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RESUMEN

La inulinasa (2,1- B-D fructano fructanohidrolasa (EC 3.2.1.7)) es una enzima
que cataliza la hidrdlisis de inulina a jarabe de fructosa de alta pureza, en un
solo paso de reaccion.

El objetivo general del estudio fue, determinar los valores Optimos de los
pardmetros ambientales de la fermentacion de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-7571 para la produccion y caracterizacion cinética de la inulinasa del
extracto crudo actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina, respectivamente.

La estrategia experimental de optimizacion se basé en cuatro etapas
secuenciales: el disefio de Plackett & Burman, el disefio compuesto central
rotacional, la metodologia de la superficie de respuesta y la validacion de las
condiciones optimizadas.

Los valores Optimos de los pardmetros ambientales fueron: 26,2 %v/v de
extracto de yacoén, 0,386 g/L de MgSO, y 4,3 %v/v tamafio de indculo;
correspondiendo a una actividad de inulinasa maxima predicha de 2,2 U/mL y
actividad invertasa 93,6 U/mL.

Con la validacion, se alcanzaron actividades de inulinasa de 2,32 U/mL e
invertasa de 78,3 U/mL. Con las experiencias confirmativas se alcanzo una
actividad inulinasa de 1,8 U/mL.

Se concluyé que utilizando el plan experimental de optimizacion fue posible

determinar los parametros ambientales éptimos para una alta produccién de
inulinasa por Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571.

Palabras claves: Optimizacion, inulinasa, Kluyveromyces marxianus



ABSTRACT

The inulinase (2.1 - B-D fructan fructanohydrolase (EC 3.2.1.7)) is an enzyme
that catalyzes the hydrolysis of inulin to fructose syrup of high purity, in a single
reaction step.

The study overall objective was to determine the optimal values of the
environmental parameters of the fermentation of Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-7571 for the production and kinetic characterization of the crude
extract inulinase acting on sucrose, raffinose and inulin, respectively.

The experimental strategy of optimization was based in four sequential steps:
the Plackett & Burman design, the rotational central composite design, the
surface response methodology and the validation of optimized conditions.

The optimum values of environmental parameters were: 26,2 % v/v yacon
extract, 0,386 g/L MgSO, and 4,3 % v/v inoculum size, corresponding to a
predicted maximum inulinase activity of 2,2 U/mL and invertase activity of 93,6
u/mL.

In the validation, activities were achieved, inulinase 2,32 U/mL and invertase
78,3 U/mL. With these confirmatory experiences the inulinase activity was
reached on 1, 8 U/mL.

It was concluded that using an optimization experimental plan was possible to

determine the optimal environmental parameters for a producing high of
inulinase by Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571.

Key words: Optimization, inulinase, Kluyveromyces marxianus



CAPITULO |

INT
1.1.

RODUCCION
REALIDAD PROBLEMATICA

La fructosa es un monosacérido presente principalmente en un gran
namero de frutas, particularmente en las manzanas y los tomates. Es el
azucar natural mas edulcorante (Voet y Voet 1994), debido a ello en el
mundo esta compitiendo con la sacarosa la cual causa problemas de
obesidad, arteriosclerosis y diabetes (Rocha, Catana, Ferreira, Cabral y
Fernandes, 2006). Hasta la actualidad la fructosa se obtiene en forma
industrial por un proceso convencional a partir de almidoén, el cual incluye la
accion sucesiva de tres enzimas: a-amilasa, amiloglucosidasa y glucosa
isomerasa, rindiendo solamente 45% de fructosa en el producto final, por
las fuertes limitaciones termodinamicas que elevan el costo de produccion
(Chen H, Chen X, Chen T, Xu Xy Jin, 2011).

Durante las tres ultimas décadas se ha desarrollado una nueva idea de
produccion de fructosa: por hidrélisis enziméatica de inulina (fructano,
encontrado en muchas plantas como oligosacarido almacenado)
(Seminario, Valderrama y Manrigue 2003; Valentova et al. 2006 y Rocha et
al. 2006) catalizada por la enzima inulinasa. Este proceso de un solo paso
rinde concentraciones de fructosa por sobre el 95% (Cazetta, Martins, Monti
y Contiero, 2005; Sangeetha, Armes y Prapulla 2005 y Leite, Murr,
Martinelli, Dal y Park 2007). También recientemente se ha publicado la
habilidad de la inulinasa de catalizar la sintesis de fructooligosacaridos
FOS, que son carbohidratos con propiedades funcionales y nutricionales de

utilidad en alimentos (Vega y Zufiga-Hansen, 2011).

La inulinasa puede obtenerse de plantas y por fermentacion de muchos
microorganismos, siendo estos ultimos los que tienen mayor aplicacion
industrial. Lo que distingue a las enzimas producidas por diferentes
microorganismos es el rendimiento (unidades de actividad / ml de caldo de
cultivo) de la enzima obtenida y la propiedad de la enzima, las cuales

dependen no solamente de la clase de microorganismo utilizado, sino



también del modo o de las condiciones ambientales de fermentacion
llevada a cabo.

El rendimiento enzimatico y su localizacién de la actividad enzimatica son
determinados por la clase de microorganismos y las fuentes usadas como

sustrato durante la fermentacion.

En cultivos de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus en cuatro fuentes
de carbono, en matraces de 250 mL, con 50 mL de medio liquido, 30°C, pH
4,5y 200 rpm durante 72 horas y después de las etapas de purificacion de
la enzima inulinasa, se obtuvieron los siguientes valores de actividades
especificas: 170; 35,5; 59,5 y 94,2 U/mg con inulina, sacarosa, glucosa y
fructosa como fuentes de sustrato respectivamente, alcanzandose el mayor

valor de actividad con inulina (Kushi, Monti y Contiero 2000).

En otro reporte (Cazetta et al. 2005) se investigo la produccion de inulinasa
por Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 creciendo en extracto de yacén,
siendo optimo el pH de 3,5, un factor que influyo fuertemente en la actividad
y a la temperatura de 60 °C, alcanzandose un valor de actividad de 4,1
u/mL.

Por otra parte, turiones de esparragos fueron utilizados como fuente de
inulina para la produccion de inulinasa por fermentacién de K. marxianus
YS-1 en un reactor de 1,5 L, a 200 rpm y 0,75 vvm, alcanzandose una
actividad de 50.2 U/mL rendimiento de casi seis veces mas que con el
medio basal usado inicialmente en matraces Erlenmeyer, sugiriéndose
utilizar este recurso vegetal como una fuente barata de inulina para la
produccion de inulinasa, por su abundante disponibilidad en el mundo (Sing
y Bhermi, 2008).

De los valores de rendimientos maximos antes mostrados, se observan muy
dispersos, aunque se nota que la fuente de inulina como el extracto de

alcachofa Jerusalen dio el mas alto valor.



También se han reportado ensayos de caracterizacion de la inulinasa en el
caldo crudo y también con la enzima purificada pero basicamente de
fermentaciones de medios quimicos definidos (Rouwenhorst, Hensing,
Verbakel, Scheffers y Van Dijken 1990 ; Rocha et al. 2006 y Chen et al.
2009).

En general por lo expuesto, en esta investigacién se estudio la siguiente

realidad problematica:

“‘Rendimiento o actividad catalitica y caracterizacion de la enzima inulinasa
de un caldo crudo, en funcion a la optimizacion de los pardmetros
ambientales de la fermentacion por lotes de Kluyvermyces marxianus
NRRL-Y-7571"

Esta realidad problemética posee las siguientes caracteristicas:

a.- Conociéndose que las cepas de Kluyvermyces marxianus, tienen la
calificacién de seguras para ser utilizadas en la industria de alimentos, sin
embargo no se ha sistematizado la informacion de los ultimos 20 afios, que
dé cuenta del mejoramiento de la produccion de la enzima inulinasa por

fermentacion.

b.- Si bien existen algunos reportes de produccién de inulinasa por
fermentacion, de extractos de fuentes nutrientes sintéticos por distintos
microorganismos (levaduras y mohos principalmente), todavia no existen
suficiente informacion sobre el uso del yacén y del esparrago productos

nacionales, como fuente vegetal de carbono y energia en la fermentacion.

c.- No existe informacion de la evaluaciéon del efecto de un conjunto amplio
de parametros o condiciones ambientales (Composicién del medio liquido,
tamafo del inoculo de células, pH, temperatura y velocidad de agitacion) en
la fermentacion liquida de K. marxianus sobre el rendimiento y caracteristica

cinética de la enzima inulinasa de un caldo crudo de fermentacion.



1.2. ESTADO DEL ARTE DEL TEMA DE LA INVESTIGACION

La inulinasa es una enzima caracterizada por hidrolizar la inulina en fructosa
practicamente pura, ampliamente usada en la industria de alimentos como
edulcorante dietético con un poder de dulzor de 1.5 a 2 veces la sacarosa
(Ricca et al. 2007).

De ahi el interés por su estudio para producirla, purificarla y caracterizarla a
partir de cultivos microbianos en medios sintéticos, siendo las levaduras
Kluyveromyces marxianus las mas estudiadas. Recientemente se han
publicado estudios de la produccion de inulinasa por fermentacion de
Kluyveromyces marxianus en extractos de yacon, de esparragos y de
tubérculos de dalia, respectivamente con altos rendimientos de actividad
enzimatica (Caseta et al. 2005; Singh et al. 2008 y Singh et al.2007b).

Por tanto es necesario determinar recientes evidencias de mejoramiento de
la produccién de inulinasa por fermentacién de Kluyveromyces marxianus,
ya sea descubriendo nuevas cepas salvajes de esta levadura, obteniendo
otras por insercion molecular u optimizando los componentes del medio de
cultivo con nutrientes tantos sintéticos organicos e inorganicos y sustratos
complejos como el extracto de yacén y evaluando las condiciones del cultivo
microbiano como son la temperatura, el pH y la velocidad de agitacion del

medio de cultivo.

En esta seccion, se trata de determinar el avance cientifico y tecnoldgico de
la fermentacion de cepas de Kluyveromyces marxianus, para la produccion
de inulinasa logrados en los ultimos veinte afios, desde la informacion a
escala de laboratorio como a escala piloto, que permita tener una vision

completa del sistema tedrico y del conocimiento cientifico tema de tesis.

En tal sentido, el trabajo comprendid el estudio de las materias primas

fuentes de inulina, microorganismos productores de inulinasa, con énfasis a



la produccién por fermentacién de cepas Kluyveromyces marxianus y la

determinacion de las caracteristicas y propiedades de la enzima.

- Sustratos fuentes de inulina

La inulina es el componente base de un sustrato empleado como fuente de
carbono para la produccion microbiana de inulinasa, sea como inulina pura o
como extracto de materiales vegetales o materias primas renovables (Cazeta et
al. 2005; Rocha et al. 2006; Sangeetha et al. 2005 y Sing y Bhermi 2008). La
inulina puede ser usada ampliamente en alimentos asi como en las industrias

alimentaria, farmacéutica, quimica y biocombustibles (Chi et al. 2011).

La inulina es un fructano, un polisacarido almacenado en muchas plantas y
consiste de una cadena lineal de enlaces B-D- (2-1) fructosil-fructosa; al final de
la molécula esta presente un residuo de glucosa a través de un enlace tipo
sacarosa. En la figura 1 se muestra la estructura quimica de la inulina, en la
primera se representa con una molécula terminal de glucosa B-D-
glucopiranosil y en la segunda con una molécula terminal de fructosa B-D-
fructopiranosil (Franck y Deleenheer, 2006). En la inulina de origen vegetal, las
unidades de fructosas enlazados a la glucosa terminal puede variar desde
algunas unidades hasta 70, lo que significa que la inulina es una mezcla de
oligobmeros y polimeros, definiéndose por ello como un polifructano con un
grado de namero de polimerizacion de unidades poliméricas DP de al menos
30 (Pedreschi et al. 2003; Ricca et al. 2007 y Seminario et al. 2003).
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Figura 1. Estructura quimica de la inulina (Franck y Deleenheer, 2006).

Por ello, la hidrélisis completa de la inulina resulta en la formacion de fructosa y
glucosa con una razén de concentracién proporcional a la DP inicial de la
inulina. EI DP y la ramificacion dependen del origen vegetal de la inulina.
Comercialmente existe inulina de chicoria, dalia y jerusalem alcachofa, con un
promedio de DP de alrededor 27-29. Recientemente se han publicado que las
propiedades de la inulina no solo dependen del tipo de planta sino también del
manejo agrondémico y almacenamiento que se haya dado, como son los casos
de las raices de achicoria, esparragos y yacon (Graefe et al. 2004; Irvin y Hurst
1993 y Siomos et al. 2010).

Por otra parte una propiedad limitante del uso de inulina es su baja solubilidad
en agua, como los valores que se muestran a continuacion de alrededor 6% a
10 °C y 35 % a 90 °C. Sin embargo el proceso de extraccion desde los
vegetales es algo sencillo como se puede apreciar en los casos de produccion
de extracto de yacon y concentrado de inulina de raices de achicoriay daliay
tubérculos de esparragos (Leite et al. 2007; Ricca et al. 2007; Sing y Bhermi
2008 y Kango 2008).



Ricca et al. (2007) muestran los contenidos de inulina de algunos vegetales,
comunmente usados como alimentacion humana como por ejemplo la cebolla,
alcachofa, ajo, platano, achicoria, etc., observandose que los que tienen mayor
contenido de inulina son la alcachofa Jerusalem y la chicoria de 19 y 20 % peso
fresco respectivamente. Los rendimientos en inulina de las raices y tubérculos
son altos. Los tubérculos secos contienen sobre el 70% de inulina (Pandey et
al. 1999).

Sin embargo la mayoria de cualquiera de las plantas investigadas es costosa o
tiene limitada disponibilidad, mientras que los esparragos son raices de hierbas
perennes que contienen inulina sobre el 15% y la produccion anual mundial de
esta planta es mas alta que la achicoria, la alcachofa Jerusalem y la dalia. Por
lo que generalmente, la factibilidad de escalamiento para la produccién de una
enzima esta basada en el alto rendimiento del microorganismo y lo barato que
signifique las materias primas (Sing y Bhermi 2008).

