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RESUMEN

Este trabajo se centra en optimizar un tratamiento pre-fermentativo basado en la
co-inmovilizacion de glucosa oxidasa (GOX) y catalasa (CAT) en biocapsulas de
alginato-silice para reducir la glucosa presente en el mosto y disminuir la
acidificacién excesiva generada por el acido glucénico. Todo esto se ha llevado
a cabo mediante un disefio experimental factorial variando las concentraciones
de alginato (1,0 %, 1,5 % y 2,0 %) y las disoluciones de CaCl, (0,1 M, 0,2 My 0,5
M) en el que se obtuvieron un total de 9 biocapsulas diferentes. Se determino el
consumo de glucosa, la cantidad de acido gluconico en el mosto después del
tratamiento, el acido glucénico retenido, asi como el porcentaje de CAT retenida.
Posteriormente se evalud la estructura interna de la biocapsulas y su
composicién elemental (C, O, Na, Si, Cl y Ca) por ESEM y EDS, utilizando
siempre diagramas de Pareto y graficos de efectos principales para identificar
las condiciones Optimas. Los resultados indican que condiciones altas de
alginato (2,0 %) y medias de CaCl, (0,2-0,3 M) ofrecen una mejor relacién entre
actividad enzimatica, retencién de producto y eficiencia de encapsulacion.
Mientras que la caracterizacion estructural corrobora como una mayor densidad
de red y rigidez de la matriz influyen en la porosidad de las biocapsulas,
favoreciendo una mayor retencion y limitando la difusién del acido glucénico
hacia el medio externo.

ABSTRACT

This study focuses on developing and refining a co-immobilization system for
glucose oxidase (GOX) and catalase (CAT) within alginate-silica capsules to pre-
fermentatively reduce glucose in must while preventing excessive acidification
from gluconic acid. A factorial experiment design was applied, varying alginate
concentrations (1,0 %, 1,5 % y 2,0 %) and CaCl. solutions (0,1 M, 0,2 My 0,5 M)
resulting in a total of nine different biocapsule fomulations. Glucose consumption,
gluconic acid concentration in the must after treatment, retained gluconic acid,
and CAT retention percentage were determined. The internal structure of the
biocapsules and their elemental composition (C, O, Na, Si, Cl y Ca) were
subsequently analyzed by SEM-EDS and EDAX, using Pareto charts and main
efects plots to identify optimal conditions. Results indicate that high alginate
concentrations (2.0 %) combined with intermediate CaCl. levels (0.2-0.3 M)
provide the best balance between enzymatic activity, product retention, and
encapsulation eficiency. Whereas structural characterization confirms that
increased network density and matrix rigidity influence the porosity of the
biocapsules, enhancing retention capacity and restricting the diffusion of gluconic
acid into the external medium.
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1. INTRODUCCION

El cambio climatico esta afectando de manera creciente y cada vez mas profunda a la
fenologia de la vid y a la composicion de la uva, lo que de manera consecuente afecta
también a la microbiologia y la quimica del vino, asi como sus a aspectos sensoriales.
Entre los aspectos mas importantes relacionados con el cambio climatico se encuentran
el adelanto de las fechas de vendimia, una mayor concentracion de azucar, una menor
acidez y la modificacién de los compuestos aromaticos fendlicos presentes en la uva.
Estas alteraciones en la composicion afectan no solo al grado alcohdélico y la acidez del
vino, sino también a su perfil aromatico y color (De Orduia, 2010).

En relacion con la fermentacion alcohdlica, la elevada concentracion de azucares en la
uva produce una elevada presion osmoética sobre las levaduras, dificultado su proceso
metabdlico. Ademas, se produce una mayor cantidad de etanol, que, al ser un
compuesto téxico en altas concentraciones, puede impedir la finalizacién de la
fermentacion y provocar paradas fermentativas (Betlej et al., 2020).

Otro problema asociado a mostos con alto contenido en azucar es la necesidad de un
mayor aporte de nitrégeno asimilable para fermentar, por lo que el nitrégeno se convierte
en un factor limitante pudiendo ocasionar fermentaciones lentas o interrumpidas.
Asimismo, en este tipo de mostos se incrementan la produccion de subproductos como
el glicerol y el acido acético, generados por las levaduras en respuesta al estrés
osmotico. Otro de los procesos que se puede ver afectado es la fermentaciéon
malolactica, ya que el etanol reduce la capacidad de las bacterias lacticas para crecer y
sobrevivir cuando el contenido de alcohol es superior al 10 % (v/v) (Martinez et al.,
2016).

Como ultimo aspecto a destacar sobre el aumento del contenido alcohdlico, cabe
mencionar la carga fiscal sobre las bebidas alcohdlicas. Aunque en Espafa el vino esta
exento de impuestos especiales por su graduacion, en otros paises si se aplica una tasa
que varia en funcién del contenido alcohdlico. Esto tendria un impacto negativo en las
exportaciones a paises en los que un mayor grado alcohdlico aumenta los costes
fiscales (Diaz-Delgado et al., 2016).

Los cambios en los patrones climaticos pueden amenazar la actividad econdémica del
sector vitivinicola, afectando tanto a la agricultura como a la producciéon de vino
especialmente en paises mediterraneos como Espafia, Francia e Italia. Esto destaca la
importancia de proporcionar a los viticultores y productores herramientas que les
permitan adaptarse a estos cambios y preservar la calidad e identidad de sus productos
(Mozell y Thach, 2014).

En la actualidad se investigan multiples estrategias en bodega durante las etapas de
pre-fermentacion, fermentacion y post-fermentacién, con el objetivo de reducir el
contenido de azucar en el mosto o el etanol en el vino procurando afectar lo menos
posible su calidad organoléptica (Kumar et al., 2024; Akhtar et al., 2025; Chiarini et al.,
2025).

Una de las alternativas biotecnoldgicas para reducir la concentracién de glucosa antes
de la fermentacion y producir asi vinos con menor graduacién alcohdlica es un
tratamiento pre-fermentativo del mosto con la enzima glucosa oxidasa (GOX). La GOX
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es una flavoproteina que cataliza la oxidacién de la B-D-glucosa a D-glucono-&-lactona
y H20,, usando O» molecular como aceptor de electrones. La D-glucono-6-lactona es
hidrolizada quimicamente a acido gluconico, mientras que el cofactor flavina adenina
dinucleétido (FAD) unido a la enzima es reducido a FADH,. Posteriormente, el cofactor
FADH, se reoxida a FAD mediante el O, presente, lo que genera H.O> como
subproducto. Generalmente, la reaccién enzimatica de la GOX suele complementarse
con la adicion de la enzima catalasa (CAT), cuya funcion es descomponer el H;O;
formado, que es altamente oxidante, en agua y O.. Gracias a esta reaccion acoplada,
la GOX se utiliza ampliamente en procesos donde se requiere la eliminacién controlada
de glucosa o la produccién de acido glucénico (Bankar et al., 2009; Ozyilmaz, 2019).

