgica.

Palabras claves: Enzimas fungicas, Ananas comosus, Passiflora edulis, Aspergillus niger, Azucares.
ABSTRACT

This study evaluated the pectinolytic activity of enzymes produced by the Aspergillus niger M6P21 isolate (P. Micheli,
1729), using pineapple albedo, passion fruit albedo, and a combination of both as sole carbon sources, with commer-
cial pectin serving as the control. The M6P21 isolate was isolated from a pineapple crop in the Sarandelo district of
Lorica, Cérdoba, Colombia. Enzyme production was assessed across four treatments: pineapple albedo, passion fruit
albedo, their mixture, and commercial pectin. Pectinolytic activity was monitored over three days, with results ex-
pressed as reducing sugar concentration. The findings demonstrated notable enzymatic activity: 0.2816 g/L for pineap-
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ple albedo, 0.2740 g/L for passion fruit albedo, 0.3923 g/L for the mixed substrates, and 0.3046 g/L for commercial
pectin. Statistical analysis using ANOVA vyielded a p-value of 0.9383, indicating no significant differences among the
treatments. These results highlight the potential of Aspergillus niger M6P21 for pectinase production from agro-
industrial by-products, offering a sustainable biotechnological approach for the valorization of fruit waste in the food

and biotechnology industries.

Keywords: Fungal enzymes, Ananas comosus, Passiflora edulis, Aspergillus niger, Reducing sugars.
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INTRODUCCION

En Cordoba la comercializacién de jugos constituye un
factor importante en el dmbito econémico, desde el afo
2022 se siembran aproximadamente 225 hectireas de
Pina (Ananas comosus) conformando el 2% de produc-
tores de pifa a nivel nacional (Granado & Aguillon,
2019; Ajayi et al., 2022; Agronet, 2024b). En el caso del
consumo maracuya (Passiflora edulis) la siembra fue de
1.024 hectareas aproximadamente para el 2022
(Agronet, 2024a), estas frutas son comercializadas por
sus propiedades nutricionales lo que lleva a la alta de-
manda de la produccién por pequefios agricultores.

La pectina es un polisacarido con estructura compleja
que hace parte de la pared vegetal de los frutos y plan-
tas, por su alta complejidad la degradacién de esta es-
tructura depende de enzimas producidas por microorga-
nismos filamentosos (Satapathy et al., 2020; Neves Ju-
nior et al., 2021). Estd constituido de unidades repetiti-
vas de residuos acido galactopiranosilurénico y unida-
des de galactosa, arabinosa, xilosa y fructosa (Ciriminna
etal., 2022; Zhong et al., 2021).

Las enzimas son herramientas biotecnolégicas muy va-
liosas en la elaboracion de alimentos (C. Li et al., 2020;
Boukid et al., 2023), particularmente las pectinasas se
emplean en la industria alimenticia para aumentar la
eficiencia de procesos extractivos, estabilizacion de pro-
ductos y mejoramiento del sabor. Su produccién a bajo
costo, de hongos filamentosos utilizando sustratos
agroindustriales afines con el microorganismo, como
este caso sustratos ricos en pectina Sharma et al,
(2022). Estas son producidas principalmente por micro-
organismos donde se encuentran bacterias, levaduras y
hongos filamentosos, hoy en dia esta enzima juega un
papel importante en las actividades metabdlicas de casi
todos los organismos vivos (Abdullahi et al., 2021; Lo-
zano & Lépez, 2001).

El microorganismo mas empleado en la industria para la
produccion de enzimas es Aspergillus niger, gracias a su
capacidad de secretar hasta un 70% de enzimas extra-
celulares, permitiéndole metabolizar diversas fuentes de

carbono (Sharma & Vimal, 2023). En este contexto, se
ha planteado el uso de enzimas producidas por hongos
del género Aspergillus en andlisis cualitativos de jugos
naturales de baja concentracién, con el propésito de
evaluar su potencial clarificante (Kirimura & Yoshioka,
2019; Garcia et al., 2023). Este hongo es facil de mane-
jar debido a su crecimiento rapido y a su capacidad de
fermentar cualquier materia prima (Viayaraghavan et al.,
2019; Mohammadi et al., 2023) y también ofrece rendi-
mientos constantes cuando es utilizado (Chergui et al.,
2021; Abarca, 2000; Weng et al., 2024).

