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Resumen

El presente trabajo evalud el gel de Aloe vera en estabilizacion de B-Galactosidasa.
Para esto, se encapsulo la enzima en una matriz de gel de aloe por medio de extrusion;
a las capsulas, se les evaluo la capacidad de retencion de la enzima, cuantificando el
contenido de proteina liberado por el método de Bradford. Con la cascara de Aloe se
elabor6 un sustrato mediante hidrdlisis acida para el crecimiento de microorganismos.
Para el proceso se utilizé acido clorhidrico, mediante una explosion por vapor a 100°C
y 15 psi, posteriormente, se basificaron los tratamientos y se adicionaron complementos
nutricionales. El resultado de las propuestas fue positivo, lo que demuestra que este
puede ser un material promisorio para la encapsulacion y para la produccion de un medio
de cultivo de amplio espectro en microbiologia.
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Abstract

This study evaluated the gel of Aloe vera in stabilization of -galactosidase. For this
was encapsulated the enzyme in an array of Aloe gel by means of extrusion, to the
capsules were assessed the capacity retention of enzyme quantifying protein content
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released by Bradford method. With the Aloe shell was elaborated a substrate using acid hydrolysis for the growth of
microorganisms. For the process was used hydrochloric acid, by means of an explosion by steam at 100° C and 15 psi,
then they basified the treatments and nutritional supplements were added. The result of the proposals was positive,
which shows that this may be a promising material for encapsulation and for the production of a broad spectrum of

culture medium.

Keywords: biotechnology, value-added, encapsulation, enzyme.

Introduccion

La sabila (Aloe barbadensis Miller) actualmente
se utiliza como antioxidante, estimulante de los
procesos digestivos, y cicatrizante. El gel de aloe
ha tenido diversas aplicaciones por la actividad
bioldgica de sus componentes, esta conformado por
agua en un de 99,5%, 0,5% restante; corresponde
a materia con: vitaminas, minerales, enzimas,
polisacaridos, compuestos fendlicos y acidos
organicos (Restrepo y Aristizabal, 2010).

Los sistemas de encapsulacion son de gran utilidad
para proteger micronutrientes 0 microorganismos;
ya que, reducen la interaccion que tienen con el
exterior, brindandoles una mayor estabilidad a pH
acidos y condiciones extremas. (Garcia 2012).

Con los avances en las técnicas, el uso de enzimas
y células inmovilizadas va en aumento (Du, Chen,
Cai, Zhang, 2007). Es asi como, la inmovilizacion
de P-Galactosidasa se convierte en un area de
gran interés, debido a sus beneficios, el uso de
la tecnologia es viable debido la posibilidad de
reutilizar la enzima y generar una operacion
continua.

Los residuos de las industrias pueden ser
considerados como biomasa residual. Este tipo de
biomasa se localiza en puntos muy concretos, en los
que, su acumulacion puede dar lugar a problemas de
contaminacion del ambiente. Si bien, estos residuos
biomasicos, pueden utilizarse como combustible,
existe un interés creciente por el estudio de nuevos
procesos en los que, a partir de estos subproductos
celuliticos, se obtienen productos de mayor valor
(Léazaro y Pérez, 1994).

En los tultimos afios ha recibido gran atencion,
el estudio de procesos de transformacion de
materiales  lignocelulésicos, dirigidos a la
obtencion de combustibles y productos quimicos.
El aprovechamiento de estos materiales se realiza
por métodos fisicoquimicos o bioquimicos, que
incluyen el acondicionamiento del sustrato y
posterior hidrolisis de la celulosa, seguida de la
fermentacion de los azicares. Es asi como el objetivo
del presente estudio fue evaluar el potencial del gel
de Aloe vera como coadyuvante en la estabilizacion
de B-Galactosidasa por encapsulacion y a su vez
obtener un sustrato mediante hidrolisis acida de la
celulosa para el crecimiento de microorganismos a
partir de la cascara del aloe vera.