Diversos estudios han abordado el uso de la GOX para reducir la concentracion de
glucosa en mosto de uva, permitiendo elaborar vinos con un menor contenido en etanol
(Pickering et al., 1999a, 2001; Biyela et al., 2009; Rdocker et al., 2016: Valencia et al.,
2017). En mosto, se ha demostrado que el uso combinado de GOX con CAT mejora el
consumo de glucosa (Biyela el al., 2009; Roécker et al., 2016; Valencia et al., 2017).
Ademas, la actividad de la GOX depende de multiples factores como el pH y la
temperatura del mosto, el O, disuelto en el mosto, la concentracién de la enzima y la
duracién del tratamiento (Pickering et al., 1999a,b).

Aunque se ha demostrado que las enzimas libres GOX y CAT pueden reducir la
concentracion de D-glucosa en mostos, existen ciertos inconvenientes para su
aplicacioén en condiciones reales de vinificacion. El principal problema, es que se libera
una gran cantidad de acido glucénico, lo que baja excesivamente el pH del mosto. Esta
caida del pH puede inactivar enzimas, alterar el equilibrio acido-base de diversos
compuestos y afectar al color y a el perfil sensorial del vino (Rocker et al., 2016).

Recientemente el equipo de investigacion ENOBIOTEC ha desarrollado un soporte de
inmovilizacion basado en geles de alginato-silice capaz de inmovilizar conjuntamente a
las enzimas GOX y CAT (del-Bosque et al., 2023a), ademas de permitir la retencion de
hasta un 75 % del acido glucénico generado por la enzima GOX. La estrategia empleada
ha sido el atrapamiento, una de las técnicas mas utilizadas en la inmovilizacion
enzimatica debido a su simplicidad, bajo costo y condiciones de trabajo suaves (del-
Bosque et al., 2023b).

El alginato es uno de los polimeros mas utilizados en esta técnica debido a su bajo
costo, buenas caracteristicas de manejo, biocompatibilidad, flexibilidad y elasticidad.
Este polimero puede formar hidrogeles al reaccionar con iones calcio, permitiendo el
atrapamiento de las enzimas. Sin embargo, este material presenta problemas de
estabilidad quimica y baja resistencia mecanica. Con el objetivo de mejorar estas
propiedades, se ha desarrollado un material hibrido mediante la incorporacion de silicato
de sodio y nanoparticulas de silice (LUDOX) a través de un proceso sol-gel que permite
formar redes poliméricas resistentes, mejorando asi la estabilidad quimica y mecanica,
haciéndolo apto para procesos enoldgicos (del-Bosque et al., 2023a).

En esta matriz hibrida, se ha planteado la posible interaccién del acido glucénico con el
alginato, dado que este acido posee la capacidad de quelar iones Ca?* presentes en la
estructura del gel (Singh y Kumar, 2007) (Figura 1). Ademas, el acido gluconico presenta
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un pKa y una configuracién quimica muy similares a los de los acidos manurénico y
gulurénico, componentes del alginato (Wu et al., 2010; Ma et al., 2022).

monémeros de a-L-gulurénico monoémeros de B-D-manurdnico
b ) C
HOOC,“’- o OH o] OC,,’“ 0] OH HoOC o OH o oC (0] OH
" 4cido w o 4cido -
HO* OH gulurénico HO OH HO" OH  manurénico HO OH
OH (pKa=3,65) OH OH (pKa=3,38) OH
d .
OH OH @] HOOC o \OH O oC e} WOH
HO\/k/?\/[L . .
: : OH X . W ey
: H W ‘ty - HO OH
CH OH "o on glj;l')i[i)co
OH
OH (pKa=3,70)

Figura 1. Fragmento de dos cadenas de la estructura polimérica del alginato, compuesto por
mondémeros de acido a-L-gulurénico y B-D-manurdnico, y sus interacciones con iones de calcio
segun el modelo “caja de huevo”. Proyecciones estereoquimicas y valores de pKa del acido a-L-
gulurdnico (b) y del acido B-D-manurénico (c), presentes en el alginato de sodio, asi como del
acido gluconico (d) (Adaptado de del-Bosque et al., 2023b).

La matriz de inmovilizacion actia como soporte protector para preservar la integridad
de las enzimas frente a condiciones adversas de temperatura y pH, lo que permite
ampliar su rango de actividad. Ademas, la co-inmovilizacion de GOX 'y CAT, al mantener
ambas enzimas en proximidad, favorece la cinética de reaccion, de modo que el
peroxido de hidrégeno generado por GOX se encuentra cerca de la CAT, y el oxigeno
liberado por esta ultima esta inmediatamente disponible para GOX. Por otro lado, la
encapsulacién enzimatica in situ impide la difusion de las enzimas al mosto, pero permite
el paso de reactivos y productos. La actividad enzimatica dependera de la capacidad de
los sustratos y productos para difundirse a través del hidrogel, del posible efecto de la
acumulacion interna de compuestos y del nivel de penetracién de oxigeno necesario
para el funcionamiento optimo de la GOX (del-Bosque et al., 2023b).

Este TFM presenta un estudio orientado a optimizar el sistema de co-inmovilizaciéon de
las enzimas GOX y CAT en capsulas de silice-alginato, con el objetivo de maximizar la
retencion de acido glucénico generado por la actividad de GOX, permitiendo asi una
reduccioén significativa de la glucosa sin provocar una acidificacién excesiva del mosto
(Figura 2). Esto se llevo a cabo mediante la preparacion de capsulas con diferentes
concentraciones de alginato de sodio (1,0 %, 1,5 % y 2,0 %) y CaCl»(0,1 M, 0,2My 0,5
M). Esta estrategia, permite un control total sobre el tiempo de reaccién, ya que las
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capsulas pueden introducirse o retirarse del mosto segun se requiera. Ademas, se
evaluo el efecto de ambos parametros sobre la estructura de la matriz de inmovilizacion
y su capacidad de retencién de las enzimas.

| ;—-._ - Imagen por
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y 4 \ «
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H | Mosto con Vinos con 1-2
; H;0 : menos glucosa ) %v/v menos de
Acido glucénico X alcohol
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Figura 2. Reduccion del contenido de glucosa en mostos tratados con las enzimas GOX-CAT
inmovilizadas (Adaptado de del-Bosque et al., 2023b).

2. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo es optimizar el disefo de las biocapsulas de alginato-
silice para maximizar la retencion del acido glucénico generado por la oxidacion
enzimatica de la glucosa en mosto.

Ademas, se plantea como objetivo secundario analizar la capacidad de las biocapsulas
para retener de forma eficiente las enzimas, asi como estudiar su estructura interna.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MOSTO

El mosto empleado en los distintos ensayos proviene de la variedad Verdejo,
perteneciente a la Denominacion de Origen Rueda. La composicion basica del mosto
se encuentra recogida en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracterizacion del mosto inicial.