Esta investigacion se realizé con el objetivo de determi-
nar la actividad enzimdtica mediante el método DNS
(acido 3,5- dinitrosalicilico) para un andlisis la produc-
cién enzimatica del hongo Aspergillus niger M6P21 nati-
va de cultivos de frutas de pifa, la cual fue sometida a
diversos tratamientos, empleando como sustratos modi-
ficados el albedo de pifia y maracuya. La tecnologia de
enzimas flngicas y especialmente las pectinoliticas es
utilizada para mejorar la calidad de productos alimenti-
cios ya que estas preservan las caracteristicas tanto nu-
tricionales y organolépticas de los mismos. Por lo que se
planteé la siguiente hipétesis.

La utilizacion de residuos de pifa (Ananas comosus) y
maracuya (Passiflora edulis) como sustratos en cultivos
del hongo M6P21 de Aspergillus niger actuard como
fuente de carbono, favoreciendo la actividad enzimatica
y promoviendo la produccién de aztcares reductores.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras y aislados directamente de cultivos
representativos de pifia y maracuya localizados en el
corregimiento Sarandelo - Lorica (9.110743° N,

75.828322° O) y el municipio de Purisima - Cérdoba
(9.282834° N, -75.767724° O). Durante el muestreo en
Sarandelo (abril de 2021), se registr6 una temperatura
promedio de 30 °C y una humedad relativa del 75 %. En
Purisima (mayo de 2021), las condiciones fueron de
aproximadamente 32 °C y 80 % de humedad relativa.

Los experimentos in vitro se realizaron en las instalacio-
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nes del laboratorio de investigacion de Biotecnologia
(GRUBIODEQ), en la Universidad de Cérdoba, ubicado
en Monteria (8.792482° N, -75.862677° O), donde se
llevaron a cabo los procedimientos de aislamiento y
evaluacion enzimatica. Las muestras fueron recolectadas
con guantes, bolsas estériles y transportadas en una ca-
va térmica hasta el laboratorio. Se implementaron medi-
das de bioseguridad para evitar contaminacién cruzada.
Todo el material e instrumentos empleados fueron pre-
viamente desinfectados o esterilizados.

Caracterizacion del aislado Aspergillus M6P21 asocia-
do a los cultivos de frutos de pina y maracuya

Aislamiento de hongos del género Aspergillus. Se pre-
pararon trampas con contenido de frutos fisiol6gicamen-
te maduros de pina y maracuyd; en un recipiente con un
contenido de 10 g aproximadamente de residuos hume-
decidos con solucion de sales Czapek, cada trampa fue
ubicada dentro del cultivo de pifia y maracuya durante 1
hora aproximadamente (Ver Anexo 1).

Las trampas que fueron expuestas en los cultivos frutales
se les proporciono una incubacién a 30 £2°C de 3 a 8
dias para inducir crecimiento de los hongos. Luego de
esto, desde el dia 3 y hasta el dia 8 se hicieron observa-
ciones y aislamiento de microorganismos, estos fueron
creciendo en la superficie de la cascara de cada fruta. Al
obtener el crecimiento, fueron sembrados en Agar Cza-
pek modificado (Figura 1) a 30 £2°C por 8 dias; en el

Figura 1. Czapek modificado. Medio de cultivo preparado de manera
artesanal, donde se utilizan las sales del medio Czapek y en lugar de
usar sacarosa, se reemplaza por residuo de pifia o maracuyd en la
proporcién indicada para preparar el medio de cultivo.

caso de que los microorganismos no se encontraran
puro se realizaban repicas hasta obtenerlos puros para
después identificarlos por sus caracteristicas morfol6gi-
cas Arauz Cavallini (1998). Para la caracterizacién mole-
cular, se aisl6 ADN gendémico puro a partir de conidias
del cultivo fdngico (M6P21). La calidad del ADN extrai-
do fue evaluada mediante electroforesis en gel de agaro-
sa al 1,0%. La region del espaciador interno transcrito
(ITS) fue amplificada mediante PCR utilizando cebadores
universales especificos para esta region. El amplicon ob-
tenido fue secuenciado, y la secuencia resultante se ana-
liz6 mediante la herramienta BLAST en la base de datos
GenBank del NCBI, con el fin de establecer su identidad
molecular del hongo Aspergillus niger Wagh et al,
(2022). Cada aislado se sembré sobre medios de cultivo
agar Czapek modificado con albedo de pina y albedo de
maracuya respectivamente como unica fuente de car-
bono. Se llevé a cabo: siembra en placas, dilucion, y
siembra directa, para identificar sus caracteristicas morfo-
l6gicas (Q. Li et al., 2020; Madigan et al., 2003).