Correspondientemente, el yacén considerada en Europa como una nueva
fuente de oligosacéridos prebidticos y en Sudamérica un alimento tradicional y
relativamente barato, con un estatus de uso seguro (Ojansivu, Ferreira y
Salminen, 2011) y la presencia de inulina en un 27% base seca en tubérculos
de yacén (Smallanthus sonchifolius), aumenta el interés de estudiar este
vegetal como sustrato para el crecimiento de microorganismos que usen este
polisacarido para producir inulinasa (Cazetta 2005, Madrigal y Sangronis 2007
y Chi et al., 2011).

Se aprecia que estas fuentes de inulina han recibido especial atencion en la
investigacibn como materias primas renovables, para la produccion de
bioetanol, inulooligosacéaridos y jarabe de fructosa. El mejor procedimiento
promisorio para la obtencion de jarabe de fructosa desde inulina y materiales
vegetales que contienen inulina, incluye el uso de la enzima inulinasa
microbiana que después de un solo paso de hidrolisis enzimatica, rinde hasta
95% de fructosa pura (Chi et al. 2009 y Ricca et al. 2007).
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- Enzimas inulinasa

Las enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlaces B -D—(2-1)- fructosidicos en
la inulina originando fructosa y glucosa se le denomina inulasa o p-D—(2-1)-
fructano fructohidrolasa (E.C. 3.2.1.7), comunmente conocida como inulinasa,
perteneciendo al grupo de clasificacion de enzimas hidrolasas glicosidasas (
Kushi et al. 2000 y Laloux et al. 1991).

Las enzimas inulinasas se pueden dividir en exoinulinasas y endoinulinasas.
Las exoinulinasas catalizan la remocion de las unidades de fructosa desde la
primera hasta el final de la cadena con la hidrdlisis del residuo de sacarosa.
Las endoinulinasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces internos de la molécula
de inulina, originando inulotriosa, inulotetrosa e  inulopentosa
(Inulooligosacéridos, 10S) sin actividad invertasa para hidrolizar el residuo de
sacarosa (Rouwenhorst et al. 1990 y Sing, et al. 2007a).

La inulinasa puede ser obtenida a partir de especies vegetales y de muchos
microorganismos, siendo los Ultimos capaces de producir suficiente enzima
para aplicaciones industriales. Por esta razon en éstas tres Ultimas décadas se
han realizado esfuerzos significativos por encontrar u obtener la mejor fuente
microbiana para la produccién de inulinasa, incluyendo hongos filamentosos
(Otha et al. 2004 y Chen et al. 2011), levaduras (Rouwenhorst et al. 1988; Sing
et al. 2007; Zhang et al. 2009, Yu et al. 2009 y Golunski et al. 2011) y bacterias
(Zherebtsov et al. 2003 y Ricca et al. 2007).

- Microorganismos productores de inulinasa

La evaluacion de la produccion de una enzima por fermentacion microbiana se
determina por los parametros de rendimientos (unidad de actividad / ml de
caldo de cultivo o unidad de actividad / mg de células) de la enzima obtenida y
por las propiedades de la enzima que dependen de la clase de microorganismo
usado, del modo de fermentacion, del medio de cultivo y las condiciones
ambientales (Gresham y Inamine 1986; Hensing et al. 1995; Liu et al. 2005 y
Xiong et al. 2007)).
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Muchas cepas de mohos, levaduras y bacterias son capaces de producir
inulinasa y varios de ellos han sido cultivados con éxito y la enzima extraida,
concentrada y purificada, como lo reportado en sendas publicaciones de
revision (Chi et al. 2009; Pandey et al. 1999; Otha et al. 2004 y Ricca et al.
2007). Estos trabajos muestran cronolégicamente nuevos conocimientos sobre
el mejoramiento de la produccion de inulinasas, caracterizacion de nuevas
inulinasas, clonacion y expresion de genes de inulinasas y sus respectivas
aplicaciones. También se confirmé que los microorganismos mas comunmente
utilizados son las cepas de mohos como el Aspergillus sp y cepas de levadura
como Kluyveromyces sp, aunque las cepas de levadura producen mas

inulinasa que las cepas de hongos y bacterias.

Entre las levaduras, ademas de Kluyveromyces marxianus que tienen alto
potencial para producir inulinasa con altos rendimientos aceptables
comercialmente, se han reportado Ultimamente que, se han seleccionado y
mutado otras cepas nuevas como Geotrichum candidum (Mughal et al. 2009);
la levadura marina Pichia guilliermondii (Yu et al.2009) y se han clonado genes
de inulinasa INU1 de Pichia guilliermondii en Pichia pastoris X-33 (Zhang et al.
2009) alcanzandose altos valores de rendimientos: 71,85 U/mL en 48 h de
cultivo; 127, 7 U/mL en 120 h y 286,8 U/mL en 120 h de fermentacion
respectivamente, siendo estos valores los mas altos reportados a la fecha,

aunque esto involucra mayores tiempos de fermentacion.

Sin embargo, considerando que los mayores esfuerzos estan dirigidos a
producir inulinasa para aplicarlos en la produccion de jarabe alto de fructosa,
como un edulcorante de bajo poder caldrico, las cepas de Kluyveromyces
marxianus que tienen el status de GRAS (Generally Recognized as Safe) y
QPS (Qualified Presumption of Safety) en los Estados Unidos y en la Union
Europea respectivamente, son preferidos para la produccion de inulinasa para
ser usado en la industria de alimentos. Estas designaciones significan que
existen pocas restricciones contra su uso y enormemente realzan su potencial

en el sector biotecnoldgico (Lane y Morrissey 2010).
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Ademas de ser la inulinasa una enzima nativa de la levadura lechera
Kluyveromyces marxianus, es especialmente adecuada para la aplicacion
industrial, por tener la mejor velocidad de crecimiento que cualquier otro
microbio eucariote, termotolerante, con habilidad para crecer sobre los 52 °C,
capacidad de asimilar un amplio rango de azucares claves, como la lactosa e
inulina y una alta capacidad secretoria de enzimas liticas, hacen de éste
microorganismo lider de todas las levaduras para muchos procesos
biotecnologicos. Kluyveromyces marxianus es una especie que incorpora
muchos sinonimos, se describe como una levadura homotalica,
hemiascomyceto, es filogenéticamente relacionada a Saccharomyces
cerevisiae y es una especie hermana de la mejor conocida Kluyveromyces
lactis (Lane y Morrissey 2010). Una fotografia de Kluyveromyces marxianus se

muestra en la figura 2.

Figura 2: Células de lavadura Kluyveromyces marxianus creciendo en glucosa,
bajo condiciones aerobicas, cultivadas en matraces y en shaker a 45°C y 120
rpm (Madeira 2004).

- Produccién de inulinasa por cepas de Kluyveromyces marxianus

Comparativamente, segun Pandey et al. (1999), en cuanto a la produccion de
inulinasa se puede notar que entre los mohos los mejores resultados son dados
por Aspergillus niger (75 U/mL) y A. niger A42 (4600 U/g), también algunas
cepas mutantes de levaduras como K. marxianus var. marxianus, CBS 6556
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exhibieron rendimientos de 3000 U/mL, mientras que las bacterias no

mostraron comparables rendimientos de inulinasa.

Las levaduras tienen la ventaja sobre los mohos de tener una mayor velocidad
de generacion celular y adaptabilidad a diferentes condiciones y modos de
cultivo, y en esto las cepas de Kluyveromyces marxianus han sido ultimamente

mas estudiados.

Cruz-Guerrero et al. (1995), demostraron que Kluyveromyces marxianus
CDBB-L-278 fue una levadura hiper productora de inulinasa parcialmente
constitutiva y, aunque la cepa mostré tener una alta resistencia al 2-
desoxiglucosa, la produccion de inulinasa fue reprimida catabdlicamente, al
confirmarse que en una fermentaciéon en un medio de 4 % de glucosa 'y 4 % de
inulina, la inulinasa comenzo a producirse cuando los niveles de glucosa fueron
lo suficientemente bajos, alcanzandose un rendimiento de 82 U/mL al término

de las 24 horas.

También una levadura de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus fue
evaluada primero en cultivo continuo en medios con diferentes fuentes de
carbono, en que los mas altos rendimientos de inulinasa fueron obtenidos con
sacarosa como nutriente limitante, resultando valores de 107 U/mL para una
velocidad de dilucién de 0,05 h™* y 0,81 U/mL para un valor de 0,45 h™,
precisandose que los niveles de actividad de inulinasa en cultivos con sacarosa
fueron fuertemente dependientes de la velocidad de dilucién y la levadura
regulada por el azucar residual en el cultivo continuo. Después en cultivos en
matraces de 250 mL, 50 mL de medio a 30 °C, velocidad de agitacion 200 rpm,
después de 72 horas y de las respectivas etapas de purificacion se alcanzaron
actividades especificas con inulina de 170 U/mg, la méas alta, respecto con
fructosa 94,2 U/mg, o con glucosa 59,5 U/mg o con sacarosa 35,5 U/mg (Kushi
et al. 2000).

Kalil et al. (2001) en un estudio de optimizacion de la produccion de inulinasa
por Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 determinaron que las condiciones

de cultivo fueron: 14 g/L de sacarosa, 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de
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peptona, 1 g/L de K;HPO,4 y pH 3,5. La actividad enzimatica fue de 127 U/mL.
El K;HPO,4 tuvo un efecto positivo débil sobre la actividad enzimética aunque

estadisticamente fue significativa.

Desde un punto de vista industrial es importante sefialar que la inulina
proveniente de materias primas vegetales es considerada como la mayor
fuente de carbono, mas que la inulina pura, como ha sido comprobado en

estudios recientes y que se reportan a continuacion.

Se ha evaluado la fermentacion de Kluyveromyces sp. Y-85 en un medio
optimizado usando como fuente de carbono extracto de alcachofa, la
experiencia primero fue realizada en matraces a 30 °C por 24 horas,
alcanzandose el maximo rendimiento de 59.5 U/ ml de medio compuesto por
8.0% de extracto de alcachofa; 2% de Urea; 0.2% extracto de carne y 4% de
licor dulce de maiz. Posteriormente se evaluo el efecto de la aireacion variando
los volumenes de medio sobre la produccion de inulinasa, infiriendo que el
oxigeno no influenci6 mucho en el rendimiento. Esta propiedad seria muy
importante para el caso de una produccién industrial, en cuanto se ahorraria

costos de produccion (Wei et al. 1998).

Con el medio optimizado se escal6 la fermentacién en un fermentador de 15
litros, con un volumen de medio de 7 L, inéculo 5% (v/v), a 30 °C, aireacion 1,5
vvm y velocidad de agitacion 400 rpm, alcanzandose un rendimiento promedio
de 67.6 U/mL. Las cinéticas de fermentacidbn muestran que la sintesis de
inulinasa se inhibid por la alta concentracion de carbohidrato reductor (> 2 g/L)
en el medio de cultivo. Cuando la experiencia se realizé en un fermentador de
torre de 1000 L se obtuvo un rendimiento maximo de 68.9 U/mL, el mas alto

reportado a la fecha (Wei et al. 1998).

Se ha publicado la producciéon de inulinasa por Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus en extracto de yacon al 30 % (v/v), habiendo mostrado esta levadura
un alto potencial de produccion (4,1 U/mL a las 16 horas de incubacion) y su

gran capacidad de adaptacion en diferentes sustratos y su gran crecimiento a
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diferentes valores de pH (pH 3,5 fue el Optimo) y en amplios rangos de
temperatura (20 a 40 °C) (Cazetta et al. 2005).

Xion et al. (2007) determinaron un medio de cultivo adecuado para obtener el
mayor rendimiento de inulinasa por Kluyveromyces S120. El medio de
fermentacion estuvo compuesto de 12,72 % de inulina, 10,76% de licor de
maceracion de maiz como fuente de nitrégeno y 1,61% (NH,).SO,, empleando
salvado de trigo como sustrato solido, alcanzandose un maximo rendimiento de
inulinasa de 409,8 U/g de sustrato seco inicial, constituyéndose el valor mas
alto publicado en la literatura de esa fecha. En la cinética de fermentacion se
observa que el maximo rendimiento lo alcanzd después de las 96 horas de
cultivo. Debido al decaimiento del crecimiento celular después de 84 h o la
degradacion parcial de inulinasa por enzimas proteoliticas, la produccion de
inulinasa decayd después de 96 h; por lo que sugirieron que la inulinasa
producida por Kluyveromyces S120 pudo ser un ejemplo de un producto

asociado al crecimiento.

Singh y Bhermi (2008) obtuvieron una alta actividad de inulinasa (50.2 U/mL) a
partir de la fermentacion K. marxianus YS-1 usando extracto pulverizado de
raiz de esparrago (con 4 % de inulina), en un reactor de 1.5 Litros, bajo
agitacion de 1200 rpm y 0.75 vwm a 30 °C y después de 60 horas de
fermentacién, por lo que se concluyé utilizar esta fuente como materia prima,
por ser abundante y barato. Ademas se demostré por fermentacién de K.
marxianus YS-1 en matraces Erlenmeyer sobre el extracto de esparrago
conteniendo un maximo de 1.54% de inulina, que los métodos de extraccién de
inulina desde los tubérculos de raiz de esparragos, ejercieron también efecto

sobre el rendimiento de inulinasa.

Se ha demostrado que el tipo de sustrato tiene efecto sobre la naturaleza extra
e intracelular de la enzima. Esta propiedad depende principalmente de la clase
de microorganismo empleado, particularmente, la mayoria de hongos produce
enzima extracelular, mientras que las levaduras producen ambas, tanto en el

medio de cultivo como en el interior de la célula (Rouwenhorst et al. 1990).
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Singh et al. (2007), en un estudio de optimizacion de medio y parametros de
proceso para la produccion de inulinasa a partir de una nueva cepa de
Kluyveromyces marxianus YS-1, en matraces, demostraron que el rendimiento
de enzima aumento con el incremento del pH inicial del medio hasta un valor
de 6,5 a una produccibn maxima de enzima de 24,5 U/mL y de ahi el
rendimiento declind. Se recomendé trabajar a un intervalo de pH inicial de 6,4 a
6,5 y temperatura de 30°C para una produccion éptima con esta cepa. En este
estudio también se evalué el efecto de la aireacion y agitacion sobre la
produccion de inulinasa. La velocidad de agitacion de 150 rpm y una aireacion
de 1 vwm han sido reportadas como Optimas para cultivos en matraces. La
variacion de la velocidad de agitacibn no solo afecta la disponibilidad de
oxigeno, si no también ejerce influencia sobre la disponibilidad de otros
nutrientes en el medio. Por tanto la aireacidén y agitacion son factores criticos
para K. marxianus, los que son responsables de la viabilidad y produccion

enzimaética.