Parametros Mosto

Grado Brix (°) 21,0+ 0,00
GAP (% vol.) 12,11 £ 0,00
pH 3,72 £ 0,01
IPT 6,87 + 0,02
H20: ND

{L*=83,60 + 0,14 ; a*=-0,05 + 0,00;

Parametros de color b*=21,56 + 0,04}

(CIELab)

Los datos representan la media de las réplicas * la desviacion estandar
(SD). GAP= Grado alcohdlico probable; ND= No detectado.

3.2 ENZIMAS

El tratamiento enzimatico del mosto se realizd6 con los preparados enzimaticos
comerciales Gluzyme Mono 10.000 BG (10.000 U/g), como fuente de GOX y Catazyme
25 L (25.000 U/g), como fuente de CAT, ambos obtenidos a partir de Asperqillus niger.
Estos preparados enzimaticos fueron suministrados por Novozyme®, (Bagsvaerd,
Dinamarca) y han sido previamente validados por el equipo ENOBIOTEC en mosto de
la variedad Verdejo (del-Bosque et al., 2023a,b).

3.3 PLAN DE TRABAJO

La co-inmovilizacion de las enzimas se llevé a cabo mediante atrapamiento en una red
polimérica interpenetrada (IPN), empleando derivados de silice, alginato de sodio y Ca?*
como agentes estructurales (Coradin y Livage, 2003).

3.3.1 OPTIMIZACION DEL DISENO DE LAS BIOCAPSULAS

Para el disefio y optimizacion de las biocapsulas, se siguié un protocolo validado de
coinmovilizacion de las enzimas GOX y CAT en una matriz hibrida de alginato-silice
(del-Bosque et al., 2023a,b). Se optimizaron las concentraciones de alginato de sodio y
CaCl; con el objetivo de maximizar la retencion de acido gluconico en las biocapsulas
formadas. Para ello, se empleé un disefio de superficie de respuesta, en concreto, un
disefio factorial de 3 niveles (32?) que permite evaluar la interaccion entre dos factores
experimentales (concentraciones de alginato de sodio y de CaCl;)) a tres
concentraciones diferentes (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de alginato de sodio y CaCl: estudiadas.

Alginato de sodio (%) \ CaCl, (M) \
1,0 0,1
1,5 0,3
2,0 0,5
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Este diseno factorial implicd un total de 12 ejecuciones experimentales, realizadas por
duplicado, incluyendo 3 puntos centrales para evaluar la reproducibilidad y curvatura de
la respuesta.

La concentracion enzimatica empleada para la coinmovilizacion fue de 30 U/mL tanto
para la GOX como para la CAT. La enzima GOX se prepar¢ disolviendo 0,54 g del
preparado enzimatico (Gluzyme Mono 10000 BG) en 18 mL de tampodn citrato 0,1 M a
pH 6,5, agitando a 225 rpm durante 30 minutos a 30 °C, y posteriormente centrifugando
a 4000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante resultante fue utilizado como extracto
enzimatico. Por su parte, la CAT (Catazyme 25 L) se afiadié directamente a la mezcla
final en un volumen de 72 L.

La formulacién total para 60 mL de mezcla contenia 0,294 mL de silicato de sodio 6,13
M, 4,43 g de silicato coloidal, 6 mL de la solucién de GOX, 0,072 mL de la solucién de
CAT y una cantidad variable de alginato de sodio (0,6 g para la concentracién del 1,0 %
(p/v), 0,9 g para el 1,5 % y 1,2 g para el 2,0 %), completando con agua desionizada
ajustada a pH 6,6. La mezcla se extruyé mediante una bomba peristaltica a un flujo de
13,6 mL/min (BQ80S, Lead Fluid, Baoding, China) con tres sondas de silicona (diametro
interno de 2,0 mm) sobre 150 mL de soluciones diferentes de cloruro de calcio, con
concentraciones de 0,1 M, 0,3 My 0,5 M, desde una altura de 20 cm para favorecer la
formacion de las biocapsulas esféricas (Figura 3). El proceso de gelificacion vy
endurecimiento se completé tras 1 hora en agitacion orbital a 150 rpm (Orbital Shaker
SO1, Stuart Scientific, Stone, Reino Unido) en cada una de las condiciones.
Posteriormente, las perlas se mantuvieron a 8 °C durante 24 horas, tras lo cual fueron
filtradas, lavadas con 50 mL de agua destilada y secadas sobre papel de laboratorio
antes de ser empleadas en el tratamiento del mosto.

TN

Solucion de alginato

Bomba peristaltica

Baiio de refrigeraciéon

pee

e

Agitador magnético
Biocapsula de alginato

Figura 3. Sintesis de biocapsulas mediante extrusidon controlada por bomba peristaltica
(Adaptacion de Bennacef et al., 2023).

El tratamiento enzimatico del mosto con las distintas formulaciones de biocapsulas
alginato-silice se llevé a cabo en un total de 12 tubos Falcon, cada uno por duplicado,
junto con dos muestras control también por duplicado. En cada experimento se utilizaron
aproximadamente 0,6 g de biocapsulas, en un volumen de 10 mL de mosto. Las
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muestras control se prepararon sin anadir biocapsulas. Todas las muestras se
mantuvieron en agitacién orbital a 150 rpm durante 48 horas a 15 °C.

Tras el tratamiento del mosto, se evalud la concentraciéon de glucosa y el acido
glucénico, el pH, el IPT, el H2O: y los parametros de color del mosto. Estos indicadores
permitieron determinar la eficiencia del sistema enzimatico inmovilizado GOX-CAT
dentro del hidrogel poroso de alginato-silice en la conversion de glucosa en acido
gluconico, asi como su impacto en otros parametros de la composicién del mosto.

3.3.2 EVALUACION DE LA RETENCION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA (CAT)

La capacidad de retencién de la actividad de CAT en las capsulas se evalud
determinado la actividad de la enzima en la soluciéon de Ca?" tras 24 horas de
endurecimiento de las biocapsulas y en sus aguas de lavado, siguiendo el protocolo
descrito en la seccion 3.3.2.1.

El porcentaje de retencion de CAT se calculé mediante la siguiente ecuacién (1).

UCATaguaS+UCATCa2+

% Retencién CAT = 100 — ( X 100) (1)

UCATCépsulas

Donde:

o UCT\quas : Actividad catalasa detectada en el agua de los lavados.
o UCAT2+: Actividad catalasa detectada en las soluciones de CaCls.
o U Tcsnsuas: Actividad catalasa empleada en el proceso de co-inmovilizacion.

3.3.2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CAT
La actividad CAT se determiné midiendo la descomposicion de H2O; tras la reaccion
enzimatica. Para ello, se incubaron 10 mL de H>0O- (0,05 %, v/v) en tampdn fosfato (0,07
M, pH 7,0) con 345 L de la solucidon de CAT durante 2 min a 25°C en agitacion orbital
(150 rpm). La concentracion inicial y final de H.O- fueron medidas a una absorbancia de
240 nm utilizando un espectrofotémetro UV-Vis (Genesys™ 150 Vis/UV-Vis, Thermo
Fisher, Madrid, Espafa) (Del Bosque et al., 2023a).