Determinacion la actividad pectinolitica de hongos selec-
cionados utilizando sus extractos enzimaticos en albedo:
pina, maracuya, pina/maracuya y pectina comercial

Preparacion de inoculos. La preparacién de inéculos
parti6 de la recoleccion de esporas del hongo aislada
seleccionada, los cuales presentaron mayor capacidad
de crecimientos en medio de agar Sabouraud (hasta la
esporulacién), con 10 mL de solucion salina (NaCl
0.85% + Twen 20 al 0.1%) y se realizé un conteo de
esporas por el método de dilucién seriada usando cama-
ra de Neubauer, para obtener las concentraciones de
conidias por mL Osorio & Cando (2017).

Introduccion a la produccion de enzimas. En este proce-
s0, se utilizé la técnica de fermentacion sumergida al 10%
de sustrato modificado de Oviedo y Ramos en el 2013
Ramos Galeano (2013). Se realizé un conteo de esporas y
estas soluciones se inocularon en un volumen de 25 mL
de medio liquido modificado Czapek al 2 % de pifia, ma-
racuyd, pina/ maracuyd y de pectina citrica comercial al
2% a un pH 5.6 con 0.5 mL de suspension de esporas e
incubados por un periodo de 3 dias (24, 48, 72) a 150
rpm a 30°C respectivamente Osorio & Cando (2017).

Ensayo poligalacturonasa. El extracto obtenido de la
fermentacion sumergida se empleé para evaluar la acti-
vidad enzimatica del hongo. Para cada prueba, se utilizd
un buffer citrato-fosfato (pH 5.6) en un medio estéril con
pectina, el cual fue incubado a 35°C durante 1 hora.

Andlisis de la actividad enzimatica por método DNS
(acido 3,5- dinitrosalicilico) de los azucares reductores.
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(2B): caracteristicas microscépicas de la aislado M6P21.

En tubos de cristal de 20 mL, se tomaron alicuotas ho-
mogéneas (0,5mL) de cada extracto incubado en buffer
con pectina y se aplica el reactivo DNS (acido 3,5- dini-
trosalicilico). Luego, los tubos se colocaron en bafio de
maria a 100°C por 5 minutos. Se dejaron enfriar en ba-
fio de hielo por 15 minutos y se le anadieron 5 mL de
agua destilada. Luego se agitaron para homogenizar y se
les tomo lectura a 540 nm en un espectrofotémetro UV-
VIS. Estos resultados se compararon con una curva pa-
tron del reactivo DNS (acido 3,5- dinitrosalicilico) con
un estandar de glucosa monohidratado (CsH1206 * H20)
para obtener las concentraciones en g/L de azucares
reductores Miller (1959).

DISENO EXPERIMENTAL

Se llevé a cabo un andlisis de datos con un disefo com-
pletamente aleatorio (DCA), con 4 repeticiones. Los
datos experimentales obtenidos se les aplico un anlisis
de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey, por el paque-
te estadistico STATGRAPHICS Centurién XVL.I, con un
margen de significancia de 0.05, seleccionando de esta
forma el mejor tratamiento para la producciéon enzimas
pectinoliticas en cada tratamiento aplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del aislado M6P21de hongos Aspergi-
llus niger con propiedades pectinoliticas. Para la carac-
terizacion del aislado de los cultivos de pifa y maracu-
y4, se tuvo en cuenta los aspectos de las colonias y el
analisis de la morfologia microscépica, especialmente en
la cabeza que contiene las esporas muy caracteristicas
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de este género. Se realizé una preseleccion de 6 aisla-
dos con las caracteristicas tanto macroscépicas como
microscopicas del género Aspergillus, mediante la medi-
da del halo de crecimiento sobre medio de cultivo de
pectina comercial al 2%, utilizando como indicador re-
velador rojo Congo, con un halo de crecimiento de 3,6
mm mayor que los otros aislados (Ver Anexo 2). En la
Figura 2 se puede observar las caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas del aislado M6P21. Se observa la
abundancia de esporas de color negro oscuro, en algu-
nas cabezas dispersas, en la imagen se logra observar la
formacion de una vesicula esférica globosa, hifas tabica-
das, conidiéforos largos v lisos.