Cuando K. marxianus NRRL Y-7571 crecié en un cultivo soélido conteniendo
bagazo de cafia de azlcar como soporte y fuente de carbono y suplementado
con licor de maiz como fuente de nitrégeno, la concentracién de inulinasa
extracelular alcanzé el valor de 391,9 U/g de bagazo seco fermentado (Bender
et al. 2006). Cuando se us6 salvado de soja el tiempo de fermentacion para
alcanzar la actividad maxima decrecié de 96 a 24 h y la productividad maxima
alcanzada por K. marxianus NRRL Y-7571 fue de 8.87 U/ g.h (Mazutti et al.
2006).

Mazutti et al. (2010), evaluaron la cinética del crecimiento celular y produccion
de inulinasa por K. marxianus NRRL Y-7571 en un reactor de lecho empacado
con bagazo de cafia, melaza de cafia, licor de maiz y salvado de soja por
efecto de la temperatura del aire de ingreso y el caudal volumétrico de aire, los
mismos que correspondieron a valores 6ptimos de 30 °C y 3 m®h, alcanzando
una actividad promedio de 463 U/g de sélido seco. Concluyeron que estos
resultados pueden ser usados para el escalamiento y optimizacion de la
configuracion de bioreactores de lecho empacado para la produccion de

inulinasa.
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Una lista resumen de cepas de K. marxianus productoras de inulinasa se

reporta en la tabla 1, notdndose que ellas producen inulinasa con una alta

actividad enzimatica. Para mejorar los resultados mostrados es importante

evitar los efectos de represion por glucosa sobre la produccion de inulinasa y

utilizar fuentes naturales de inulina como extractos de yacon, esparragos Yy

alcachofas. Por tanto la factibilidad del escalamiento para la produccion

enzimatica industrial esta basada grandemente en el alto rendimiento del

microorganismo, el sustrato base a emplear y el disefio del proceso de

fermentacion.

Tabla 1. Cepas de Kluyveromyces marxianus y rendimientos en inulinasa

Tipode  Rendimiento
Microorganismo _ Referencia
cultivo U/mL
Kluyveromyces sp. Y-85 Liquido 59,5 Wei et al. 1998
K. marxianus Liquido 43,7 Pandey et al. 1999
K. marxianus ATCC 36907 Liquido 260 Pandey et al. 1999
K. marxianus ATCC 52466 Liquido 0,418 Pandey et al. 1999
K. marxianus CDBB-L-278 Liquido 82 Cruz-Guerrero et
al. 1995

K. marxianus var. marxianus CBS
6556 Liquido 3000 Pandey et al. 1999
K. marxianus UCD(FST) 55-82 Liquido 212 Pandey et al. 1999
K. marxianus var.bulgaricus Cor:)tlnu 107 Kushi et al. 2000

. Lo Silva-Santisteban
K. marxianus ATCC 16045 Liquido 121 y Filho 2005
K. marxianus var.bulgaricus Liquido 4,1 (nggéeta etal

: S Cruz-Guerrero et
K. marxianus (Aly A2) Liquido 32 al. 2006
K. marxianus NRRL Y-7571 Sdélido 391,9U/g Bender etal. 2006
K. marxianus NRRL Y-7571 Liquido 8,87 U/g.h Mazutti et al.2006
Kluyveromyces S120 Solido 409,8 U/g Chen et al. 2007
K. marxianus YS-1 Liquido 24,5 Singh et al. 2007b
K. marxianus YS-1 Liquido 50,2 ?c')%gsh y Bhermi,
K. marxianus NRRL Y-7571 Solido 463 Ulg Mazutti et al.2010
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- Caracterizacion y propiedades de la inulinasa

La inulinasa (E.C. 3.2.1.7) es una enzima miembro de la familia de glicésido
hidrolasa 32(GH32), la cual catalisa la hidrélisis de inulina a fructosa. La
purificacion de inulinasa microbiana extracelular es hecha por métodos
convencionales de centrifugacion, ultrafiltracion, precipitacion con solventes o
sales, cromatografia de intercambio i6nico y de permeaciéon en gel, mientras
que las inulinasa intracelular requiere disrupcién celular antes de practicar los
métodos reportados para las enzimas extracelulares (Kushi et al. 2000).

El proceso de extraccion de la inulinasa, ademas de determinar el rendimiento
y si la enzima es extracelular o intracelular, determina otras caracteristicas
como su peso molecular (MW), su modo de accién sobre la molécula de
inulina, su actividad hidrolitica sobre la sacarosa, respuesta a los cambios de
pH y temperatura, propiedades cinéticas y efecto de la concentracion de
sustrato (Chi et al. 2009).

Se ha reportado diferentes valores de MW dependiendo de la fuente de
microorganismo, del método de determinacién, asi por ejemplo para la K.
marxianus var. bulgaricus varia de 57 a 77 KDa (Kushi et al.2000) y para K.
marxianus CBS 6556 se determind un valor de 64 KDa (Rouwenhorst et al.
1990).

Se ha determinado que las inulinasas pueden ejercer dos modos de accién
diferentes sobre la molécula de inulina, una accion extrema y una accion
interna, correspondiendo dos clases de inulinasas llamadas exo-inulinasas vy
endo-inulinasas respectivamente. Las exo-inulinasas (74 KDa, pH 5,1 — 7,0)
empiezan con la separacién de la primera molécula de D-fructosa y va hasta el
altimo enlace para liberar glucosa de la unidad de sacarosa y la endo-inulinasa
(64 KDa) actua sobre enlaces internos y rinde un conjunto de inulo-
oligosacaridos (inulotriosa, inulotetrosa y inulopentosa) pero sin actividad
invertasa. Estas propiedades dependen del origen microbiano de la enzima. De
este punto de vista la mejor cepa seria la que tenga ambas propiedades, como

el caso del A. ficuum (Pandey et al. 1999), dado que una mezcla de endo y exo
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inulinasa puede resultar en una mejor conversion de inulina a fructosa que solo
utilizar enzimas puras aisladas, dado que las endo-inulinasas romperian las
moléculas de inulina en muchos oligosacaridos, aumentando asi los puntos de
ataque para las exo-inulinasas, con el consecuente incremento de la velocidad

de reaccion de inulina a fructosa.

Por tanto queda probado que las exo-inulinasas también ejercen actividad
catalitica sobre la sacarosa, desdoblandola en glucosa y fructosa, es decir
tienen actividad de invertasa. Se afirma que la actividad invertasa es mayor en
enzimas producidas por levaduras que en aquellas obtenidas a partir de mohos
(Ricca et al. 2007). Notoriamente una actividad invertasa de inulinasa es
deseable. Laloux et al. (1991), sostienen que las inulinasas poseen sitios
cataliticos comunes, pero diferentes sitios de enlace para la hidrdlisis de inulina

Yy Sacarosa.

Un esquema hipotético para el mecanismo de accion de la inulinasa de B.
polymyxa 722 se muestra en las figura 3. La presencia de grupos de imidazol y
sufidrilos en el centro activo de la enzima fue demostrado con el mecanismo

propuesto (Zherebtsov, N., 2003).
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Figura 3. Esquema hipotético para el mecanismo de accion de la inulinasa
sobre la inulina (Zherebtsov, N., 2003).

La actividad y estabilidad dependen de la respuesta de la enzima a los cambios
de temperatura y pH. Los valores de temperatura y pH dependen del tipo de
microorganismo usado como fuente, generalmente se da valores mas altos
para bacterias y levaduras que mohos. Asi se tienen los rango de valores de
pH, para mohos 4,5 — 7,0, para levaduras 4,4- 6,5 y para las bacterias 4,8 — 7,0
(Ricca et al. 2007). Singh et al. 2007b, determinaron que la exo-inulinasa de
Kluyveromyces marxianus YS-1 exhibié considerable actividad a un valor de pH
optimo de 5.5 en que mantuvo estable su actividad catalitica al 100% durante 3
h a la temperatura 6ptima de 50 °C. Se observa que todavia existe la
necesidad de investigar la actividad y estabilidad de la inulinasa contra la
temperatura, asi como los modelamientos y simulacion de procesos o cinética

de desactivacion de la enzima.
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Por otra parte se han evaluado los parametros cinéticos de inulinasas
provenientes de diferentes fuentes de microorganismos en torno a solo un valor
de temperatura 6ptima. Kushi et al.(2000) determinaron los valores de los
parametros cinéticos aparentes K, y Vmax de la inulinasa purificada por HPLC
de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 en presencia de
inulina y sacarosa siendo 86.9 mg/ml y 53.7 U/mg de proteina y 4,58 mg/mL y
441,0 U/mg de proteina a 55 °C y pH 4,4 6ptimos, respectivamente,
demostrando que la enzima producida es una exo-inulinasa con mas alta
afinidad y reactividad por la sacarosa que por la inulina. de Paula et al. (2008)
también determinaron los valores de los parametros cinéticos de un caldo
crudo exento de células conteniendo inulinasa de Kluyveromyces marxianus
var. bulgaricus ATCC 16045 siendo de K, igual a 61,83 mM y Vnax igual a
37.60 U/mg de proteina a 55 °C y pH 3,5 éptimos.

- Inmovilizacién

Un medio crudo libre de células de un cultivo de Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus ATCC 16045, fue inmovilizado en gelatina tratado con
glutaraldehido, resultando con una actividad de inulinasa del 82,20 %. Sus
pardmetros cinéticos fueron de Ky, igual a 149,28 mM y Vnhax igual a 31,45 U/mg
de proteina a 55 °C y pH 3,5 Optimos. La inulinasa inmovilizada actué con una
eficiencia de conversion de sacarosa del 58,12 % en un reactor continuo de
lecho fijo operando por 33 dias (de Paula et al. 2008).

Células de Kluyveromyces marxianus con actividad de inulinasa, fueron
inmovilizados en alginato de bario tratado con glutaraldehido, manteniéndose
una actividad residual del 85 % y una eficiencia del sistema (n) de 0,79 para un
diametro de particula de 1,43 mm. El coeficiente de difusion (Dg) de la inulina
hacia el interior del soporte fue de 2,5x10° cm?s™ mientras que el médulo de
Thiele () fue cercano a 1, confirmandose que el factor limitante del sistema
fue la resistencia difusional del sustrato. Sus parametros cinéticos fueron de K,
igual a 0.522 MM y Vmax igual a 113,7 pmolmin™ de proteina (Barranco- Florido,
E. et al. 2001).
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Pratima y Argyrios (1985a) inmovilizaron células Kluyveromyces marxianus con
actividad de inulinasa, en una matriz de gelatina de poro abierto tratado con
glutaraldehido, manteniéndose una actividad residual mayor al 90 %. El
procedimiento de inmovilizacion no alterd el valor del pH que fue de 6.0 tanto
para las células libres como para las inmovilizadas. La temperatura de hidrolisis
de la inulina fue 10° C mas alto para las células inmovilizadas. Los valores de
Kn fueron de 8 y 9,52 mM para las células libres e inmovilizadas
respectivamente. Estas células inmovilizadas conservaron su actividad hasta

por 30 dias cuando se le conservé a 4° C.

También Pratima y Argyrios (1985b) evaluaron la produccion por lotes y en
continuo de jarabe de fructosa a partir de alcachofa Jerusalem con células
inmovilizadas de Kluyveromyces marxianus con actividad de inulinasa, en una
matriz de gelatina de poro abierto tratado con glutaraldehido. En el reactor por
lotes la hidrdlisis fue del 93 % alcanzandose una concentracion de fructosa de
42 g/L al término de 3 horas. Estos mismos resultados se obtuvieron cuando
las células inmovilizadas se reusaron durante 10 lotes. Cuando se operé el
reactor continuo con 65.7 g/l de células inmovilizadas se obtuvo un aproximado

del 100 % de hidrdlisis, a velocidades de dilucién menores a 1,26 ht,

- Conclusiones

En este estudio de revision, se han determinado a la actualidad, un conjunto
cepas de Kluyveromyces marxianus con gran potencial biotecnoldgico para
producir inulinasa, pero la investigacion para una fuente vegetal de inulina
econdmicamente interesante todavia esta en curso. Desde un punto de vista
industrial, el uso de inulina de especies vegetales como materia prima para la
produccion de inulinasa por fermentacion, se vislumbra como promisorio, sobre
todo para el esparrago y el yacén, el primero por ser actualmente uno de los
cultivos de mayor produccibn mundial, respecto a las materias primas
comerciales actuales y de alto contenido de inulina y el segundo por ser un
alimento tradicional con un estatus de seguro de uso y también con mayor

contenido de inulina.
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Para propdsitos de escalamiento del bioproceso sera necesario tener en cuenta

que, la aireacién y agitaciobn son factores criticos para la fermentacion de

Kluyveromyces maxianus, los que son responsables de la viabilidad y

produccion enzimatica. Se ha visto que hay necesidad de investigar la actividad

y estabilidad de la inulinasa frente a la temperatura, modelando y simulando la

cinética de desactivacion. Los pardmetros cinéticos de la inulinasa estan en

funcion al tipo de microorganismo, las condiciones ambientales de la

fermentacion y del modo de accién de la enzima.

1.3.

CARACTERIZACION Y NATURALEZA DEL OBJETO DE
INVESTIGACION

El objeto de la investigacion es la fermentacion sumergida por lotes de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 y la caracterizacion cinética de la
enzima inulinasa del caldo crudo de fermentacién, como producto (Kushi et
al. 2000, Rouwenhorst et al.1990, Sangeetha et al. 2005, Wei et al. 1998 y
Ricca et al. 2009).