3.4 ANALISIS DE LOS PARAMETROS EN EL MOSTO

Todas las mediciones de las muestras se realizaron por duplicado. Los resultados se
presentan como la media aritmética de ambas mediciones, acompafada de su
correspondiente desviaciéon estandar.

3.4.1 CONTENIDO DE AZUCARES Y ALCOHOL PROBABLE

La concentraciéon de azucares en el mosto se estimé mediante un refractometro (ATC-
1, Atago, Tokyo, Japoén), que determina el indice de refraccion de la muestra. A partir de
esta medida en °Brix, se calculd el contenido de alcohol probable usando la férmula
empirica (2) (Garcia et al., 2000).
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GAP = (0.6757 x °Brix a 20 °C) - 2.0839 2)

3.4.2 pH

Para evaluar el pH y la acidez total del mosto, se utilizé un pH-metro (Sension™ + HACH
LANGE®, Barcelona, Espana). Este instrumento mide la diferencia de potencial eléctrico
entre dos electrodos (uno de referencia y otro sensible al pH), una relacion que se
explica mediante la ecuacion de Nernst (OIV, 2009).

3.4.3 CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES

El contenido total de compuestos polifendlicos se cuantificé midiendo la absorbancia a
280 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Genesys™ 150 Vis/UV-Vis, Thermo
Fisher, Madrid, Espana). Esta longitud de onda coincide con el maximo de absorcion de
los anillos aromaticos presentes en los polifenoles (Carretero, 2017).

3.4.4 ANALISIS DE H202

La concentracién de H>O2 en el mosto se determind mediante un kit comercial de tiras
reactivas de lectura rapida (QUANTOFIX™ Peroxide 100, Macherey-Nagel, Alemania),
disefiado para la deteccién semicuantitativa de H2O-,

3.4.5 ANALISIS DEL COLOR

El color del mosto se caracterizé usando el sistema CIELab, el cual define un espacio
tridimensional mediante las coordenadas L* (luminosidad), a* (rojo/verde) y b*
(azul/amarillo).

Para calcular los valores, se midieron las absorbancias del mosto 450, 520, 570 y 630
nm mediante espectrofotometria (Genesys™ 150 Vis/UV-Vis, Thermo Fisher, Madrid,
Espafna). Posteriormente, las coordenadas cromaticas se calcularon utilizando el
software MSCV® desarrollado por la Universidad de la Rioja.

3.4.6 DETERMINACION DE GLUCOSA

La cuantificacion de D-glucosa se realizé utilizando el kit enzimatico D-Fructosa/D-
Glucosa (Megazyme, Wicklow, Irlanda).

El procedimiento se fundamenta en una serie de reacciones enzimaticas, en primer
lugar, la glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G-6-P) mediante la accién de una
hexoquinasa, con la conversion simultanea de ATP a ADP. A continuacién, el G-6-P es
oxidado por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en presencia de NADP*, generando
gluconato-6-fosfato y NADPH.

La produccién de NADPH es directamente proporcional a la cantidad de glucosa
presente en la muestra y se cuantifica midiendo la absorbancia a 340 nm con un
espectrofotdmetro de microplaca (Multiskan™ GO, Thermo Scientific, Denver, EE. UU.)
del Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) del Campus de Palencia (Universidad
de Valladolid, UVa).
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3.4.7 DETERMINACION DE ACIDO GLUCONICO

La concentracién de acido gluconico se determind utilizando el kit enzimatico D-Gluconic
acid/D-Glucono-d-lactona (Megazyme, Wicklow, Irlanda). Este método se basa en una
reaccion enzimatica especifica en la que el acido glucénico es oxidado por la enzima
gluconato deshidrogenasa, en presencia de la coenzima NAD+, generando NADH como
producto.

La formacion de NADH es directamente proporcional a la cantidad de acido glucénico
presente en la muestra y se cuantifica mediante la medicion de la absorbancia a 340 nm
en un espectrofotdmetro de microplaca (Multiskan™ GO, Thermo Scientific, Denver, EE.
UU.) del LTI del Campus de Palencia (UVa).

3.5 CARACTERIZACION DE LA MATRIZ DE INMOVILIZACION

La estructura interna de las biocapsulas se caracteriz6 mediante microscopia
electrénica de barrido ambiental (ESEM Quanta™ 200 FEG, FEI Company, Hillsboro,
EE. UU.). Ademas, la composicion elemental se ha confirmado mediante
espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDS), ambos analisis realizados
en la Unidad de Microscopia del LTI de la UVa.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El disefio de los experimentos y el tratamiento estadistico de los datos se ha llevado a
cabo utilizando el Software Statgraphics Centurion, versién 19.2.01 (Rockville, EE. UU.).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados de este trabajo organizados en dos bloques
principales.

41 INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE INMOVILIZACION SOBRE LA
ACTIVIDAD DE GOX Y LA RETENCION DE ACIDO GLUCONICO

El primer experimento, se centra en evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
alginato y CaCl, sobre dos parametros fundamentales, el consumo de glucosa y la
retencion de acido glucénico. El primero se utiliza como parametro indirecto para estimar
la actividad enzimatica de la GOX y el segundo, permite evaluar la eficacia de las
biocapsulas para retener el producto generado durante la reaccion.

En la tabla 3 se presentan los valores obtenidos tras el analisis, respectivos al consumo
de glucosa y la concentracién de acido glucénico (g/L), asi como el porcentaje de
retencion de acido glucénico presente en las biocapsulas (%).
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Tabla 3. Datos del consumo de glucosa y de la concentraciéon y retencién de acido glucénico
(g/L) y su correspondiente retencion de acido glucénico (%). Los valores se expresan como la
media % la desviacion estandar.