Metodologia

Estabilizacionde - Galactosidasaporencapsulacion

Obtencion del gel

A la sabila se le realizd un proceso de limpieza
con agua y pelado. El cristal se troceo, luego se
le realizod pasteurizacion a 90 °C durante 2 min y
se dejo enfriar hasta 5°C, se homogeniz6 en una
licuadora (Samurai, Colombia) y se filtro.

Encapsulacion

Para la encapsulacion se utilizo gel de aloe, gelatina
sin sabor (Frutifio, Colombia) y alginato de sodio
(Panreac, Espafia). Se tomaron 50 mL de gel de
Aloe y se adiciond el 37,5% Peso/Volumen de
gelatina sin sabor, ademas se adiciond Alginato
de sodio (Panreac, Espafia) al 0.5%; se agit6 hasta
homogenizar la mezcla, posteriormente se adicion6
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el 50% Volumen/Volumen de B- Galactosidasa y se
homogenizo la solucion. Luego se adiciond parte
de la mezcla en una jeringa y se realiz6 la extrusion
de las capsulas, estas se dejaron caer en agua a 5°C
para solidificacion

Analisis de la estabilidad de las capsulas en
condiciones de pH

Este analisis se realizo para cuantificar el contenido
de proteina que liberaban las capsulas a través del
tiempo, se realizaron cuatro tratamientos. Para cada
uno, se sumergieron dos capsulas en 10 mL de dos
soluciones: pH 7 y pH 2.

En el primer tratamiento (T1) se sumergieron
capsulas en una solucion con pH 2, estas, estaban
formadas por gel de aloe, gelatina, alginato y
B-Galactosidasa. El otro tratamiento (T3) fueron
capsulas con la composicion nombrada, pero
sumergidas en la solucion de pH de 7.

El tratamiento (T2) fueron capsulas elaboradas con
una matriz de gelatina, alginato y f-Galactosidasa,
estas, se sumergieron en pH 2; el cuarto tratamiento
(T4), se realiz6 con capsulas iguales a las anteriores,
pero en pH 7.

Se tomod una muestra de 1 mL de cada tratamiento
por periodos de 15 minutos y se midio la proteina
liberada por el método espectrofotométrico
Bradford (metodologia modificada de Brogdon
(1984). Como variable de respuesta se tomo las
unidades de proteina pg/uL liberadas al medio.

Hidrolisis acida de la cascara

Se prepararon dos tratamientos, uno consistid
en deshidratar la cascara a 80 °C en una estufa,
(Cascara seca T1); el segundo correspondi6 a la
cascara sin deshidratacion (Céascara himeda T2).

Se us6 para el hidrolisis &cido clorhidrico al 17,5
%, a cada tratamiento se le adicioné 1 mL/g de
muestra. Se realiz6 una explosidon por vapor en una
autoclave a 100°C y 15 psi durante 15 minutos,
esto, para facilitar la degradacion de la lignina y la
celulosa.

Cuando finalizo el proceso se adiciond Hidroxido
de Sodio 0,25 N, para basificar hasta pH 7 y
para obtener las condiciones adecuadas para los
microorganismos.

Preparacion del sustrato

Se cuantifico la concentracion de azucares
reductores por el método acido 3,5 dinitrosalicilico
a 540 nm y proteina por el método Bradford a
595 nm a cada tratamiento para determinar los
requerimientos nutricionales faltantes y de este
modo complementar con: extracto de levadura
(Merck, Alemania), Agar bacteriologico, (Oxoid,
England), Fosfato de Potasio (Merck, Alemania) y
Sulfato de Magnesio ( J.T Baker, Holland). Segun
el tipo de tratamiento y los medios de cultivo
referencia utilizados para realizar la comparacion
fueron Caldo Tripticasa de Soya (TSB) (Oxoid,
England), y agar nutritivo (Oxoid, England).