Para corroborar los resultados del aislamiento de hongos
nativos como Aspegillus niger con caracteristicas y condi-
ciones similares a las de este trabajo se comparé con
trabajos recientes como en trabajo realizado por Saif et
al(2021), que lograron aislar varias especies flngicas
directamente de las frutas de pifa y se lograron encon-
trar 15 especies del género Aspergillus siendo el género
mas dominante de estos aislamientos, los cuales fueron
sembrados en medio de agar patata dextrosa (PDA) lo
que seria caso contrario a este trabajo donde los medios
de crecimiento era a base de cascara de frutas. En cuan-
to al estudio de la morfologia se realizé una metodologia
similar mediante técnica microscopica y macroscépica,
cabe resaltar que las frutas desde el momento que se
encuentran en el cultivo hasta el punto de maduracion
estan expuestas al crecimiento de hongos, debido a que
son la principal fuente de alimentos de hongos del géne-
ro Aspergillus Eboighe & Omoregbe (2020).
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Por otro lado, Cavalieri de Alencar Guimardes et al.
(2022), lograron aislar una cepa de Aspergillus para pro-
duccién de enzimas pectinoliticas y utilizan como fuen-
te de carbono residuos de maracuya en solucién salida
para producir enzimas pectinoliticas, son resultados
muy similares a los de este trabajo porque también se
utilizan residuos de maracuya para el aislamiento y puri-
ficacion de los hongos nativos para realizar ensayos de
produccion de enzimas pectinoliticas. Asi mismo
Mahmoodi et al., (2017) obtienen aislados de la cascara
de naranja del género Aspergillus niger de tipo salvaje,
para produccién de enzimas pectinoliticas aplicables en
zumo de naranja, son resultados que al ser comparados
con los resultados obtenidos son muy parecidos. Sin
embargo, el género Aspergillus es un hongo comin que
se encuentra en el medio ambiente, desde cualquier
fuente de alimento en descomposicion y mas que todo
en las especies frutales en su proceso de maduracién o
putrefaccion, por lo que Krusong et al.(2019), logran
obtener Aspergillus de un pan contaminado sin conser-
vante, de una especie no frutal. Aspegillus niger es el
hongo mas comun del género porque se encuentra en
el medio ambiente, es utilizado en potencia para aspec-
tos ambientales y alimenticios Nosalj et al., (2021).

Para la identificacion del aislado M6P21, se realizé un
estudio molecular mediante PCR convencional, obtenien-
do una secuencia correspondiente al género Aspergillus.
El hongo, aislada de cultivos de pina, presenté fragmen-
tos de ADN que coincidieron en tamafo y secuencia con
especies del género Aspergillus, lo que sugiere una posi-
ble relacion con nuevas funciones o adaptaciones pro-
pias de Aspergillus niger en su ambiente de origen.

El andlisis molecular se basé en la amplificacion del gen
del espaciador interno transcrito (ITS), incluyendo el gen
5.8S del ARN ribosomal, lo que permitié una identifica-
cién precisa del aislado. Posteriormente, la secuencia
fue comparada en la base de datos GenBank del NCBI
mediante la herramienta BLAST, identificando alta simili-
tud con especies del género Aspergillus (Ver Anexo 3).

Una vez confirmada la identidad, la nueva secuencia fue
registrada en el Centro Nacional de Informacién Biotec-
nolégica (NCBI) bajo el codigo GRUBIODEQ M6P21. En
dicha base de datos, se encuentra disponible el fragmen-
to de anotacién genética correspondiente al gen 5.8S del
ARN ribosomal, con una longitud de 101 pares de bases.