Tipo capsula Glucosa Acido Acido Acido
(% de alginato consumida glucoénico glucénico glucénico
retenido retenido
1,0 %-0,1 M 35,48 + 2,06 3,84 + 0,38 34,79 + 1,86 90,07 £ 0,41
1,0 %-0,3 M 35,48 + 5,81 3,52+0,83 35,11 £ 9,82 79,24 + 3,10
1,0 %-0,5 M 26,54 + 8,27 3,86 + 0,38 25,04 + 9,51 83,09 £ 0,32
1,5 %-0,1 M 27,50 + 2,60 3,99+0,9 25,95 +2,92 86,61 + 1,57
1,5 %-0,3 M 64,83 + 0,00 5,04 + 0,00 59,79 + 0,00 92,23 £ 0,00
1,5 %-0,3 M 71,15+ 0,00 4,77 + 0,00 72,70 £ 0,00 93,84 + 0,00
1,5 %-0,3 M 53,47 £ 0,00 5,04+ 0,00 48,43 + 0,00 90,57 £ 0,00
1,5 %-0,3 M 45,34 + 0,00 4,27 + 0,00 45,10 £ 0,00 91,35+ 0,00
1,5 %-0,5M 17,31+ 1,18 4,87 £ 0,04 13,98 + 1,32 74,11 +£1,95
2,0 %-0,1 M 39,97 £ 3,27 5,14 £ 0,35 38,37 £ 3,92 88,11 1,79
2,0 %-0,3 M 33,50 +3,58 4,96 + 0,28 31,52 + 5,07 85,01 £ 6,85
2,0 %-0,5M 59,33 + 3,54 5,88 + 0,62 58,72 + 3,73 89,70 + 4,52

Para llevar a cabo este estudio, se utilizé un disefio de experimentos factorial completo
32, lo que ha permitido estudiar tanto los efectos principales como sus posibles
interacciones. Las graficas obtenidas (Figura 4) muestran el efecto de cada tratamiento
sobre las variables de interés, facilitando la identificacién de las condiciones que
favorecen un mayor consumo de glucosa por la enzima GOX y una retenciéon mas
eficiente de acido gluconico.
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Figura 4. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado (A) y grafico de efectos principales (C)
para el consumo de glucosa con el sistema GOX-CAT inmovilizado en los diferentes tipos de
capsulas. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado (B) y grafico de efectos principales (D)
para el porcentaje de retencién de acido gluconico en con el sistema GOX-CAT inmovilizado en
los diferentes tipos de capsulas. El alginato esta expresado en % y el CaClz en M.

Como muestran los diagramas de Pareto (Figura 4A y 4B), a pesar de que los efectos
principales y sus interacciones no son estadisticamente significativas, si pueden
identificarse ciertas tendencias relevantes entre los tratamientos.

Respecto a el consumo de glucosa, la concentracion de alginato presenta un efecto
positivo, al igual que para la concentracién de CaCly, si bien este ultimo con un efecto
muy pequefio (Figura 4A). De este modo, una mayor concentracién de alginato en la
matriz de inmovilizacién mejora el consumo de glucosa por la GOX en unos 12 g/L
(Figura 4C). Estos datos sugieren que una mayor densidad de reticulacion en la
biocapsula, por una mayor concentracién de alginato, podria mejorar la eficiencia
enzimatica, al proteger la estructura activa de la GOX y facilitar la difusién del sustrato
hacia el interior de la matriz (Labus et al., 2020). Por otro lado, el factor cuadratico del
CaCl, tiene un efecto estimado alto, lo que indica un comportamiento no lineal, con un
consumo maximo de glucosa a concentraciones intermedias de CaCl,. Es posible que
el aumento inicial en la concentracion de este reactivo reticulante favorezca la formacion
de una matriz de inmovilizacion mas densa, mejorando asi la actividad de GOX. Sin
embargo, a concentraciones mas altas, la actividad enzimatica podria disminuir,
posiblemente por una menor difusion del sustrato hacia el centro de la capsula (McEntee
et al., 2008).
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La grafica 4B analiza los mismos factores (alginato, CaCl, y sus respectivas
interacciones) sobre el porcentaje de retencion del acido glucénico, el principal producto
de la oxidacion de la glucosa catalizada por la GOX. Como se observa, en este caso el
factor que mas influye es la concentracion de CaCl,, evidenciandose una disminucién
de la retencion de acido glucénico a concentraciones elevadas de este compuesto. Esto
podria ser debido a que altas concentraciones de CaCl, producen una gelificacién rapida
y heterogénea, lo que genera microcanales en la matriz. Estos canales facilitan la
difusién y pérdida de compuestos solubles como el acido glucénico (Chan et al., 2005).
En cambio, al aumentar la concentracion de alginato, se plantea la formacién de una red
polimérica con mayor capacidad de interaccién quimica con el acido glucénico, lo que
se podria traducir en un incremento de su retencién (Colin et al., 2024). Esto es esencial
para evitar la pérdida de acido glucénico y su liberacion al mosto. Cabe destacar que la
alta retencion del acido gluconico esta en consonancia con los resultados obtenidos por
Del-Bosque et al. (2023b), quienes también observaron una eficacia elevada en la
contencion del producto dentro de la biocapsula. Estos autores postulan ademas que la
presencia de Ca?* podria favorecer la retencion del acido gluconico por formacion de
complejos con la red de alginato, lo cual ya ha sido sugerido en estudios previos (George
& Abraham, 2006; Bouzouaid et al.,, 2021) y podria explicar la baja liberacion del
producto observada. A ello, se suman posibles efectos de la estructura de gel sobre la
difusién del acido gluconico, que pueden verse alterados en funcion del grado de
reticulacién, ya que una mayor compactacion reduce la velocidad de difusién (Coradin
y Livage, 2003; Del-Bosque et al., 2023b).

En relacion con los efectos principales del consumo de glucosa y la retencién de acido
glucénico, representados en las graficas 4C y 4D respectivamente, se observa en la
grafica C un comportamiento parabdlico que sugiere la existencia de concentraciones
6ptimas de CaCl, que favorecen la actividad enzimatica del sistema GOX-CAT. En
ambas gréaficas se identifica un valor maximo de respuesta cuando se utilizan
concentraciones altas de alginato y concentraciones medias de CaCl, aproximadamente
de 2,0 % y 0,3 M respectivamente, lo que indica que bajo estas condiciones la
biocapsula alcanza un equilibrio estructural que permite una actividad enzimatica
eficiente y una adecuada retencion del producto. Por debajo de estos niveles, la
biocapsula puede resultar demasiado débil para mantener la integridad del sistema
inmovilizado, mientras que, a concentraciones superiores la red formada puede ser
excesivamente compacta, lo que dificulta la difusion de glucosa hacia el interior
(Geethanjali & Subash, 2013). Esto refleja que la eficiencia del sistema enzimatico no
solo esta relacionada con la presencia de la enzima, sino también con las caracteristicas
fisicas de la estructura de la biocapsula y su interaccion con los productos generados,
como es el caso del acido gluconico y su retencion dentro del sistema.

4.2 EVALUACION DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Para valorar el impacto de las biocapsulas sobre el mosto, se analizaron parametros
fisicoquimicos clave como es la concentracion de H20., el pH y el contenido de IPT
(Figura 5). Estos indicadores permiten relacionar la actividad de CAT y GOX, la
estructura de las biocapsulas y la posible interaccion de los compuestos fendlicos con
la matriz, aportando una vision integral de los efectos del alginato y del CaCl; en el
sistema.
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En la tabla 4 se muestran los valores de H202, pH, e IPT de los mostos después de las
48 horas de tratamiento enzimatico con las 9 biocapsulas preparadas con diferentes
concentraciones de alginato y CaCls.

Tabla 4. Datos de la concentracion de H202 (mg/L), pH e IPT de los mostos tratados
enzimaticamente con los distintos tipos de capsulas. Los valores se expresan como la media *
la desviacién estandar.