La fermentacion es un proceso de biotransformacion de materia organica
por la accién de células (de microorganismos o de animales) en sustancias
guimicas o0 metabolitos, llevada a cabo bajo ciertas condiciones
ambientales y en recipientes adecuados llamados fermentadores o
bioreactores. En estos equipos las sustancias van reaccionando en el

tiempo por accién del material bioldgico activo.

La fermentacion se refiere también a un proceso microbiano que suministra
energia, en el cual los compuestos organicos sirven de aceptores
terminales de electrones (o de hidrégeno). El diéxido de carbono y otros
gases también se consideran como productos de la reaccion o respiracion

de los microorganismos (Walter et al. 1994).

El género Kluyveromyces corresponde a los microbios de levadura, los que

son muy conocidas por su habilidad en crecer sobre fructanos tales como la



24

inulina (Cazetta et al. 2005 y Lane y Morrissey, 2010). La inulina es un
fructooligosacarido formada por unidades de fructosa unidas entre si por
enlaces B-D- (2-1) fructosil-fructosa de hasta n= 60 con una molécula de
glucosa al inicio de la cadena. La inulina se encuentra en muchas plantas
como en la achicoria, la dalia, la cebolla, el ajo, el esparrago y en el yacon
(Ojansivu et al. 2011y Franck y Deleenheer 2006).

En cepas de Kluyveromyces como cicerisporus, fragilis, marxianus, sp.Y-
85, etc. (Rouwenhorst et al. 1988 y Wei et al. 1998) se han detectado altas
actividades enzimaticas cuando, las levaduras crecieron en un medio
conteniendo inulina, sea pura o desde un extracto de las plantas como

fuente de carbono.

La inulinasa de levadura es una enzima extracelular parcialmente asociada
con la pared celular y parcialmente excretada dentro del medio de cultivo.
La inulinasa es una enzima denominada B-2,1- D-fructan-fructanohidrolasa;
(EC 3.2.1.7), caracterizada por hidrolizar la inulina en fructosa
practicamente pura, ampliamente usada en la industria de alimentos como

edulcorante dietético.

En este trabajo, el caracterizar la enzima inulinasa del caldo crudo de
fermentacién, comprendera determinar los valores de los parametros
cinéticos de la enzima en el caldo crudo en condiciones de pH, temperatura
y concentracion de sustrato, definidas en base al andlisis de las referencias
bibliograficas. Los valores de los parametros cinéticos también son
indispensables conocerlos para los céalculos de disefio de un reactor
enzimatico, siendo ellos la constante de afinidad, K y la velocidad maxima,
V (Kushi et al., 2000, Ricca et al. 2009, Rocha et al. 2006 y Singh y Bhermi
2008).
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1.4. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Como determinar los valores éptimos de los parametros ambientales de

la fermentacién por lotes, de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571,

para la produccion y caracterizacion cinética de la inulinasa en el extracto

crudo?.

1.5. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

H: Por un planeamiento experimental de optimizacion en cultivo microbiano por

lotes, es posible determinar los valores éptimos de los parametros ambientales

de la fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 para la

produccion y caracterizacion cinética de la inulinasa del extracto crudo

A continuacioén se definen las variables de estudio:

Variable compleja independiente: Lo constituye, los parametros ambientales

de la fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571, dado por el

conjunto de variables independientes siguientes:

Fuente de carbono: Extracto de yacén (Cazetta et al 2005) y extracto

de turiones de esparragos (Singh y Bhermi 2008)
Fuente de nitrégeno: (NH4).SO,4 (Singh et al 2007b)

Factores de crecimiento: Extracto de levadura (Kushi et al., 2000 y

Singh et al. 2007b)
l6nes metélicos: Mg?* (Mg SO4) (Kampen, 1997)

Tamafo de inéculo _de células _microbianas de Kluyveromyces

marxianus NRRL-Y-7571. (Liu, Y., Liu, Q. y Tay, J. 2005)
pH inicial. (Cazetta et al 2005)

Temperatura. (Kushi et al., 2000 y Singh et al 2007b)
Velocidad de Agitacion. (Singh et al 2007b)
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Variable dependiente: Lo constituye la produccion de inulinasa o rendimiento,

expresada como actividad enzimatica (volumétrica, U/mL y especifica U/mg).

Asi mismo las variables para la caracterizacion cinética del extracto crudo

enzimatico lo constituyen los parametros cinéticos de la enzima K y V,

determinados por mediciones de velocidad inicial de reaccion a diferentes

concentraciones de sustrato (Ettalibi y Baratti, 2001y Illanes 2008).

FORMULACION DE LOS OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivos generales:

A) Determinar los valores Optimos de los parametros ambientales de la

fermentaciéon de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 para la

produccién de inulinasa del extracto crudo.

B) Determinar los valores de los parametros cinéticos de la enzima

inulinasa del extracto crudo de la fermentacion de Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-7571, actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina,

respectivamente.

Objetivos especificos:

a)

b)

d)

Obtener y caracterizar los extractos de yacdén y de esparragos, que
sirvan en los experimentos de fermentacion de Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-7571, como fuentes de carbono y energia.

Producir el caldo celular por cultivo en matraces Erlenmeyer de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 en medio definido
quimicamente puro, a evaluarse como tamafio de inéculo en los
experimentos.

Identificar a partir de un total de 12 experimentos segun el disefio de
Plackett- Burman, aquellos parametros o variables que afectan
sensiblemente las respuestas.

Determinar los valores O6ptimos de los pardmetros que afectan
significativamente las respuestas segun el disefio factorial (Disefio
compuesto central rotacional DCCR) y el analisis o metodologia de

superficie de respuesta (RSM).
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e) Realizar los estudios de validacion y confirmativos de la fermentacion
por lotes sumergida de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 en
matraces y en un bioreactor automatizado de 2 litros.

f) Determinar los valores de los parametros cinéticos K y V de la inulinasa
del extracto crudo, actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina,

respectivamente.

IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La inulinasa es una enzima caracterizada por hidrolizar la inulina en fructosa
practicamente pura (sobre un 95%) en un solo paso de reaccion, pudiendo
ser una alternativa al proceso tradicional originando la reduccion de las
etapas de bioprocesamiento, tiempo y costos en la industria de alimentos. El
producto jarabe de fructosa, es un azucar natural ampliamente usada en la
industria de alimentos como edulcorante dietético con un poder de dulzor de
1,5 a 2 veces la sacarosa (Ricca et al. 2009). Las inulinasas también pueden
ser aplicadas en la produccibn de fructooligosacaridos; éstas
macromoléculas ultimamente han logrado alcanzar mucha atencion debido a
su aplicacién como ingredientes funcionales (Vega y Zufiga-Hansen, 2011 y
Sangeetha et al. 2005).

De ahi el interés por esta enzima para producirla, purificarla y caracterizarla
a partir de cultivos microbianos en medios sintéticos, siendo la levaduras
Kluyveromyces las mas estudiadas (Cazetta et al. 2005, Kushi et al. 2000,
Rouwenhorst et al. 1990 y Wei et al. 1998). Recientemente se han publicado
estudios de la produccion de inulinasa por fermentacion de Kluyveromyces
marxianus ATCC 16045 en extracto de yacon (Cazetta et al. 2005) un
tubérculo de produccion nacional que almacena inulina vy
fructooligosacaridos, y también se reportd la produccion a partir del extracto
del turibn de esparragos, siendo estos, raices de hierbas perennes que

contienen inulina sobre el 15%; de ahi que la produccion anual mundial de
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esta planta es mas alta que la achicoria, la alcachofa Jerusalem y la dalia
(Singh y Bhermi 2008).

Por lo expuesto la investigacion se justifica dado que el tema se enfoca con
un criterio novedoso, de mejorar el proceso fermentativo de Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-7571en medios de cultivo definidos, utilizando extractos
de recursos naturales nacionales como son el de yacon y del turion de
esparrago y posteriormente, caracterizando la inulinasa producida, con la
determinacién de los parametros cinéticos y condiciones ambientales

(temperatura, pH y velocidad de agitacion).

De la informacion que se logre a escala de laboratorio se espera motivar la
realizacion de estudios de escalamiento, a nivel de planta piloto y estudios
factibilidad de instalacion de una planta de produccion de enzimas inulinasa,
en el pais.
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. FUNDAMENTOS FILOSOFICOS TEORICOS DE LA INVESTIGACION

En este trabajo de investigacion, se aplicé el método cientifico experimental,
que comprendidé un conjunto de conceptos normativos, epistemoldgicos, como
son la objetividad por los métodos y técnicas a considerar para probar la
hipotesis, verificar los resultados y lograr la verdad factica o de hecho, con
sistematicidad del tratamiento estadistico mateméatico de los valores de las
variables de estudio, coherencia entre los valores calculados con los modelos

matematicos y los valores experimentales.

El principio de causalidad sera evidente, puesto que se lograra optimizar los
pardmetros de fermentacion por lotes de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-
7571 en medios de cultivo liquidos definidos, para mejorar la produccion de la
enzima inulinasa, al tratar las variables independientes en base a un disefio
factorial (DCCR) vy la metodologia del andlisis de superficie de respuesta
(RSM). Finalmente correspondera a la validacion del modelo matematico
obtenido.

2.2. MARCO CONCEPTUAL.

Partiendo de los diferentes enfoques y conclusiones que tienen los autores de
las referencias bibliograficas sobre el problema de investigacién planteada, las
ideas y criterios de la realidad nacional y mundial y los fundamentos del objeto
de la investigacion, se planteo una linea filosoéfica factica (materialista) para el

desarrollo de este trabajo empleandose el método cientifico experimental.

DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Inulinasa
La inulinasa es una enzima denominada inulasa o B-D—(2-1)- fructano
fructohidrolasa (E.C. 3.2.1.7), pertenece al grupo de clasificacion de enzimas
hidrolasas glicosidasas y catalizan la hidrolisis de enlaces B -D—(2-1)-

fructosidicos en la inulina, originando fructosa y glucosa ( Kushi et al. 2000 y
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Laloux et al. 1991). Esta enzima puede ser utilizado para la produccion de
jarabe de fructosa de alta pureza, el cual es extensamente usado en la
industria de alimentos y bebidas (Ettalibi y Baratti, 2001).

Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces marxianus, es una levadura especialmente adecuada para la
aplicacion industrial, por tener la mejor velocidad de crecimiento que cualquier
otro microbio eucariote, termotolerante, con habilidad para crecer sobre los 52
°C, capacidad de asimilar un amplio rango de azucares claves, como la lactosa
e inulina y una alta capacidad secretoria de enzimas liticas, hacen de éste
microorganismo lider de todas las levaduras para muchos procesos
biotecnoldgicos. Kluyveromyces marxianus es una especie que incorpora
muchos sin6nimos, se describe como una levadura homotalica,
hemiascomyceto, es filogenéticamente relacionada a Saccharomyces
cerevisiae y es una especie hermana de la mejor conocida Kluyveromyces

lactis (Lane y Morrissey 2010).

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571, ATCC 26548 6 CBS 6556, es una
cepa aislada en Chiapas México, es considerada como una de las levaduras
gue tiene gran potencial biotecnolégico para producir inulinasa (Rouwenhorst et
al. 1990; Mazutti et al. 2010 y Golunski et. al 2011).

Cinética de fermentaciones por lotes
La fermentacion es un proceso microbiano que suministra energia, en el cual
los compuestos organicos sirven de aceptores terminales de electrones (o de
hidrégeno). El didéxido de carbonico y otros gases también se consideran como
productos de la reaccion o respiracion de los microorganismos (Walter, McBee
y Temple, 1994).

La fermentacién o cultivo por lotes se define como aquel que se realiza sin
intercambio de materia con los alrededores, salvo lo referente a los gases
(aireacion, produccion de CO2 y otros gases), los que se suministran y retiran

del sistema en forma continua. En esta modalidad de cultivo se cargan
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inicialmente los nutrientes y luego se inocula con una determinada cantidad de
células viables.

El conocimiento de la cinética de un cultivo permite la prediccion del transcurso
de la fermentacion, la evaluacibn de velocidades, rendimientos vy
productividades y entrega informacion atil para establecer estrategias de
produccién y optimizacion del proceso. El crecimiento de una poblacion
bacteriana y de levaduras (X) en funcion al tiempo de cultivo (t) se puede

modelar con la siguiente ecuacion:

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento y su valor tiene especial
relevancia en el estudio cinético de fermentaciones.
El comportamiento cinético de una poblacion esta determinado por un conjunto

de factores genéticos y ambientales (Stanbury, Whitaker y Hall, 1995).

Influencia de los parametros ambientales de fermentacién

El valor de p y por tanto la sobreproduccion de un determinado metabolito
dependen del microorganismo que se trate y de los pardmetros ambientales del
cultivo. Entre los pardmetros o factores ambientales esta la composicion del
medio de cultivo, la temperatura, el pH, etc. ademas para los procesos aerobios

interesa la velocidad de agitacion y aireacion.

El efecto cuantitativo de la naturaleza de un nutriente (S) en el crecimiento

microbiano no inhibido, estd modelado por la ecuacién de Monod:

— =
L= ”maxm
Donde Ks representa la constante de saturacion y Pmax la velocidad especifica
maxima de crecimiento.
La reproduccién celular requiere de ciertos nutrientes (Kampen 1997), los que
deben ser suministrados a través de los componentes del medio de cultivo: la
fuente de carbono y energia puede ser un carbohidrato (sacarosa, inulina, etc.),
la fuente de nitrdgeno amonio, aminoacidos, urea, etc., y el resto de los

elementos son proporcionados por sales inorganicas en menor concentracion
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como el sulfato de magnesio, fosfato de potasio, etc. Debido a deficiencias
genéticas algunas cepas requieren de factores de crecimiento tales como

aminoacidos, vitaminas y nucledétidos.