El fragmento ITS (Internal Transcribed Spacer) es una
regién no codificante del ADN ribosomal ampliamente
utilizada como marcador molecular en la identificacién
de hongos, debido a su alta variabilidad entre especies.

En este estudio, el aislado M6P21 fue identificado me-
diante la secuenciacién del fragmento ITS, lo que permi-
tio su clasificacion dentro del género Aspergillus. Este
marcador, aunque Gtil con fines taxonémicos, no pro-
porciona informaciéon directa sobre la funcionalidad
genética del aislado. Por ejemplo, se ha documentado
que hongos filamentosos como los del género Aspergi-
llus pueden expresar genes asociados a enzimas de la
familia CAZy en presencia de pectina, incluyendo miem-
bros de las proteinas CH28 y MAPK, implicadas en la
degradacion de sustratos y en la respuesta al estrés Bal-
tussen et al.,, (2020). Desde el enfoque biotecnolégico,
esta informacién podria usarse para inducir la produc-
cién de enzimas especificas. Sin embargo, el fragmento
ITS no confirma la expresion funcional de genes. Se re-
quieren estudios adicionales como transcriptomica o
expresion génica.

Determinacion de la capacidad pectinolitica hongo selec-
cionado utilizando sus extractos enzimaticos en albedo
de pina, maracuya, pina/ maracuya y pectina comercial

El aislado M6P21 previamente aislada de cultivo de pifia
fue sembrada en medio de cultivo Czapek modificado
con albedo de pifia como Unica fuente de carbono para
conocer la cantidad de conidias por mL, la concentra-
cion del hongo fue de 5,30E+07 conidias /mL y fue eva-
luada en sustrato de albedos de: pifa, maracuyd, Mez-
cla de ambos y pectina comercial 2%.

A continuacién, se presentan los valores de azucares
reductores obtenidos en los tratamientos antes mencio-
nados, utilizando el método DNS (acido 3,5- dinitrosali-
cilico) como método indirecto para determinar la activi-
dad pectinolitica de los hongos. El primer tratamiento
es el de albedo de pina, el segundo es el tratamiento de
albedo de maracuyd, como tercer tratamiento la mezcla
de albedo de pifa/ maracuya y cuarto tratamiento pecti-
na comercial, durante un monitoreo de tres dias, dando
como resultado la cuantificacién de la actividad enzima-
tica de M6P21.

Acerca de los resultados obtenidos en el tratamiento 1
(Pina) se pueden observar en la Tabla 1 que la produc-
cién de enzimas expresadas en concentraciones de azu-
cares reductores, donde el aislado M6P21 obtiene la
mayor produccion enzimas a las 72 horas con una con-
centracion de 0,2816 g/L.

Con respecto a los resultados obtenidos del tratamiento
2 (Maracuya) también se pueden observar que el aisla-
do M6P21 obtiene la mayor concentracién de azucares
reductores de 0,2740 g/L, para este tratamiento, este
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Figura 3. Concentracién de azucares reductores. Tratamientos de residuos de pifia, maracuyd, pifia/maracuyd y

pectina comercial.

Tabla 1. Tratamientos de pifia, Maracuyd, pifa/Maracuyd y Pectina comercial

Pecti
HONGO Pifia Maracuy3 Pifial Maracuy3 LR,
comercial
tiempos
NATIVO Azucares Reductores (AR) g/L
24 0,2592+ 0,021 0,2055+ 0,022° 0,1865+ 0,033  0,1843+ 0,030°
0,2028+ 0,021 0,1949+ 0,409° 0,2045+0,021°  0,2468+ 0,021°
48
M6P21 0,2137+ 0,022 0,2264+ 0,041 0,3923+0,077°  0,3046% 0,029
0,2411+ 0,044 0,2119+ 0,030° 0,2036+0,029°  0,2482+ 0,016
72
0,2816£0,031°  0,2740+ 0,089° 0,181+ 0,033° 0,2064+ 0,021

a: no presentan diferencias significativas entre si (p > 0,05), segln la prueba de comparacién multiple.

valor se present6 al tiempo de 72 horas para la mayor
produccion enzimas flngicas.