Tipo capsula
(% de alginato

H202 (mg/L)

IPT (A2s0 nm)

Control 0,00 + 0,00 3,72+ 0,01 6,87 + 0,02
1,0 %-0,1 M 150,00 £ 0,00 3,38 £ 0,02 4,49 + 0,01
1,0 %-0,3 M 112,50 + 17,68 3,29 + 0,02 4,29 + 0,04
1,0 %-0,5M 162,50 + 17,68 3,17 £ 0,01 4,43 + 0,05
1,5 %-0,1 M 200,00 £ 0,00 3,30 £ 0,01 4,57 + 0,05
1,5 %-0,3 M 150,00 £ 0,00 3,25+ 0,01 4,58 + 0,04
1,5 %-0,5 M 162,50 + 17,68 3,11 £ 0,04 4,31 0,14
2,0 %-0,1 M 100,00 £ 0,00 3,34 £ 0,01 5,00 + 0,83
2,0 %-0,3 M 112,50 + 17,68 3,27 + 0,01 4,32+ 0,12
2,0 %-0,5M 100,00 £ 0,00 3,08 + 0,04 4,58 + 0,12
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Figura 5. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado (A) y grafico de efectos principales (B)
sobre la concentracion de H202, diagrama de Pareto del efecto estandarizado (C) y grafico de
efectos principales (D) para el pH y diagrama de Pareto del efecto estandarizado (E) y gréfico de
efectos principales (F) para los IPT en los diferentes tipos de capsulas respectivamente. El
alginato esta expresado en % y el CaClz en M.

En primer lugar, como se puede ver en el grafico de Pareto 5A, estadisticamente no hay
efecto significativo de la concentracién de alginato y de CaCl; sobre la concentracion de
H20., aunque si tienen cierto efecto sobre ella. En el grafico de efectos principales 5B,
se observa una tendencia a valores mas bajos de H.0, cuando aumentan las
concentraciones de alginato. Este comportamiento puede explicarse por la mayor
retencion de CAT, ya que, al aumentar la concentracion de alginato aumenta la densidad
de entrecruzamiento en la red polimérica lo que favorece la retencion de CAT dentro de
la capsula. Una mayor cantidad de CAT disponible implica mayor descomposicion de
H202 en agua y oxigeno, lo que contribuye a la tendencia descendente observada en los
niveles de H.0, (Kornecki et al., 2020).
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Como se observa en el grafico de Pareto 5C, el unico efecto que supera el umbral de
significacion es la concentracion de CaClz, lo que se confirma con el grafico de efectos
principales 5D. Ya que al incrementar la concentracion de CaCl, de 0,1 Ma 0,5 M el pH
desciende de forma clara, mientras que el efecto del alginato es mas débil, con
pequenas variaciones y un minimo alrededor de 1,5 %. Esta tendencia puede deberse
a la formacion de acido glucénico por accién de la GOX, ya que la oxidacion de la
glucosa genera glucono-6-lactona que se hidroliza a acido glucénico liberando H*, lo
que reduce el pH (Bauer et al., 2022). A mayores concentraciones de CaClzla red iénica
Ca?*-alginato es mas densa vy rigida lo que facilita la conversion de glucosa a acido
glucédnico y favorece la difusion del acido hacia el mosto, permitiendo que el descenso
de pH sea medible (Golmohamadi & Wilkinson, 2013).

El diagrama de Pareto 5E indica que ninguno de los factores supera el umbral de
significacion estadistica con respecto a los IPT, lo que significa que variaciones en la
concentracién de alginato y CaCl, no alteran la capacidad de retencién de compuestos
fendlicos ni la extraccion/liberacion de polifenoles totales (Toprakci et al., 2025). El
grafico de efectos principales 5F refuerza esta conclusion, ya que no hay una tendencia
clara ni un patrén definido. Sin embargo, al comparar el mosto inicial con los mostos
tratados con biocapsulas, se aprecia una reduccion general de los niveles de IPT. Esto
se podria explicar mediante interacciones fisicoquimicas de retencion. Algunas
moléculas fendlicas establecen enlaces de hidrogeno e interacciones idnicas con los
grupos carboxilato del alginato, quedando “atrapadas” en la red antes de que puedan
liberarse completamente al medio, disminuyendo significativamente los IPT en el mosto
tratado (Machado et al., 2022). Los compuestos fendlicos presentan variada polaridad,
peso molecular y capacidad de formar enlaces hidrogeno o interacciones moleculares,
lo que podria explicar por qué algunos quedan retenidos en la estructura y otros difunden
libremente, manteniendo valores de IPT relativamente estables (Corkovic et al., 2021).

4.3 EVALUACION DE LA RETENCION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA CAT

Para evaluar la retencién de actividad enzimatica, se optd por emplear la CAT como
enzima modelo. Esta eleccién se justifica por varias razones, en primer lugar, tanto la
CAT como la GOX presentan un tamafio molecular comparable (240 kda frente a 160
kDa respectivamente) (Bhatti et al., 2006; Pakhomova et al., 2009), lo que resulta
relevante dado que el mecanismo de inmovilizacion utilizado se basa en el atrapamiento
fisico en los poros de un gel. Dado que este mecanismo depende en gran medida del
tamafio de las moléculas, utilizar una enzima de dimensiones similares permite obtener
resultados representativos.

Por otro lado, la determinacion de la actividad enzimatica de la CAT es
considerablemente mas sencilla y directa que en el caso de la GOX, lo que permite llevar
a cabo mediciones mas rapidas, con menos interferencias y mayor reproducibilidad. Por
ello, se considerd adecuado utilizar la CAT en esta fase del estudio, con el objetivo de
valorar de forma fiable el grado de retencién de la enzima tras el proceso de
inmovilizacion.

En la tabla 5 se presentan los valores de actividad de CAT medidos tanto en las
disoluciones de CaCl, como en las aguas de lavado de las biocapsulas, expresadas en
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unidades (U), junto con el porcentaje de retencién correspondiente para cada condicion
de encapsulacion (%).

Tabla 5. Datos de la actividad CAT en las disoluciones de CaClz y en las aguas de lavado de las
biocapsulas expresadas en unidades (U), segun las condiciones de encapsulaciéon y su
respectiva retencion en porcentaje (%). Los valores se expresan como la media + la desviacion
estandar.