La aireacion (vwm) y agitacion (N) en los procesos fermentativos aerobios
cumplen los objetivos de, suministrar oxigeno necesario a los microorganismos
para alcanzar sus actividades metabdlicas apropiadas y mantenerlos en el
medio liquido en suspension. A nivel de laboratorio los valores tipicos de vwm y

N son de 0.5 a 2 y de 200 a 900 rpm. respectivamente (Casas et al. 2006).

Actividad y pardmetros cinéticos enzimaticos

La produccién de enzimas se expresa en términos de actividad enzimatica. Se
define a una unidad internacional de actividad (Ul.), como la cantidad de
enzima que cataliza la transformacion de un micromol de sustrato por minuto,
en condiciones ambientales definidas, tales como son: concentracion de

sustrato saturante, pH y temperatura 6ptimas (lllanes, 2008).

La cinética enzimatica se sostiene sobre la consideracion basica de que, la
velocidad de la reaccion catalizada es proporcional a la concentracion de
proteina enzimatica activa en la zona de linealidad de la relacion producto-
tiempo (velocidad inicial). Salvo situaciones muy excepcionales, esto es valido
(lllanes, 2008).

El estudio del comportamiento cinético de una enzima es de vital importancia
para establecer los mecanismos moleculares de la accion enzimatica. La

expresion matematica para un modelo cinético generalizado considera
reacciones esencialmente irreversibles del tipo S — P y se expresa segun la

ecuaciéon de Michaelis -Menten: v = Vap.S/ (Kap + S).

Donde Kap y Vap son los parametros cinéticos denominados, constante de
afinidad aparente del enzima por el sustrato y la velocidad maxima aparente de

reaccion (reactividad del complejo activo enzima sustrato) respectivamente.
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La expresion cinética anterior, es utilizada conjuntamente con el balance de
materia respectivo, en el disefio y evaluacion del comportamiento del reactor
enzimatico. Para ser aplicada requiere de la evaluacion experimental de todos
los pardmetros cinéticos que la conforman. La forma usual es a través de
mediciones de velocidad inicial de reaccion a diferentes concentraciones de

sustrato o concentraciones de efectores.

La validacion de la dependencia de vy Sy la determinacion de los parametros
0 constantes cinéticas se realizan por interpolacion lineal, usando la ecuacién
de Lineweaver—Burk, obtenida a partir de la ecuacion de Michaelis -Menten
(Ricca et al., 2009): 1/v = Kap/Vap.S + 1/Vap .

El yacon

El yacon es una de las raices reservantes comestibles, perteneciente a la
familia Compositae, con mayor contenido de agua, entre el 83 y 90% del peso
fresco es agua. En términos generales los carbohidratos representan alrededor
del 90% del peso seco de las raices recién cosechadas, de los cuales entre el
50y el 70% son fructooligosacaridos (FOS). El resto de los carbohidratos (entre
el 15% y 40%) lo conforman la sacarosa, la fructosa y la glucosa (Seminario,
Valderrama y Manrique, 2003). También se ha determinado que el yacon es
fuente de inulina (Madrigal y Sangronis 2007 y Chi et al., 2011), un polisacéarido
de cadena lineal de enlaces B-D- (2-1) fructosil-fructosa, al final de la cadena
esta presente una unidad de glucosa a través de un enlace tipo sacarosa.

La inulina es el componente base de un sustrato empleado como fuente de
carbono para la produccion microbiana de inulinasa, sea como inulina pura o
como extracto de vegetales como en este caso extracto de yacéon (Castillo,
2009, Cazetta 2005, Sing y Bhermi, 2008 y Ricca, et al. 2009). Sin embargo, la
composicién relativa de los diferentes azucares varia significativamente debido
a diferentes factores como el cultivar, la época de siembra y cosecha, tiempo y

temperatura en pos cosecha, entre otros (Seminario, et al. 2003).
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El esparrago

El esparrago es una hortaliza jugosa, de la familia Liliaceae, nombre cientifico
Asparagus officinalis L. planta perenne, que en la tierra forma una capa o
corona la cual produce numerosos tallos, de rizomas con raices y yemas de las
cuales emergen brotes o renuevos, que son propiamente la parte comestible
cuando tiene una longitud determinada, y se denomina espérrago, brotes,

renuevos, turiones, tallos o puntas.

Turion: los turiones o tallos del esparrago se originan de una corona
subterrdnea de raices y se cosechan al emerger de la tierra. Los espéarragos

verdes tienen la yema terminal y todo el turién de color verde.

El esparrago fresco: significa que el tallo no es blando o flojo y que no se ha
sometido a ningun proceso de beneficio que cambie sus caracteristicas
naturales. Es una planta vivaz que crece todos los afios a partir del rizoma.
Dura varios afios en el terreno. Mientras crece en el suelo es el esparrago
blanco, pero si se le deja vegetar por encima y se le recoge antes de dar
ramificaciones es el esparrago verde. El esparrago recién cosechado contiene
en promedio 95% de agua, carbohidratos 1.5 % y proteinas 2.7% entre otros

componentes (Anastasios, 2010)

Estrategia experimental de optimizacion de la fermentacion

Por la necesidad creciente de optimizar productos y procesos, minimizando
costos y tiempos, maximizando rendimientos, productividades y calidad de
productos, entre otros objetivos, ha conducido a utilizar técnicas de
planificacion de experimentos. El método usado para este proposito se llama
optimizacién, el mismo que puede llevarse a cabo por un planeamiento
factorial, seguido por un analisis 0 metodologia de superficie de respuesta,
RSM (Bas D. y Boyaci I. 2007).

Una estrategia secuencial para lograr alcanzar las condiciones optimizadas,

incluye cuatro etapas (Rodrigues M. y lemma A. 2005):
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1.- Seleccion de los parametros o variables independientes e identificacion de
sus niveles. Un experimento screening o de seleccion recomendado es el de
Plackett & Burman (Chen H. et al., 2011, Kalil et al. 2000).

2.- Seleccion del disefio de optimizacién. Por la planificacion experimental
factorial completo (segun el nimero de variables en estudio), se recomienda el
disefio compuesto central rotacional (DCCR) para construir el modelo
matematico predictivo, que generalmente es una ecuacion de segundo orden.
3.- Determinacion de los valores 6ptimos. Por la RSM, que permite visualizar la
ecuaciéon predictiva en un plano tridimensional, mostrando la relacion entre la
variable respuesta o dependiente y las variables independientes. Ademas los
planos de contorno ayudan a visualizar una superficie de respuesta (Bas D. y
Boyaci |. 2007).

4.- Validacion de las condiciones optimizadas. Con la realizacion de
experimentos confirmativos para la verificacion de la adecuacion al modelo.

La RSM es una coleccidon de técnicas estadisticas y mateméaticas usadas para
desarrollar, mejorar y optimizar procesos en el cual una respuesta de interés
estd influenciada por varias variables con el objetivo de optimizar esta
respuesta. Esta metodologia genera un modelo matematico el cual describe el
proceso quimico o bioquimico (Rodrigues M. y lemma A. 2005, Bas D. y Boyaci
I. 2007 y Chen et al. 2011).

PLANTEAMIENTO DE ACTIVIDADES DE LA INVESTIGACION

El planteamiento de las actividades de la investigacion se hicieron, en torno a
optimizar los parametros ambientales de la fermentacion de K. marxianus
NRRL-Y-7571, para la produccion y caracterizacion cinética de la enzima

inulinasa mediante una planificacion experimental de optimizacion.

La figura 4, describe el marco de accién en la cual se sustentan los objetivos
propuestos Yy la verificacion de la hip6tesis del trabajo de tesis. Segin como se
aprecia, se obtienen los extractos de yacon y esparragos y se caracterizan sus
componentes quimicos, por técnicas analiticas e instrumentales, para utilizarlos
como las fuentes de carbono y energia en preparacion y esterilizacion de los

medios de cultivo de las fermentaciones.
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Las cepas de K. marxianus se activaron desde su estado de mantencion
liofilizadas, por cultivos en medio rico, hasta constituir los indculos activos para
las diferentes fermentaciones experimentales. Se realizaron cultivos por lotes
preliminares, tanto en medios con componentes puros como con los extractos
de yacon y esparragos, para conocer los perfiles cinéticos de crecimiento y
produccién y obtener el crudo enzimatico de inulinasa para definir la técnica de

la actividad catalitica y determinar los parametros cinéticos de la enzima.

Con el analisis de las experiencias antes expuestas, el estudio de la
informacion bibliogréfica, los aportes de la estadistica y el conocimiento de la
ingenieria de fermentaciones y enzimas, se definieron las variables de estudio
(fuentes de carbono: extractos de yacon y esparragos; fuente de nitrogeno;
factor de crecimiento; ibn metalico; tamafio de inoculo; pH inicial, temperatura y
velocidad de agitacion) , que sirvieron para planificar y ejecutar el planeamiento

experimental de optimizacion.

Se realizaron cultivos en matraces segun el disefio factorial de Plackett &
Burman para seleccionar tres variables independientes de un total de nueve, y
definir el valor de sus niveles cuantitativos. A continuacién se realizaron cultivos
en matraces segun el disefio factorial DCCR para construir el modelo
predictivo de la fermentaciébn dentro de una regién optima y por RSM

determinar los valores 6ptimos de las variables en estudio.

Posteriormente se realizaron experiencias de cultivo en matraces para validar
las condiciones optimizadas, asi como también cultivos en un fermentador

Biostat M de 2 litros como experimento confirmativo.

Finalmente se realizaron experiencias en reactores enchaquetados, de
mediciones de velocidad inicial de reaccién de inulinasa en extracto crudo para

la caracterizacién cinética de la enzima.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA EMPLEADA

3.1. METODOS EMPLEADOS EN LA INVESTIGACION

En este trabajo de investigacion, se empled el método cientifico experimental,
con tipo de analisis predominantemente cuantitativo aplicado. EI método
consisti6 en aplicar una estrategia experimental de optimizacion de la
fermentacioén, el mismo que pudo llevarse a cabo por un planeamiento factorial,

seguido por un analisis 0 metodologia de superficie de respuesta.

3.2. METODOLOGIA PARA LA PRUEBA DE LA HIPOTESIS

Con el objetivo de mejorar los valores de la actividad catalitica de la enzima
inulinasa en el extracto crudo, optimizando la composicion del medio y las
condiciones del cultivo de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 la hipotesis
de trabajo se someti6 a prueba, aplicando el siguiente disefio de investigacion:

El trabajo de optimizacion de los parametros ambientales de la fermentacion,
se realiz6 por cultivos de K. marxianus en matraces Erlenmeyer (Calam, Ch.
1986; Singh R. et al. 2007b) y su correspondiente experimento de validacion,

ademas del estudio confirmativo en un fermentador automatizado de 2 L.

En una primera etapa, se trabajaron con nueve variables independientes con el
objetivo de evaluar la influencia de cada variable independiente (causa) con la
dependiente (efecto) y la influencia conjunta de todas las variables
independientes con la dependiente (Greasham y Inamine 1986 y Rodrigues y
lenma 2005), la hipotesis se sometid a un andlisis estadistico (Disefio
screening), y la segunda etapa fue de optimizacion final aplicandose el método
de optimizacion a través del disefio factorial completo para tres variables
seleccionadas en la primera etapa, el disefio compuesto central rotacional
(DCCR) para construir el modelo matematico predictivo, que es una ecuacion
de segundo orden. y el estudio de la metodologia de las superficies de
respuesta (RSM) (Kalil S. et al.; 2000 y Chen H. et al. 2011).
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- Determinacion de las Condiciones 6ptimas de Fermentacion:

Se realizo mediante dos etapas: Diseflo de seleccion o0 screening y
optimizacién final, en ambas, la variable dependiente (y) fue la actividad
catalitica enzimatica. Para la caracterizacion del extracto crudo enzimatico de
la fermentacion optimizada, se determinaron los valores de los parametros

cinéticos de la enzima inulinasa por medidas de velocidad inicial.

1. Disefio de seleccién o screening

El objetivo principal de esta etapa fue identificar y seleccionar aquellas
variables independientes mas importantes desde una gran lista de variables
candidatas, que al hacerlas variar sus valores de un nivel bajo (-) a un nivel alto
(+) afecten sensiblemente las respuestas. Para ello se utilizé el Disefio de
Plackett- Burman. Los experimentos se realizaron por cultivos por lotes en

matraces de K. marxianus segun se detalla en la seccion 3.4.

Disefio de Plackett- Burman

El disefio de Plackett — Burman, es una técnica eficiente para optimizacion de
los componentes de un medio (Xion et al. 2007), fue utilizado para recoger los
factores o variables que influenciaron significativamente la produccion de
inulinasa y descartar aquellas insignificantes, con el proposito de obtener un set
de tres factores mas manejables y seleccionarlos para realizar un disefio

factorial completo.

Se empledé un disefio con 11 variables, dos de las cuales fueron ficticias
(dummy), con un total de 12 experimentos. Las variables dummy se usan para
la medida de la variabilidad por Plackett y Burman y estos dan un estimado
directo del error estandar del efecto de un factor (Kalil S. et al. 2000).Tanto la
definicion de las variables independientes (en base a experiencias preliminares
y publicaciones previas) como el plan experimental de Plackett-Burman en una
matriz de orden estandar (Greasham y Inamine 1986), se indican en las Tablas
2y 3, respectivamente.
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En el disefio experimental, cada fila representa un experimento y cada columna

representa una variable independiente. Los signos + y — representan los dos

niveles diferentes (alto y bajo) de las variables independientes a investigar.

Tabla 2.- Definicion de variables en el Disefo de Plackett- Burman en

la fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 para la

produccioén de inulinasa en extracto crudo.

VARIABLES NIVEL BAJO | NIVEL ALTO
() (+)
Xi:Fuente carbono % (v/v)
X,:Fuente nitrégeno (g/L)
Xs:Factor de crecimiento (g/L)
X4:Tipo de fuente carbono Esparrago Yacén

Xs: :lones metdlicos (g/l)

Xe:Tamario inéculo % (v/v)

X7:pH inicial

F1: Dummy

Xg: Temperatura (°C)

F.>: Dummy

Xo: Velocidad de Agitacion (RPM)

Tabla 3.- Plan Experimental segun el Disefio de Plackett & Burman
para la seleccion de variables de la fermentacion de Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-7571 para la produccién de inulinasa en extracto

crudo.