Los tratamientos se clasificaron en subtratamientos,
a los cuales se les adiciond diferentes fuentes de
nutrientes. Para realizar las respectivas siembras en
agar y caldo se utilizd una cepa de referencia de
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 4098)

Técnica ecométrica

Se utiliz6 la técnica reportada por Villalobos et al
(2013), se tomo 100uL del cultivo puro y se sembro
en cajas de Petri en los tratamientos T, y T,,, el
medio control fue el agar nutritivo.

Ademas, a los tratamientos T, y T,, se inocularon
con 500 pL de Saccharomyces cerevisiae, y el
medio control con el que se compararon fue TSB.
Finalmente, todas las muestras se llevaron a incubar
durante 24 horas a 30°C.




Resultados y discusion
Encapsulacion

Las capsulas tuvieron un tamafio promedio de 6
mm de didmetro y un peso de 0,85 g, consistencia
gelatinosa y una concentracion de proteina de 29,01
ug/uL.

Analisis de la liberacion de proteina de las
capsulas

La concentracion final de proteina liberada se
observa en la grafica 1, donde los tratamientos 1 y
2 tenian un pH 2 liberaron un 30.42% mas que los
tratamientos 3 y 4 esto pudo ocurrir por cambios en
la permeabilidad de la membrana de las capsulas o
por descomposicion de estas como lo reporta Neira,
Yanez, Aguirre, Amar, Vidal y Egaifia, (2013) en
su trabajo encapsulacion de biomoléculas usando
polimeros naturales.

Grifica 1. Liberacion de proteina.
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Los tratamientos con gel de aloe mostraron mayor
retencion de proteina que los otros, esto se pueden
explicar por los contenidos de polisacaridos
presentes en el Aloe vera, siendo predominantes la
manosa, glucosa y galactosa (Chang, Chen y Feng,
2011).

Obtencion del sustrato

En la tablal se presentan los resultados de la
concentracion de azucares reductores y proteina
en las muestras después de la hidrolisis acida con
inoculacion.

Tabla 1. Concentracion de azlicares y proteina

Concentracion

. de aziicares BRADFORD
Tratamiento
reductores
mg/mL mg/mL
T, - 4,89
T1imo - 2,74
T, 45,20 1,22
T2mo 12,33 1 ,86

Fuente:autores

La concentracion de aztcares reductores y proteinas
disminuy6 en los tratamientos inoculados, debido
a que el microorganismo presente posiblemente
consumio el sustrato disponible, lo cual indica
que el microorganismo probablemente encontro
los nutrientes necesarios (carbono, nitrogeno y
microelementos) para crecer. En los tratamientos
T, y T,, se evidenci6 turbidez, siendo este, un
indicador de crecimiento bacteriano.

Tabla 2. Técnica ecométrica y comparacion entre
medios en relacion con la productividad

Sustrato cascara
htmeda

Agar Bacterioldgico

Sustrato cascara seca

Fuente: Autores
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Como se aprecia en la tabla 2 el medio de cultivo
que proporciond los requerimientos nutricionales
para los microorganismos fue el de la cascara
himeda.

Conclusiones

En la encapsulacion de B-Galactosidasa utilizando
gel de Aloe vera como coadyuvante se obtuvo
capsulas que retienen la enzima un 20% mas en
comparacion con las capsulas sin Aloe, siendo la
encapsulacion una buena alternativa por su gran
aplicacion industrial. Ademads, se obtuvo un sustrato
apartir de la hidrélisis dcida de la cascara himeda de
sabila, debido a que sus componentes influenciaron
significativamente el crecimiento microbiano,
encontrandose la proliferacion de diferentes géneros
de microorganismos, por lo cual este sustrato es
de gran relevancia en el ambito medio ambiental,
agroindustrial y biotecnoldgico, ya que, genera
un impacto positivo en el aprovechamiento de los
residuos orgénicos, ayudando a mitigar problemas
ambientales que genera la industria. Ademas de
esto se puede considerar como un subproducto con
alto valor comercial.
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