Muestra Actividad CAT Actividad CAT Retencion CAT
(% de alginato Ca? (U) aguas de (%)
M de CaCl, lavado (U
1,0 %-0,1 M 36,32 £ 0,21 31,68+0,25 88,67 + 0,08
1,0 %-0,3 M 22,90+ 0,18 1,81 +0,24 93,22 + 0,05
1,0 %-0,5 M 13,52 + 0,13 4,92 +0,13 96,93 + 0,02
1,5 %-0,1 M 47,83 + 0,41 7,75+ 0,21 90,70 + 0,07
1,5 %-0,3 M 13,37 £ 0,20 9,74 £ 0,17 96,15 + 0,03
1,5 %-0,5M 0,00+ 0,15 2,16 £ 0,00 99,64 + 0,00
2,0 %-0,1 M 30,63 + 0,26 0,00 £ 0,00 94,90 + 0,04
2,0 %-0,3 M 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 100,00 + 0,00
2,0 %-0,5M 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 100,00 + 0,00

Para evaluar el comportamiento del sistema de inmovilizacion de CAT, se cuantifico la
actividad de CAT retenida en el interior de las distintas biocapsulas. Esto se realizo
mediante el andlisis de la actividad residual de sus respectivas aguas de lavado y sus
soluciones de gelificacion, obteniendo un grafico de Pareto y uno de efectos principales
(Figura 6) que permiten identificar cuales son los factores experimentales que influyen
de manera mas significativa.
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Figura 6. Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados (A) y grafico de los efectos
principales (B) para el porcentaje de retencion de CAT en las capsulas de alginato-silice. El
alginato esta expresado en % y el CaClz en M.

El diagrama de Pareto para la retencion de CAT (A) muestra que ambos efectos
principales (concentracion de alginato y CaCl,) son positivos y estadisticamente
significativos. Entre ellos, la concentracion de CaCl, tiene un mayor efecto seguido de
la concentracion de alginato, que tiene un efecto menor, mientras que las interacciones
cruzadas y los términos cuadraticos quedan por debajo del umbral de significacion. Esto
podria indicar que, a medida que aumentan las concentraciones de Ca?" y alginato, la
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red del gel se vuelve mas densa y compacta, con tamanos de poro menores, lo que
favorece un mayor atrapamiento de la enzima en el interior de las capsulas (Costa et
al., 2024). Ademas, es posible que se establezcan interacciones idnicas entre los grupos
cargados del soporte y la enzima, asi como enlaces de tipo puente de hidrégeno entre
los grupos hidroxilo y carbonilo del gel con determinados aminoacidos de la enzima
(Zhang et al., 2024).

En el grafico de efectos principales (B), al incrementar la concentracion de alginato de
1 % a 2 %, la curva muestra un aumento casi proporcional a la retencién, reduciéndose
consecuentemente la fuga de CAT a las disoluciones de Ca?" y durante los lavados.
Bennacef et al. (2023) sefalan que concentraciones bajas de alginato generan geles
con gran tamafo de poro y alta pérdida de enzima, mientras que elevar el alginato hasta
un 2 %-3 % compacta la red lo suficiente como para mejorar la retencion sin impedir la
difusién de sustrato. A su vez, podemos observar que al aumentar las concentraciones
de CaCl; de 0,1 M a 0,5 M aumenta también la retencion de CAT, esto puede deberse
a que se incrementa el llenado de las celdas tipo “egg-box” y con ello la densidad de los
puentes idnicos entre el Ca?* y el alginato, al tiempo que se potencia la red de puentes
de hidrégeno adyacentes, reforzando la estructura del hidrogel y, por tanto, su
capacidad para retener moléculas como la CAT (Makarova et al., 2023).

Para los intervalos de alginato y CaCl, seleccionados, se identificé un maximo local al
2% de alginato y al 0,5 M de CaCl,, indicando los puntos en los que la retencién de la
actividad de CAT es 6ptima. Por otra parte, el efecto la interaccion alginato-CaCl, (AB)
no es significativa, lo que sugiere que ambos reactivos aportan su beneficio de forma
independiente, aumentando ambos la retencion de CAT al aumentar su concentracion.

4.4 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS BIOCAPSULAS

Para entender como afectan las condiciones de inmovilizacién a la estructura interna de
las diferentes biocapsulas, se realiz6 un andlisis estructural utilizando técnicas de
microscopia electronica de barrido ambiental, herramienta que permite visualizar la
superficie del material sin alterar significativamente su estado original (Figura 7).
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Figura 7. Micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) que
muestran las superficies internas de las biocapsulas seccionadas. Cada imagen representa una
formulacion distinta, variando la concentracion de CaClz y alginato: A) CaCl2 0,1 My 1 % de
alginato; B) CaCl2 0,1 My 1,5 % alginato; C) CaCl2 0,1 My 2 % alginato; D) CaCl20,3 My 1 %
alginato; E) CaCl2 0,3 My 1,5 % alginato; F) CaCl2 0,3 My 2 % alginato; G) CaCl20,5My 1 %
alginato; H) CaCl2 0,5 My 1,5 % alginato e 1) CaCl2 0,5 My 2 % alginato. Todas las micrografias
fueron tomadas con un aumento x 4000, excepto la micrografia A, que se obtuvo a x 6000.

En estas 9 micrografias se puede observar como varia la morfologia superficial de las
biocapsulas al modificar las concentraciones de alginato y CaCl.. En las micrografias
7A, 7By 7C, que tienen la concentracion de CaCl, mas baja (0,1 M), se aprecia como
al aumentar la concentracion de alginato de 1% a 2% se produce una progresiva
compactacion y organizacion de la estructura. Las redes poliméricas resultantes son
mas densas y rigidas ya que a mayor cantidad de alginato, como en la micrografia 7C,
la estructura interna se vuelve mas densa, en comparacion con la estructura mas laxa y
heterogénea observada en la micrografia 7A (Letocha et al., 2022).

Sin embargo, cuando la concentracién de Ca?" es baja como en las micrografias 7A y
7B, no todo el polimero logra reticularse por completo, lo que da lugar a una red de gel
menos compacta y con una estructura interna mas heterogénea, en contraste con lo
observado en las micrografias 7H y 71 donde hay un exceso de Ca?* (Girén-Hernandez
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et al.,, 2021). Varios estudios han observado que al aumentar la concentracion de
alginato puede aumentar la porosidad aparente de a microesfera, probablemente
porque la matriz polimérica mas espesa genera vacios mas grandes entre cadenas (Lei
et al., 2008; Wan et al., 2008).

Por el contrario, en las micrografias 7G, 7H y 71 que tienen la concentracion de CaCl»
mas alta (0,5 M), el Ca?* en exceso reticula practicamente todo el alginato disponible,
produciendo una red muy compacta y menos porosa. Al aumentar el alginato de 1 % a
2 %, se afiade mas polimero a la estructura, reforzando el gel resultante, siendo el efecto
principal un incremento de rigidez mecanica (Letocha et al., 2022). Diversos estudios
coinciden en que concentraciones altas de Ca?* provocan una estructura comprimida
con menor porosidad interna. Wan et al. (2008) observaron que al cuadruplicar la
concentracion de Ca?', la porosidad de un gel con alginato se reduce notablemente
debido al aumento de la densidad de reticulacion y al aumentar la cantidad de enlaces
ionicos formados. Es decir, a altas concentraciones de Ca?* las microesferas son muy
rigidas y compactas y conforme aumentan las concentraciones de alginato, se reforzara
la rigidez, pero ya no cambiara la porosidad (Wan et al., 2008; Letocha et al., 2022).