Experiencia | X1 | Xo | X3 | X4 | X5 | X6 | X7 | F1 | Xg | F2 | Xo
1 + + - + + + - - - + -
2 + + - +
3 + + +
4 +
5 +
6 +
7 + +
8 + + +
9 + +
10 +
11 + + +
12
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Los resultados estadisticos se obttuvieron usando el software Design Expert

V. 7,0, empleandose el andlisis de Varianza (ANOVA) o prueba F para los
andlisis estadisticos para un nivel de confianza del 95%, de donde se obtuvo el

polinomio de primer grado con las variables significativas de la forma:

y: bo+ b Xi+....... + b Xn

Por el manejo de la herramienta de factores del software Design Expert y de
acuerdo con la practica de un bioproceso se hicieron los re calculos, para

determinar los mejores niveles de las variables significativas seleccionadas.

2.- Planeamiento experimental de optimizacion

Una vez que se han definido las tres variables significativas por screening, el
experimento se llevo a cabo segun el disefio factorial completo (Disefio Central
Compuesto Rotacional — DCCR) y el analisis o metodologia de superficie de
respuesta (RSM). En este estudio el disefio experimental consisti6 de 17
corridas (8 ensayos factoriales, 6 axiales y 3 puntos centrales) y las tres
variables independientes fueron estudiadas a cinco niveles diferentes. Todas
las corridas fueron hechas por duplicado y el promedio de los valores de

actividad volumétrica fue tomado como la variable dependiente o respuesta.

También los experimentos se realizaron por cultivos por lotes en matraces de

K. marxianus segun se detalla en la seccién 3.4.

La region experimental que encierra el optimo, se describe apropiadamente por

modelos matematicos empiricos de segundo orden de la forma:

A A kA kA 2 A
Y=PBo+ ZBixi + ZPixi-+ X Byjxix;
i=1 i=1 i<

Los coeficientes del modelo matematico de segundo orden fueron calculados y
analizados usando el software Statistica 8.0, y graficado para estimar la
superficie de respuesta de la variable dependiente, analizar los efectos de las
variables independientes. y determinar los valores Optimos de las variables

significativas.
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El andlisis estadistico del modelo fue desarrollado para evaluar el analisis de
varianza (ANOVA). La significancia estadistica del modelo matematico fue
determinada por el valor F, y la proporcién de la varianza explicada por el
modelo, fue dado por el coeficiente multiple de determinacién, R% Para cada
combinacion de par de variables dependientes, los modelos cuadraticos fueron

representados por curvas de superficie de respuestas y por planos de contorno.

La validacién del modelo matematico obtenido se verifico, por la aplicacion del

analisis de varianza y determinacion de las desviaciones relativas entre, los
valores calculados usando el modelo matematico y los valores experimentales
(Leite J. et al.; 2007 y Bas y Boyaci 2007).

3.- Estudios en un fermentador Biostat — M.

Finalmente estudios confirmativos de la fermentacibn sumergida de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571, para la producciéon de inulinasa, se
realizaran en matraces agitados y en un bioreactor Biostat-M de 2 litros con

control automatico de temperatura, agitacion y pH, mas aireacion.

3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS EMPLEADOS.
Las técnicas empleadas en la investigacion son: el experimento y la

observacion:

Materiales:

Microorganismo

Se utilizé una cepa liofilizada de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571
proveida por United States Department of Agriculture — Agricultural Research
Service. Se mantuvo en tubos de agar inclinado a 5 °C con resiembras en

incubadora por 48 horas.

Extracto de yacon

El yacon procedente de Pariacoto- Ancash, fue lavado, sanitizado y pelado. Se
pes6 100 g de yacdn y en trozos puestos en 200 ml de agua destilada caliente
se licud, se filtr6 con una tela doble de muselina acodada, se ajusto6 el pH a 4,
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se esterilizé a 121 °C por 15 min, se dejo enfriar, se envaso en botellas de
vidrio con tapa y se guardd en refrigeracion (Cazetta, 2005). El extracto
obtenido fue caracterizado para azucares reductores, sacarosa, glucosa,
fructosa, fructooligosacéaridos (FOS) y proteinas. Antes de usarlo como fuente
de carbono y energia se diluyo hasta alcanzar los 8 °Brix. La figura 5 muestra

un volumen del extracto de yacén obtenido.

Extracto de esparrago

El esparrago blanco pelado procedente de Virl, fue lavado con agua de grifo
caliente y cortados en trozos, se dejé secar en estufa a 80 °C por 20 horas.
Luego se molié en un mortero. Se mezclaron 26.6 g de polvo de esparrago en
200 ml de agua destilada caliente, agitado durante 10 minutos. Se filtr6 con una
tela doble de muselina acodada, se dejo enfriar y se ajustd el pH a 4, se
esterilizé a 121 °C por 10 min, se dejé enfriar, se envasé en botellas de vidrio
con tapa y se guard6 en refrigeracion (Singh y Bhermi, 2008). El extracto
obtenido fue caracterizado para azucares reductores, sacarosa, glucosa,
fructosa, fructooligosacéaridos (FOS) y proteinas. Antes de usarlo como fuente
de carbono y energia se diluy6é hasta alcanzar los 8 °Brix. La figura 6 muestra
un volumen del extracto de esparrago obtenido.



Figura 5. Extracto de yacon

Figura 6. Extracto de esparrago
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Se emplearon tres medios de cultivo de acuerdo a la composicion descrita en la

tabla 4, en base a las referencias (Cazetta et al. 2005; Singh et al. 2007 y Singh

y Bhermi 2008) y segun los resultados sucesivos obtenidos de aplicar la

estrategia experimental. EI medio de fermentacion fue para desarrollar los

diferentes cultivos por lotes para la evaluaciéon y optimizacién de la produccion

de la enzima inulinasa por fermentacion de K. marxianus en matraces y en el

bioreactor de laboratorio Biostat- M.

Tabla 4. Composicién de medios de cultivo para K. marxianus para la

produccioén de inulinasa.

N rpm

Medio Nutriente Concentracion
(g/L)
Solido de mantencion YM | Extracto de levadura 3
Peptona 5
Extracto de malta 3
glucosa 10
agar 20
Activacion Sacarosa (Loba Chemie) 10
Extracto de levadura (Merck) 3,0
Peptona (Bioceno) 5,0
MgS0,4.7H,0 (Sigma) 0,65
pH 6,0
T 30°C, N 180 rpm
Fermentacion Carbohidratos (Sacarosa, inulina
de achicoria, extracto de yacony
extracto de esparragos)
Extracto de levadura
KH,PO,4 1,0
(NH4)2S0Oq4
PHo
T °C
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Reactivo del método DNS

El reactivo se utiliza para la determinacion de azlcares reductores totales. Para
la preparacion de este reactivo, se disuelve 30g tartrato de sodio y potasio
tetrahidratado y 1.6g de hidroxido de sodio, en aproximadamente 50 6 60 ml de
agua, sobre esta disolucibn se agrega de a pocos 1 g de acido 3,5
dinitrosalicilico (Sigma) y se agita hasta la completa disolucion de todos los
componentes, para posteriormente aforar a 100ml con agua destilada (Bruner
1964).

Reactivo del método de Bradford

El reactivo se utiliza para la determinacion de proteinas. Su preparacion
requiere disolver 0.1 g de azul de Coomassie G-250 (Sigma) en 50 ml de etanol
al 98%, mas 100 ml de acido fosférico al 85% y con agua destilada aforar a un
litro (Bradford 1976).

Equipos e instrumentos principales

Microscopio electrénico

Refractdmetro automatico J157 Rudolph.

Agitador de tubos Maxi Mix. Marca: Thermolyne. Modelo: N°M 37615

Agitador magnético. Marca Thermolyne Corporation. Nuova Il. Modelo N°
S18520-26

Agitador Orbital Shaker. Marca: Lab Line. Modelo: 4628-1

Fermentador de laboratorio BIOSTAT M, de 2 litros, con tres rotores tipo
turbina, con control de T y velocidad de agitacion N

Reactor de vidrio enchaquetado de 200 ml.

Autoclave. Marca: Pselecta. Modelo: S-477 MED

Balanza analitica. Marca: OHAUS Corp. U.S.A. Modelo: Item N° AR2140
Centrifuga. Marca P-selecta. Modelo: N° 143078

Equipo de bafio Maria. Marca: Biotron. Modelo: Electronic Thermostat Btr-65
Espectrofotometo Marca: Milton Roy Company. Modelo: Spectronic 20D
Estufa. Marca: P-selecta. Modelo: 209

Incubadora. Marca: P-selecta. Modelo: 206

Micro pipetas de 200-1000 pl. Marca: Brand. Modelo: Tranferpette®

1pH-metro. Marca WTW. Modelo: Inolab pH Level 2
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Refrigerador. Marca Phillips. Volumen 12 pies®
Cromatografo de gases GC-2010 Mitsubishi.
Cromatografo liquido de alta performance (HPLC) con equipamiento Perkin-

Elmer series 200, con detector de indice de refraccion y columna BP-100 Ag™.

Técnicas e instrumentos de andlisis:

Técnica de medicidon concentracion celular

La concentracion celular de los caldos de fermentacion se cuantificé por
densidad Optica a 640 nm, en base a una curva de calibracion (Anexo 1)
(Cooney, 1981).

Técnicas de analisis de azUcares reductores

Para la cuantificacion de azUcares reductores totales se utilizé el método DNS.

El procedimiento de analisis fue el siguiente:

a) Se afade un volumen del reactivo DNS a un volumen de muestra a
analizar.

b) Se mantiene la mezcla en un bafio de agua a ebullicion durante 5
minutos para luego dejar enfriar.

c) Se afaden 10 volumenes de agua destilada.

d) Se lee la absorbancia a 540 nm, utilizando agua como blanco.

e) La concentracidn se obtiene interceptando la medida de absorbancia en

la curva de calibrado.

La curva de calibrado obtenida, a partir de muestras de solucion de fructosa de
concentracion conocida y analizadas segun este procedimiento se muestra en

el Anexo 2.
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Técnicas de andlisis de proteinas
Para la determinacion de proteinas del caldo de cultivo por el método de
Bradford. El procedimiento de analisis fue el siguiente:

a) Se agrega a un tubo de ensayo 500 ul de muestra convenientemente
diluida.

b) Se afiade 5 ml de reactivo de Bradford (a cada muestra) y se deja
reaccionar durante 5 minutos.

c) Se leer la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm,

contrastandola con un blanco de agua destilada de 500 pL.

d) La concentracion se obtiene interceptando la medida de absorbancia en
la curva de calibrado.

La curva de calibrado obtenida, a partir de muestras de solucién de suero
bovino de concentracidon conocida y analizadas segun este procedimiento se

muestra en el Anexo 3.

Técnica de analisis de sdlidos disueltos

La determinacion de solidos disueltos (sacarosa, otros azlcares, minerales)
para el extracto de yacén y el extracto de espéarrago, se utilizé el método de
refractometria con el refractometro automatico, expresandose los valores en
°BX.

Técnica de analisis de sacarosa, glucosa, fructosa, FOS y etanol.

La determinacion del etanol se realizO por cromatografia de gases para
examinar la presencia de alcohol en las experiencias de validacion. El analisis
de sacarosa, glucosa, fructosa y FOS se hizo por HPLC (Vega y Zuliiga-
Hansen 2011) para determinar los sacaridos o azUcares presentes en los
extractos de yacon y esparragos. Estos analisis se realizaron en los
laboratorios de la Escuela de Ingenieria Bioguimica de la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso por HPLC-RI. Los cromatogramas respectivos se

muestran en los anexos 4, 5y 6.
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Técnica de determinacion del rango de linealidad y actividad de la enzima

El rango de linealidad enzimatico se determind midiendo a tiempos cortos, la
produccién de azucares reductores por la reaccion catalitica de cada sustrato a
diferentes diluciones del extracto crudo enzimatico, segun como convino. Se
graficé la concentracion de producto contra el tiempo de reaccion y se expreso

correctamente los valores de las actividades volumétrica y especifica.

A partir de la informacion de la determinacion del rango de linealidad, la
actividad enzimatica del sobrenadante de cada muestra de caldo de
fermentacion, se determiné midiendo la velocidad inicial de produccion de
azucares reductores en condiciones controladas. La fructosa de 2 g/L como
solucion estandar se utilizé para elaborar la curva de calibrado para determinar

los azucares reductores por DNS.

Una unidad de actividad de inulinasa (U) fue definida como la cantidad de
enzima que libera 1 micromol de azucares reductores (medidos como fructosa)
desde inulina, sacarosa o rafinosa segun la experiencia planificada, bajo las

condiciones ambientales usadas en esta investigacion.

La actividad volumétrica (U/mL), definida como una unidad de actividad de

inulinasa por ml de extracto crudo enzimatico.

La actividad especifica (U/mg), definida como una unidad de actividad de

inulinasa por mg de proteina del extracto crudo enzimatico.

Técnica de determinacion de los parametros cinéticos

La determinacién de los parametros cinéticos aparentes de la inulinasa, se
determinaron por mediciones de velocidad inicial de produccién de azlcares
reductores a diferentes concentraciones de sustrato saturante (El formato se

muestra en el anexo 7).
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Técnicas de analisis estadistico

Para la etapa del disefio de seleccion de Plackett & Burman, los resultados
fueron analizados usando el software for experiments Design Expert version
7,0 (Stat_Ease 2005, USA) (Kalil S. et al. 2000) y para la etapa de
optimizacién final segun el disefio factorial completo (Disefio Central
Compuesto Rotacional — DCCR) y el andlisis o metodologia de superficie de
respuesta (RSM), los resultados fueron analizados usando el software
STATISTICA para Windows version 8.0 (Stat Soft. Inc. 2007, USA) (Vega y
Zuaiiga 2011). Las diferencias fueron consideradas significativas a valores de p
<0.05.