Por un lado, en la misma tabla se puede observar el ren-
dimiento de la produccién de enzimas fingicas del trata-
miento tres (mezcla: pifia/maracuya), donde el aislado

M6P21 presenta una concentracién de 0,3923 g/L a las
48 horas. De forma semejante el tratamiento cuatro
(pectina comercial) el aislado M6P21 obtiene un valor de
0,3046 g/L, teniendo en cuenta lo anterior, para el ultimo
tratamiento estos aislados de Aspergillus niger presenta-
ron afinidad con pectina comercial donde la actividad
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enzimatica fue mayor que los demds tratamientos (Ver
Figura 3). El hongo M6P21, tras ser sometido a distintos
tratamientos con diversas fuentes de carbono y pectina
comercial, mostré produccion enzimatica, evidenciando
su especificidad y capacidad adaptativa para la degrada-
cion de polimeros, especialmente para el tratamiento
con albedo de pifa/maracuya (0,3923 g/L a las 48 ho-
ras), que fue superior al comercial en el mismo tiempo
(0,3046 g/L alas 48 horas).

Entre los tratamientos evaluados (Ver tabla 1), el albedo
de pifa destacé como el mas prometedor, con la media
mas alta (0,239691). El andlisis estadistico ANOVA (P-
valor 0,9383) confirmé la ausencia de diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos, lo que indica la estabili-
dad del proceso enzimatico y su afinidad por fuentes
naturales de pectina (Ver anexo 4). Este resultado fue
respaldado por la prueba de Tukey, que ubicé a todos
los tratamientos (maracuya, P/M, PC y pina) en el mis-
mo grupo homogéneo. Por lo tanto, estos hallazgos re-
flejan la adaptabilidad del hongo y su alto desempefo
en la produccién de enzimas pectinoliticas en albedo de
pina y maracuya. Ademas, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la media de M6P21
y los distintos niveles de tratamiento, con un nivel de
significancia del 5%.

De los resultados obtenidos en cada tratamiento se pue-
de comparar con los resultados de Sandri & da Silveira
(2018) que lograron la obtencién de enzimas pectina-
sas, donde la produccion se vio reflejada en un pico
maximo a las 72 horas, similar a los tratamientos de Pifia
y Maracuya. Para los tratamientos de Pifia/ Maracuya y
pectina comercial, la produccion de enzimas se da a las
48 horas, como lo reporta un el trabajo reciente de Ca-
valieri de Alencar Guimar3es et al. (2022), que lograron
mayor concentracion de azucares reductores de la enzi-
ma (PGAj) de A. niger a las 48 horas, también utilizaron
como Unica fuente de carbono cascara de maracuya en
solucion salina. Se logré obtener actividad enzimatica
en tiempos similares a los reportados en el estudio en el
que se emplearon tratamientos con pifia y maracuya
para la obtencion de enzimas.

Se logré obtener actividad enzimatica en tiempos com-
parables a los reportados en un estudio previo, en el
cual se obtuvo la produccién de enzimas utilizando tra-
tamientos con piila y maracuya.

Adedeji & Ezekiel (2019) logré obtener enzimas poliga-
lacturonasas de medios de cultivos modificados de cas-
caras de platano y naranja, con texturas diferentes, unos
fueron procesados (en polvo) otros sin procesamiento,
realizando una inoculaciéon de esporas Aspergillus

awamori a las 120 horas, con un pH ligeramente acido,
diferente a este trabajo que usé menores tiempos (72
horas). Este estudio también evalué la actividad enzima-
tica mediante el método DNS (4cido 3,5- dinitrosalicili-
co) como método indirecto expresada en azucares re-
ductores. De hecho, Vaz et al. (2021) miden la actividad
enzimatica mediante el método DNS (acido 3,5- dinitro-
salicilico), logrando obtener una producciéon afectiva de
azucares reductores a una concentracion de 0,196 g/L,
por debajo de los resultados obtenidos en este trabajo.

De lo anterior, la produccion de enzimas esta influencia-
da directamente desde la fuente de carbono, los valores
de pH, las condiciones de humedad del medio, aireacién
y temperatura, la exposicion a la luz es un factor que
también afecta el crecimiento y metabolismo de los hon-
gos filamentosos, y esto resulta conveniente para algu-
nos microorganismos que se adaptan mejor que otros, es
por esto que algunos presentaron valores de actividad
enzimatica mayor como el hongo M6P21 que logro pre-
sentar buen rendimiento en los diferentes tratamientos a
los cuales fue sometido durante un monitoreo de 3 dias.