4.5 ANALISIS DE LA COMPOSICION ELEMENTAL DE LAS BIOCAPSULAS

Para verificar la incorporacién de alginato y Ca?* en la estructura de las biocapsulas, se
realizé un analisis elemental mediante espectroscopia de dispersién de rayos X (EDS)
de su zona interna, lo que permitié conformar la presencia y distribucién de elementos
clave como: C, O, Na, Si, Cl y Ca en la red de atrapamiento (Figura 8) (Rimal et al.,
2024).

En la tabla 6 se presentan los valores correspondientes a la composicion de carbono
(C), oxigeno (O), sodio (Na), silicio (Si), cloro (Cl) y calcio (Ca), expresados en
porcentaje (%), obtenidos para las distintas biocapsulas en funcion de las
concentraciones de alginato y CaCl, empleadas durante el proceso de encapsulacion.

Tabla 6. Valores de la composicion elemental de C, O, Na, Si, Cl y Ca en porcentaje (%) en
funcion de la concentracién de alginato y CaCl, de las biocapsulas.

Muestra C (%) 0O (%) Na (%) Si (%) Cl (%) Ca (%)
(% de alginato
y M de CacCly)
1,0 %-0,1 M 6,87 37,18 0,44 39,88 7,81 7,81
1,0 %-0,3 M 12,01 41,66 0,66 334 5,8 6,47
1,0 %-0,5 M 13,45 4413 0,62 27,34 7,44 7,03
1,5 %-0,1 M 6,42 32,51 0,31 33,6 15,22 11,94
1,5 %-0,3 M 7,88 35,41 0,39 31,32 14,66 10,34
1,5 %-0,3 M 14,4 36,54 0,42 21,77 15,56 11,32
1,5 %-0,3 M 5,95 23,82 0,81 24,91 27,35 17,16
1,5 %-0,3 M 51 23,93 0,39 27,33 16,2 17,02
1,5 %-0,5M 7,29 25,27 0,26 27,46 23,22 16,5
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Figura 8. Graficos de Pareto (A, C y E) y de efectos principales (B, D y F) de la composicion
elemental de C, O y Na de las biocapsulas respectivamente.
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Figura 9. Graficos de Pareto (G, | y K) y de efectos principales (H, J y L) de la composiciéon
elemental de Si, Cl y Ca de las biocapsulas respectivamente.

En las figuras 8 y 9 se observa que, al aumentar la concentracion de alginato,
incrementan significativamente los porcentajes de C y O, mientras que los de Si
disminuyen significativamente. Esto es coherente con el hecho de que el alginato de
sodio aporta fundamentalmente C y O en su estructura (Ce¢H;OsNa), y un mayor
contenido de polimero incrementa la fraccidn organica del gel a costa de la red de silice,
(la cual es la principal fuente de Si en estos sistemas y por tanto disminuiria) (Jin et al.,
2024). Por el contrario, los cambios observados en el Na, Cl y Ca no resultan
estadisticamente significativos al variar el porcentaje de alginato, puesto que estos
elementos dependen mas del agente reticulante (Da silva et al., 2018). En relacién con
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el CaCly, un incremento de este compuesto en la solucion de entrecruzamiento provoca
un incremento de Ca y Cl en el interior de las capsulas. Esto es logico, dada la
incorporacién de Ca?* a la capsula debido al entrecruzamiento con el alginato en los
“puentes idnicos” y a una posible retencién del anion ClI- asociado (Augst et al., 2006).

Por otro lado, se observa que al aumentar la concentracién de CaCl, disminuye
significativamente el porcentaje de Si, probablemente relacionado con un incremento de
alginato entrecruzado con Ca?!, lo que disminuye la componente inorganica del gel y
por lo tanto disminuye a su vez el porcentaje de Si. También, se observa un descenso
significativo en el porcentaje de O al incrementarse la concentracion de CaCl., que
podria deberse de la misma manera a un descenso del componente inorganico, ya que
la silice tiene enlaces tipo O-Si-O, a pesar de que a mayores concentraciones de
alginato se observe un incremento del O por la composicidn propia de este polimero (se
incrementa la componente organica) (Lee & Mooney, 2011).

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion sugieren que la composicion
de la matriz de inmovilizacion, en particular las concentraciones de alginato y CacCl,,
podrian influir en el rendimiento del sistema enzimatico GOX-CAT y en la retencion del
acido gluconico. Estos efectos no fueron estadisticamente significativos, por lo que
deben considerarse con cautela.

Se observdé una tendencia creciente del consumo de glucosa al aumentar la
concentracién de alginato del 1 % al 2 %. En el caso del CaCl. la tendencia no fue lineal,
ya que alcanzé un mayor consumo a concentraciones intermedias (0,3 M).

Respecto a la retencién del &cido glucénico, el CaCl, mostrd una tendencia a disminuir
ese parametro al elevar su concentracion del 0,1 M al 0,5 M. A su vez, la concentracién
de alginato parecio tener un efecto positivo leve, mejorando ligeramente la retencion del
acido.

El aumento de alginato tiende a reducir la concentracion de H.0,, coherente con una
mayor retencién de catalasa y actividad de GOX. En el caso del pH, se observé una
reduccion significativa principalmente asociada a la concentracion de CaCl,, lo que
puede estar relacionado con la formacién de acido glucénico y la liberacién de protones.
Por ultimo, los IPT mostraron un ligero descenso en comparacién con el mosto sin tratar,
lo que podria estar relacionado con la retencién de compuestos fendlicos en la
estructura de las biocapsulas.

En el caso de la CAT los ensayos mostraron porcentajes elevados de retencion
superiores al 90 % en la mayoria de los tratamientos. Al incrementar la concentracion
de CaCl; y en menor medida la de alginato, se observé un aumento progresivo en el
porcentaje de enzima retenida dentro de las biocapsulas.

La caracterizacion estructural por microscopia ESEM respalda estas observaciones, ya
que las matrices disefiadas con un mayor contenido de CaCl, y alginato presentan
estructuras mas densas y compactas, asociadas a una mejor retencién, aunque un
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exceso podria limitar la difusion del sustrato. El analisis por EDS permitié verificar la
incorporacion de alginato y Ca en la estructura de la biocapsulas.

De cara al futuro, seria interesante profundizar en el estudio de la difusiéon de los
sustratos y productos de las enzimas en el interior de las biocapsulas, asi como en la
retencion de la enzima GOX. Ademas, resultaria util investigar la resistencia mecanica
y la estabilidad de las biocapsulas frente a diferentes condiciones ambientales, como
variaciones de pH, temperatura o agitacion. Finalmente, se podria seguir investigando
en la aplicacién de este sistema de biocapsulas a distintos tipos mostos con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas. Estas lineas podrian aportar una comprensién de la
viabilidad técnica y funcional del sistema encapsulado en aplicaciones biotecnoldgicas
e industriales.
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