3.4. PROCEDIMIENTO DE LA RECOLECCION DE DATOS.

Preparacion del in6culo

Los indculos fueron preparados en un medio de activacion celular (Tabla 4)
esterilizado. Una azada de células de K. marxianus mantenidas en el agar
inclinado, se transfiri6 en condiciones de asepsia, dentro de un matraz
Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 30 mL del medio de activacion e incubados
en un agitador rotatorio (shaker) a 180 rpm y a 30°C por 10 horas.

Segun cada experimento, se mezclaron y homogenizaron varios inéculos
preparados en un solo matraz Erlenmeyer estéril de 500 mL, luego se
distribuyeron fracciones de 22,5 mL de in6culo, en varios balones con tapa de
100 mL esterilizados y fueron guardados en refrigeracion. Antes de ser usados,

cada indculo se le dejaba activar en una incubadora a 30°C por una hora.

El in6culo para la fermentacion en el bioreactor Biostat-M, se preparé en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL, conteniendo 68,4 mL de medio de activacién
incluyendo el 10%(v/v) de in6culo inicial, incubados a 30 °C y agitados en

shaker a 180 rpm por 10 horas.
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Cultivos por lote

Las experiencias de cultivos celulares por lotes fueron realizados en matraces
Erlenmeyer conteniendo el 20 %(v/v) de volumen de medio liquido, para
asegurar la mayor area de transferencia de oxigeno, incubados en un shaker
con control automatico de velocidad de agitacion y temperatura. El ajuste del
pH inicial de cada medio de fermentacibn se hizo con H3zPO, 0,1M

inmediatamente después de inoculado.

Las muestras tomadas del caldo de fermentacién fueron para determinar
crecimiento celular por densidad 6ptica y el valor de pH, luego centrifugadas a
5000 rpm por 15 minutos y los sobrenadantes constituyeron los extractos
crudos enzimaticos, que se utilizaron para determinar la concentracion de
proteinas por el método espectrofotométrico de Bradford y la actividad catalitica

inulinasa.

Los cultivos por lotes preliminares se realizaron para determinar los perfiles
caracteristicos de las cinéticas de crecimiento y produccién del
microorganismo, comparar sus cinéticas actuando sobre distintas fuentes de
carbono y energia: sacarosa 10 g/L (Kalil S. et al. 2000), inulina de achicoria 10
g/L, extracto de esparrago 30 % v/v (Singh y Bhermi 2008), extracto de yacon
50 % v/v (Cazetta et al. 2005) y una de control sin fuente de carbono
especifica. La composicion de los demas nutrientes fue: Extracto de levadura 5
g/L; KH2PO4 1 g/L; (NH4)2S04 5 g/L y MgS0,4.7H,0 0.5 g/L. Las cinéticas de
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 se siguieron durante 30 horas en
matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 100 ml de medio, inoculados con
10 %vl/v, pH inicial 5,0 y agitados en shaker a 180 rpm y temperatura
controlada de 30 °C.
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El caldo obtenido después de las 30 horas de cultivo celular en inulina
achicoria, fue centrifugado a 5 000 rpm por 15 minutos y el liquido
sobrenadante constituyé el extracto crudo enzimético el que sirvido para
realizar las experiencias previas de determinacion de actividad y parametros

cinéticos de la inulinasa en el extracto, que sirvieron para estandarizar la

técnica de determinaciéon de actividad inulinasa a ser utlizada en las

experiencias de optimizacién de la fermentacion.

En base a las referencias (Kushi, Monti, y Contiero, 2000 y de Paula, Cazetta,
Monti y Contiero, 2008) se definieron las condiciones ambientales de reaccion
catalitica y las actividades de inulinasa, para cada sustrato a experimentar.

Los cultivos por lotes para desarrollar el plan experimental segun el Disefio
de Plackett & Burman fueron doce y por duplicado, se realizaron en matraces
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio liquido con la composicion
y condiciones ambientales y operacionales segun el disefio. Durante estos
cultivos se tomaron muestras de 3 mL a las 0, 24 y 30 horas y se determinaron,
biomasa celular, pH, concentracién de proteinas y actividad catalitica de la
inulinasa del extracto crudo sobre sustrato sacarosa. Esta experiencia sirvio
para identificar y seleccionar tres variables independientes mas importantes,
que al hacerlas variar sus valores de un nivel bajo (-) a un nivel alto (+)

afectaron sensiblemente el valor de la actividad.

El nimero de los cultivos por lotes para desarrollar el plan experimental de
optimizacién por DCCR y RSM, fueron diecisiete y por duplicado, también se
realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 miLde medio
liquido con la composicion y condiciones ambientales y operacionales segun el
disefio. Durante estos cultivos se tomaron muestras de 3 mL a las 0, 24 y 30
horas y se determinaron, biomasa celular, pH, concentraciéon de proteinas y
actividad catalitica. Esta experiencia sirvid6 para mejorar la produccion de
inulinasa de K. marxianus, optimizando la composicion del medio y las

condiciones ambientales de fermentacion.
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Los cultivos por lote para validacion del modelo matematico, se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio liquido con
valores de la composicién y condiciones ambientales y operacionales de la
region optima del experimento. También se siguié una cinética de crecimiento y
produccion de inulinasa con los parametros optimizados en matraces de 500

mL conteniendo 100 mL de medio liquido.

Finalmente estudios confirmativos de la fermentacion sumergida del cultivo
por lotes con seguimiento de la cinética en el fermentador Biostat-M de 2
litros, se realiz6 por duplicado, conteniendo 1600 mL de medio liquido de
composicion optimizado y condiciones ambientales y operacionales
optimizados, aireacion 1.7 L/min por 30 horas, tomandose muestras

planificadas de 3 mL cada una.

En cada muestra primero se midié la absorbancia para la determinacion de
biomasa celular, luego fue centrifugada a 5 000 rpm por 15 minutos y el
sobrenadante fue utilizado para la determinacion de proteinas y la actividad

enzimatica. Las figuras 7 y 8 muestran los equipos de fermentacion utilizados.

i) SNSRI e x

Figura 7. Cultivo en matraz en el shaker Figura 8. Cultivo en el fermentador
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Caracterizacion cinética de lainulinasa en el extracto crudo

La caracterizacion cinética de la inulinasa en el extracto crudo comprendio6 las
experiencias de, la determinacion del rango de linealidad, la actividad catalitica
actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina y la determinacidon de los

parametros cinéticos Ky V.

Técnica de determinacion del rango de linealidad y actividad de la enzima

Una unidad de actividad de inulinasa (U) definida como la cantidad de enzima
qgue libera 1 micromol de azucares reductores (medidos como fructosa) desde
inulina, sacarosa o rafinosa segun convino, por minuto a pH 5.0 y 55 °C.

La actividad volumétrica (U/ml), como actividad enzimética por ml de extracto

crudo enzimético.

La actividad especifica (U/mg), como actividad enzimética por mg de proteina

del extracto crudo enzimatico.

Las experiencias para la determinaciéon del rango de linealidad se realizaron a
diferentes diluciones del extracto crudo enzimatico, 1:1,1:2, 1:4 y 1:6 segun
como convino. Se grafico la concentracién de producto contra el tiempo de
reaccion y se expreso correctamente los valores de las actividades volumétrica

y especifica. El procedimiento fue el siguiente:

- Se prepararon 4 tubos de ensayo con tapa, se agregé a cada uno 2.5
mL de solucion de sustrato a la concentracion definida: concentraciones
estandares de sacarosa 20 g/L; rafinosa 15 g/L e inulina achicoria 10
g/L, a pH 5,0 con tampon citrato- fosfato 0,05 M (Kalil et al. 2001 y
Rouwenhorst et al. 1988) y se calentaron en un bafio maria a 55°C

durante 2 minutos.

- Se adicion6 0.25 mL de extracto crudo enzimatico a cada uno de los 4
tubos de ensayo y se dejo reaccionar por los tiempos requeridos por el

experimento: 5, 10, 15 y 20 minutos, respectivamente (Ettalibi y Baratti
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2001; Ricca et al. 2009; Singh, R.; Singh, B. y Puri, M. 2007b y Singh y
Bhermi 2008).

- La reaccion se detuvo introduciendo cada tubo en bafio de agua a 100

°C por 3 minutos Yy luego puestos en agua helada.

- Simultineamente en otros 2 tubos se hicieron los blancos para el

sustrato y para el extracto crudo enzimatico.

- Finalmente se hicieron las determinaciones de azlcares reductores.

En base a la informacion de la determinacién del rango de linealidad, la
actividad enzimética del sobrenadante de cada muestra, tomada durante las
experiencias de los cultivos celulares por lote, fue determinada a través del
ensayo de azucares reductores formadas por incubacion durante 10 minutos de
0.25 ml del extracto enzimatico en 2.5 mL de solucion estandar de inulina de 10
g/L o solucién estandar de sacarosa 20 g/L, en tampdn citrato-fosfato pH 5,0 y
0,05 M, usando el método del DNS. La fructosa de 2 g/L como solucién
estandar se utilizé para elaborar la curva de calibrado.

Técnica de determinacidn de los parametros cinéticos

La determinacidon de los parametros cinéticos aparentes, se determinaron por
mediciones de velocidad inicial de reaccion a diferentes concentraciones de
sustrato saturante, para ello fueron utilizados dos reactores de vidrio
enchaquetados con volumenes liquido de 33 mL, con control de temperatura a
55 °C, agitacion magnética 180 rpm y pH 5,0 regulado con buffer citrato-fosfato

0,05 M. El sistema reactor se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Sistema experimental para determinar los parametros cinéticos de la

inulinasa.
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CAPITULO IV

DESARROLLO DEL ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION.

4.1 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS DE YACON Y ESPARRAGO.
La obtencion de los extractos de yacon y esparrago se hizo conforme a lo
indicado en la seccion 3.3. La caracterizacion de los sacaridos o azucares en
los extractos se presenta en la tabla 5, informacion obtenida a partir de los
cromatogramas del HPLC-IR que se muestran en los anexos 5y 6.

Tabla 5. Composicion quimica de los extractos de yacOn y esparragos
ajustados a pH 4.0 y esterilizados.

Componente Extracto de yacon Extracto de esparrago
Solidos disueltos °Bx 11,0 9,8
AzUcares reductores g/L 32,14 43,0
Proteinas mg/L 204,3 366,9
Fructosa g/L 24,71 18,78
Glucosa g/L 12,20 2,97
Sacarosa g/L 4,29 No identificado
Kestosa (GF3) g/L 6,98 No identificado
Nistosa (GF4) g/L 6,06 No identificado
Fructofuranosilnistosa 4,26 No identificado
(GF5) g/L

A partir del cromatograma para el extracto de yacén se estimo
aproximadamente una concentracion de oligosacéaridos (DP de seis y mas
monomeros) de 23 g/L. Los resultados mostrados en la tabla 5 estan en
acuerdo con los reportados en la literatura para los extractos de yacén y

esparragos (Hernan, Freire y Pazos, 1999 y Singh y Bhermi, 2008).

En la Tabla 5 se aprecia para el extracto de yacon que, la concentracion de
fructosa es aproximadamente dos veces que la de glucosa, y esta a su vez tres
veces la de sacarosa y en conjunto entre fructosa y glucosa se ha encontrado
un 64% mas de éstos azucares en el extracto de yacon que en el extracto de

esparragos. Sin embargo esta relacion esta en desacuerdo con el valor para la
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concentracion de los azucares reductores obtenido por el método DNS. Estos
resultados sugieren que con el método de DNS hay interferencias por ser este
un método colorimétrico espectrofotométrico y el color café intenso y otros
componentes no identificados del extracto de esparragos estarian

sobredimensionando este valor.

4.2 CULTIVOS POR LOTES PRELIMINARES

El objetivo de estas experiencias fue, determinar y comparar los perfiles
caracteristicos del crecimiento celular y produccion de proteinas en matraces
de K. marxianus, en diferentes fuentes de carbono y energia, evaluar el valor
del pH durante el cultivo y determinar el tiempo de la fermentacion en la que se

evaluara la actividad del extracto enzimatico.

Los experimentos se desarrollaron conforme a los procedimientos de la seccién
3.4. Las figuras del 10 al 14 muestran los perfiles de crecimiento celular y
produccién de proteinas de K. marxianus actuando sobre sacarosa, inulina de
achicoria, extracto de esparragos, extracto de yacon y un experimento de
control, los cuales representan tipicos modelos cinéticos de produccién

asociados al crecimiento celular.
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Figura 10. Cinética de crecimiento celular y produccion de proteinas de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 30 horas en un medio de
cultivo con sacarosa 10 g/L. Experiencia realizada a pHp 5.0 a 30 °C y por
lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo y

agitado en shaker a 180 rpm.
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Figura 11. Cinética de crecimiento celular y produccion de proteinas de

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 30 horas en un medio de

cultivo con inulina 10 g/L. Experiencia realizada a pHp 5.0 a 30 °C y por lote

en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo y agitado

en shaker a 180 rpm.
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Figura 12. Cinética de crecimiento celular y produccion de proteinas de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571, durante 30 horas en un medio de
cultivo con extracto de esparrago al 30% (v/v). Experiencia realizada a pHop
5.0 a 30 °C y por lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de

medio de cultivo y agitado en shaker a 180 rpm.
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Figura 13. Cinética de crecimiento celular y producciéon de proteinas de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 30 horas en un medio de
cultivo con extracto de yacon al 50% (v/v). Experiencia realizada a pHy 5.0 a
30 °C y por lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio de

cultivo y agitado en shaker a 180 rpm
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Figura 14. Cinética de crecimiento celular y produccion de proteinas de

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 30 horas en un medio de

cultivo sin fuente de carbono especifica (control). Experiencia realizada a

pHo 5.0 a 30 °C y por lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de

medio de cultivo y agitado en shaker a 180 rpm.
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Cuando comparamos estas figuras, el crecimiento celular maximo a las 30 h de
cultivo se alcanzd, con el medio que contuvo el extracto de espéarrago
correspondiendo a 4,9 g/L. Sin embargo, con este sustrato se obtuvo la menor
concentracion de proteinas de 0,211 g/L.