Con el objetivo de demostrar la capacidad de los aisla-
dos para producir enzimas, se realizd este proceso a
menor escala, cuyos resultados se presentan en las tablas
3 a 6. De igual forma, este tipo de ensayos puede ser
escalado, logrando una produccién de enzimas superior
al 70% bajo condiciones controladas (Grebechova &
Prieto contreras, 2006; Adedayo et al., 2021).

Las enzimas se utilizan en la industria de alimentos, su-
mandole a esto Dumorné et al. (2017), afirma que el
proceso industrial necesita biocatalizadores que sean
capaces de adaptar a diversas condiciones como pH,
Temperatura, aireacion y humedad y demas parametros
importantes para la produccion de estas. De ello, resul-
ta decir que a dia de hoy la necesidad de las herramien-
tas biotecnologias resulta provechoso y con ello es au-
mento del interés de aplicar enzimas pectinoliticas co-
mo estrategia para el area alimenticia, medio ambiente y
otros ambitos en lo que estas tengan la capacidad de
adaptarse Shet et al., (2022).

CONCLUSIONES

Los residuos pifia y maracuyd son sustratos que tienen
propiedades de fuente de carbono por medio de la de-
gradacion fungica para la producciéon de enzimas flingi-
cas, utilizando condiciones de fermentacion sumergida
dandole un valor agregado a estos residuos. El cultivo
de pifa / maracuya fue el mejor para la produccion de
enzimas pectinoliticas, dependiendo de un aislado fungi-
co M6P21, del medio de cultivo y de las condiciones de
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agitacion. Para determinar la actividad de las enzimas y
su produccién optima, se recomienda realizar estudios
adicionales para las enzimas y la utilizacién de diferen-
tes residuos agroindustriales. Se recomienda que las
enzimas sean identificadas para realizar estudio a escala
de biorreactores y conocer sus caracteristicas relaciona-
das en cuanto a la actividad y aplicacién. Estos resulta-
dos pueden ser aplicables en el drea de alimentos, me-
dio ambiente y farmacéutica.
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ANEXOS

Anexos 1. Recolecciéon de muestras
A: trampa con contenido de pifia en un cultivo de pifia; B: trampa con contenido de maracuyd en cultivo de maracuya.

Anexo 2. Media del halo de crecimiento para la seleccién de aislados del género

Aspergillus sp.
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Alignments

Aspergillus niveus strain PQJ-1 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 588 ribosomal
RNA gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit nbosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gi|2178227092]OM269036.1 Length: 603 Number of Matches: 1
Range 1: 303 to 403

Score Expect Identitles Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query 1 AGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTAT TCCGGGGGGCATGCCT 60
sojct 303 AGTALIEAEGCHHGMESAHALEL L P HELE LA 562
Query 61 T TCATTGCT TT! KGYT 181

ot ittt linei e

Penicillium italicum isolate MTCHT137 intemnal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence ID: gij2178135673]OM267705.1 Length: 600 Number of Matches: 1
Range 1: 260 to 360

Score Expect ldentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query 1 AGTGAA GAGTCTTTGAACGCACAT GCATGC 60

CGGOGELCATECCT
et s

P
n—=n
-
N
n—0n
M-y
—
a=&
f——t
r—r
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S S—
M—

T T
sbjct 260 4 4
Query 61 T Ti
o 11111111

Penicillium digitatum isolate MTCHT 135 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence ID: gi|2178135670]OM267702.1 Length: 490 Number of Matches: 1
Range 1: 274 1o 374

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 18-39()  9BM01(97%) 0/101(0%) Plus/Plus

Features:

Query GAATCATCGAGTCTTTGAAC CCCCTGGTATTCC

Sy vt invini sy
e 1)) e T R

Aspergilus awamori isolate Manjari Medika (MM 1) small subunit ibosoma| RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
5.8S ribcsomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

Sequence 1D: gij2178105909|OM265281.1 Length: 635 Number of Matches: 1
Range 1: 335 to 435

Score Expect Kentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1e-39() 98/101(97%) 0101(0%) Plus/Plus

Anexo 3. Aspergillus sp. isolate GRUBIODEQ M6P21 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
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Query 61 GT CIGAGCGT AYTGCYGCCC]CAAGCCiGGCTTGKGKGVY 181

soject 305 SHUAUGIAHEHKEHMUHE Hrérdrt a3

Penicillium crustosum strain CIMO 19TLE18 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5,88 ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Sequence |D: gij2177707194|OM258237.1 Length: 339 Number of Matches: 1
Range 1: 188 1o 288

Score Expect ldentities Gaps Strand Frame
175 bits(193) 1839()  98/101(97%) 0/101(0%) Plus/Plus
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Continuacién Anexo 3. Aspergillus sp. isolate GRUBIODEQ M6P21 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, partial sequence.
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ANOVA Grafico para M6P21

TT0 | MARACEEHOA P=0983

Residuos

L
-0.15 0.05 0.25 0.45 0.65

Tabla ANOVA para M6P21 por TTO

Fuente Suma de Cuadrados | Gt Cuadrado Medio | Rozdn-F_|Valor-P
Entre grupos 0,00358634 3 0,00119545 0,14 0,9383
Intra grupos 0,668231 76 0,00879251

Total (Corr.) 0,671817 79

Madiasy $5.0%0s Tukey HSD

MARACUYA PM PC P

Tabla de Medias para M6P21 por TTO con intervalos de confi. del 95,0%

Error Est.
170 Casos Media (s agrup Limite Inferior | Limite Superior
MARACUYA 20 0,222542 0,0209672 |0,183557 0,261487
P-M 20 0,233579 0,0209672 [0,194633 0,272524
PC 20 0,238072 0,0209672 |0,199127 0,277018
PINA 20 0,239691 0,0209672 |0,200746 0,278636

Total 80 0,233471
Pruebas de Maltiple Rangos para M6P21 por TTO

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

110 Casos Media Grupos Homogéneos
MARACUYA 20 0,222542 X

P-M 20 0,233579 X

P.C 20 0,238072 X
PINA 20 0,239691 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MARACUYA - P-M -0,0110365 0,0778904
MARACUYA - P.C -0,0155305 0,07789504
MARACUYA - PINA -0,017149 0,0778904
P-M-P.C -0,004454 0,07789504
P-M - PINA -0,0061125 0,0778904
P.C- PINA -0,0016185 0,07789504

* indica una diferencia significativa.

intervalos de confianza del 95,0%

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
MARACUYA - P-M 3,525 19,3872
MARACUYA - P.C -4,075 19,3872
MARACUYA - PINA -6,25 19,3872
P-M-P.C -76 19,3872
P-M - PINA -9,775 19,3872
P.C - PINA -2,175 19,3872

* indica una diferencia significativa.

Anexo 4. Anélisis estadistico de la actividad pectinolitica M6P21 por Tiempo (tratamiento 1, T1).
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ANOVA Grafico para M6P21

HORA §

Tiempo ‘ng G 24 HORRHORA §

P=0,1433
Residuos |, , o | Sooopmem g mg =™ , &,
0.1 -0,07 -0,03 0,01 005 0.09 0.13
Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razdn-F Valor-P
Entre grupos 0,0131791 2 0,00658955 2,18 0,1433
Intra grupos 0,0513307 17 0,00301945
Total (Corr.) 0,0645097 19
Medias y 95,0% de Tukey HSD
0312 F ]
08| ¥
- O.E B —
§ L
0.8+ ]
02| e i
0.7 | -
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
Tiempo (Horas)

Tabla de Medias para M6P21 por Tiempo (Horas) con intervalos de confianza del 95,0%

Error Est.
Tiempo (Horas) | Casos | Media (s agrupada) | Limite Inferior | Limite Superior
24 HORAS 4 0,259153 0,0274748 |0,205288 0,305017
48 HORAS 8 0,208267 0,0194276 |0,173008 0,243527
72 HORAS 8 0,261384 0,01594276 [0,226125 0,296643
Total 20 0,235691

Los casos serian las repeticiones en cada tiempo

Anexo 4 A. Andlisis estadistico de la actividad pectinolitica M6P21 por Tiempo (tratamiento
1,T1)

62 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 1 Enero - Junio 2025, 49 - 62