En las fermentaciones con cada uno de las fuentes de carbono y energia se
monitored, el valor del pH el cual incrementd con el transcurso del tiempo
desde un valor inicial de 5,0 para todos los sustratos. Con sacarosa el
incremento del pH fue hasta 6,23; con inulina hasta 7,67; con extracto de
esparrago hasta 6,07; con extracto de yacon hasta 7,07 y con el medio control
hasta 7,42. El valor del pH del cultivo influye significativamente en la actividad
de la inulinasa. Por ejemplo la actividad de inulinasa para levaduras se ha
reportado entre 3,5 a 5,3 (Cazetta et al 2005). Sin embargo estudios mas
recientes (Singh y Bhermi 2008) utilizando una cepa de Kluyveromyces
marxianus YS-1 han alcanzado una actividad de inulinasa maxima en un pH
6,5. En otro estudio Singh et al 2007, sobre la produccion de inulinasa con
Kluyveromyces sp, reportaron un rango de pH desde 6,0 a 7,0. En los cultivos
con inulina, extracto de yacon y en el control, en que el valor del pH supero el

valor de 7, se alcanzaron los valores mas bajos de crecimiento celular.

En general se observd que el pH vari6 de acuerdo al tipo de nutrientes
empleados y los extractos de esparrago y yacon son medios complejos que
muestran en su composicion proteinas, vitaminas, sales, etc. que influyen en la
fermentacién microbiana. En el cultivo de control, sin fuente de carbono
especifico (Gnicamente extracto de levadura), se experimenté un menor
crecimiento celular de 1,83 g/L y proteinas de 0.37 g/L debido al aporte de
nitrégeno y carbono del extracto de levadura en el medio de cultivo. Se
comprob6 que la proteina del caldo de fermentacion del control no experimento

actividad inulinasa.

Con los resultados de estas experiencias, se decidio realizar una fermentacion
de K. marxianus en un medio conteniendo inulina de achicoria en una
concentracion de 10 g/L y los otros nutrientes como en las experiencias previas
y a las mismas condiciones ambientales. La Unica diferencia fue que se empleé

un indculo recién activado y aproximadamente 3,5 veces mas concentrado que
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el anterior cultivo, dado que la cinética de crecimiento en un cultivo por lote

depende de sus condiciones iniciales (Liu Y, Liu Q y Tay 2005).

La cinética de crecimiento celular y produccion se ilustra en la figura 15, en
donde se observa que el pH del cultivo disminuyé ligeramente desde 5,0 a
4,36, lo que sugiere que las células podrian haber metabolizado el sulfato de
amonio durante las 30 h de fermentacion, acarreando la liberacion de iones
hidronio lo que conlleva a una caida del pH. En este valor de pH de

fermentacion se estimo6 una mayor actividad de la inulinasa.
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Figura 15. Cinética de crecimiento celular y produccion de proteinas de
Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 y variacion del pH, fermentando
durante 30 horas en un medio de cultivo con inulina 10 g/L. Experiencia
realizada a pHp 5.0 a 30 °C y por lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con

100 mL de medio de cultivo y agitado en shaker a 180 rpm.
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El caldo obtenido al término de las 30 horas de cultivo celular con inulina
achicoria, fue centrifugado a 4500 rpm por 15 minutos y el liquido sobrenadante
constituyé el extracto crudo enzimatico, el que se empled para realizar las
experiencias previas de determinacion de actividad y parametros cinéticos de

la inulinasa en el extracto, que sirvieron para estandarizar la técnica de

determinacion de actividad a ser utilizada en las experiencias de optimizacion

de la fermentacion.

4.3 ACTIVIDAD Y PARAMETROS CINETICOS ENZIMATICOS.
La determinacion del rango de linealidad, actividad y los parametros cinéticos

de la inulinasa en el extracto crudo se realizdé segun lo detallado en la seccién
correspondiente 3,4.

El extracto enzimatico del caldo de fermentacion en matraces de K. marxianus

tuvo una concentracion proteica de 232 mg/L.

Las figuras 16, 17 y 18 muestran los perfiles de los rangos de linealidad del
extracto enzimatico catalizando la hidrélisis de sacarosa, rafinosa e inulina

respectivamente.
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Figura 16. Perfiles de rango de linealidad y actividad del extracto enzimatico

(diluciones: 1:01; 1:02 y 1:04) actuando sobre sacarosa.
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Figura 17. Perfiles de rango de linealidad y actividad del extracto enzimatico
(diluciones: 1:01; 1:04 y 1:06) actuando sobre rafinosa.
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Figura 18. Perfiles de rango de linealidad y actividad del extracto enzimatico
(diluciones: 1:01; 1:04 y 1:06) actuando sobre inulina.
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Las figuras muestran perfiles tipicos de las velocidades de reaccion inicial, ya
que con menor concentracion del extracto enzimatico se obtienen menores

pendientes del rango lineal para cada sustrato.

La tabla 6 muestra los valores de actividad calculados a partir de los perfiles,

en las zonas de linealidad, de las tres figuras anteriores.

Tabla 6. Valores de actividad volumétrica a,, especifica a. y actividad por
volumen de reaccion a,eac, del extracto enzimatico del caldo de fermentacion de
K. marxianus actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina.

sustrato a, (U/mL) a. (U/mg) Areac (U/L)

Sacarosa 266,93 1150,57 6066,67

Rafinosa 35,93 154,89 544,44
Inulina 2,63 11,35 239,44

Se puede observar en la tabla 6, que el extracto crudo enzimético exhibe
actividad catalitica para la hidrélisis de sacarosa, rafinosa e inulina, sin
embargo la actividad relativa de sacarosa respecto a inulina fue de 101 veces
mayor. Asi mismo la actividad especifica alcanzada sobre inulina fue de 11 350
U/g, dos veces mayor que lo reportado para una enzima comercial Fructozyme
L™ de 5 500 U/g (Rocha et al. 2006). Los resultados sugieren que las
inulinasas del caldo de cultivo poseen sitios cataliticos comunes, pero
diferentes sitios de enlace para la hidrélisis de inulina y sacarosa (Rocha et al.
2006, Kushi et al. 2000 y Rouwenhorst,y Van Dijken 1988).

Las figuras 19, 20 y 21 muestran los resultados de mediciones de velocidad de
reaccion inicial en diferentes concentraciones saturantes para la enzima, de
sustratos sacarosa, rafinosa e inulina convenientemente diluidas, catalizadas

por el extracto crudo enzimatico.
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Figura 19. Lineas de tendencia de mediciones de velocidad inicial de reaccién
a diferentes concentraciones de sacarosa (3,64 — 17,58 g/L) catalizada
por el extracto crudo enzimatico diluido 1:5.
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Figura 20. Lineas de tendencia de mediciones de velocidad inicial de reaccion
a diferentes concentraciones de rafinosa (2,73 — 13,18 g/L) catalizada

por el extracto crudo enzimatico diluido 1:6.
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Figura 21. Lineas de tendencia de mediciones de velocidad inicial de reaccion
a diferentes concentraciones de inulina (1,82 — 8,79 g/L) catalizada por el

extracto crudo enzimatico diluido 1:1.

De las figuras 19 a la figura 21, se observa que las velocidades de reaccion
iniciales aumentaron con el incremento en la concentracion del sustrato, lo cual

se explica con en el modelo de Michaelis- Menten.

En la tabla 7 se muestra los valores de los parametros cinéticos aparentes Vap
y Kap estimados a partir de los datos de las tres figuras anteriores, usando el

gréfico de inversos de Lineweaver-Burk.

Tabla 7. Valores de los parametros cinéticos aparentes del extracto enzimatico
del caldo de fermentacion de K. marxianus actuando sobre sacarosa, rafinosa e

inulina.
sustrato Vap(g/L*min) Kap(g/L)
Sacarosa 4,3077 42,9327
Rafinosa 0,8802 26,2623
Inulina 0,0867 8,5904

Al comparar los valores de Vap de la tabla 7, se observa que el extracto

enzimatico ejerce reactividad catalitica mas alta sobre las moléculas de
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sacarosa que de los otros sustratos, mientras que comparando los valores de
Kap se observa que la enzima experimenta mas afinidad por la inulina, seguida
por la rafinosa. Sin embargo en un estudio por Kushi et al. 2000, reportaron que
el orden de afinidad se invierte primero la sacarosa, seguido por rafinosa y
finalmente por inulina, aunque el orden con la reactividad catalitica si coincide.
Esta falta de congruencia entre los datos se puede explicar por que, Kushi et al.
2000 utiliza otra cepa de K. marxianus ATCC 1645.

Se puede también observar en la tabla 7 que el valor de Vap, del extracto crudo
enzimatico actuando sobre inulina es la mitad que el dato publicado (0,1724
g/L*min) (Ricca et al. 2009), lo que implica, es decir expresa menor reactividad
catalitica que la enzima comercial, mientras que ésta por su valor de Kap
(34,1g/L), el extracto crudo enzimatico obtenido expresa cuatro veces mayor

afinidad por la inulina (8,59 g/L).

Por lo tanto, en las experiencias de optimizacion se decidio trabajar a pH 5
regulado con tampodn citrato-fosfato 0,05 M, a 55 °C y 10 minutos de reaccion
para la determinacién de la actividad de inulinasa del extracto enziméatico. Para
la determinacion del poder catalitico fructosidasa, utilizar como sustrato inulina
de achicoria a 10 g/L y el extracto enzimatico sin diluir. Para la determinacién
del poder catalitico invertasa utilizar como sustrato sacarosa a 20 g/L y el

extracto enziméatico diluido 1:5.

4.4 PLANEAMIENTO EXPERIMENTAL: SELECCION DE VARIABLES
SIGNIFICATIVAS UTILIZANDO UN DISENO DE Plackett & Burman.

En base a experimentos previos y referencias bibliograficas (Cruz-Guerrero et
al. 1995; Kushi et al. 2000; Kalil et al. 2001; Wei et al. 1998; Cazetta et al. 2005;
Xion et al. 2007 y Singh y Bhermi 2008) se estudiaron nueve factores o
variables, méas dos variables dummy a dos niveles diferentes, alto (+) y bajo (-)
(Tabla 8), fueron analizados en 12 corridas para evaluar su efecto sobre la
produccion de inulinasa utilizando el disefio experimental de Plackett-Burman
(Tabla 9). Los rendimientos de la fermentacién de Kluyveromyces marxianus

NRRL-Y-7571 expresados como actividad volumétrica de inulinasa del extracto
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crudo, determinados para cada corrida experimental del disefio, se muestra en

la tabla 9.

Tabla 8: Definicidn de variables y niveles utilizados en el Disefio Plackett -
Burman en la fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571 para la
produccioén de inulinasa en extracto crudo.

Nivel Bajo | Nivel Alto

Codigo |Factor o Variable Unidad Tipo (-) (+)

A Fuente de Carbono % (v/v) | Numérico 30 60

B (NH4)2SO4 g/L Numeérico 5 10

C Extracto de levadura g/L Numeérico 5 10

D Fuente Categorico | Esparrago Yacon

E MgS0,.7H,0 g/L Numeérico 0,5 0,7

F Tamanfo Inoculo % (v/v) | Numérico 5 15

G pH inicial Numeérico 4 8

H Dummyl Numerico -1 1

J Temperatura °C Numerico 25 45

K Dummy?2 Numerico -1 1

L Velocidad de Agitacion | RPM | Numerico 150 250
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Tabla 9: El disefio experimental utilizando el método de Plackett-Burman para la seleccion de variables y actividades volumétricas
de la inulinasa en el extracto crudo
A B C D F G H | J K L Respuesta
S| | Remede | Ruemede | Cltiment | Foeme | ey | TS0 | ot | 2™ | remperaura | 20pms | TG0 | pctudes
o] Agitacion
% (viv) (g/L) (g/L) (g/L) % (VIV) (°C) (RPM) (U/mL)
rang | Real | rang | Real | rang | Real | rang Real rang | Real | rang | Real | rang | Real rang | Real rang | Real
3 1| + 60 - 5 + 10 + Yacon - 0,5 + 15 + 8 + - 25 - - 150 9,3
7 2| + 60 - 5 - - Esparrago + 0,7 - 5 + 8 + - 25 + + 250 1,82
6 3 - 30 - 5 - + Yacon - 0,5 + 15 + 8 - + 45 + + 250 0,51
9 4| + 60 + 10 + 10 - Esparrago - 0,5 - + 8 - + 45 + - 150 0,95
11 5| + 60 - 5 + 10 + Yacon + 0,7 - 5 - 4 - + 45 - + 250 1,89
1 6| + 60 + 10 - 5 + Yacon + 0,7 + 15 - 4 - - 25 + - 150 10,46
2 7 - 30 + 10 + 10 - Esparrago + 0,7 + 15 + 8 - - 25 - + 250 0,33
5 8 - 30 - 5 + 10 - Esparrago + 0,7 + 15 - 4 + + 45 + - 150 0,79
4 9| - 30 + 10 - + Yacon + 0,7 - 5 + 8 + + 45 - - 150 0,2
8| 10| + 60 + 10 - - Esparrago - 0,5 + 15 - 4 + + 45 - + 250 1,33
12 11| - 30 - 5 - - Esparrago - 0,5 - - 4 - - 25 - - 150 88,16
10 12| - 30 + 10 + 10 + Yacon - 0,5 - 5 - 4 + - 25 + + 250 46,84
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De la tabla 9 se puede observar que el mayor valor de actividad (88,16 U/mL) se
obtuvo con el caldo enzimatico de la fermentacion del extracto de esparragos y
los demas factores todos en sus niveles bajos, correspondiente al experimento 11.
Le sigue en valor de actividad (46,84 U/mL) el caldo enzimatico de la fermentacion
del extracto de yacon, con tres factores en estudio en sus niveles altos: la fuente
de nitrégeno, el factor de crecimiento y la velocidad de agitacion y corresponde al
experimento 12.

Se calculo el analisis de varianza (ANOVA) para el disefio experimental de
Plackett-Burman y los niveles significativos para cada variable se determinaron por
la prueba F, a un nivel de probabilidad o confianza del 95% significativamente
estadistico (Tabla 10). Los resultados muestran que no hay términos significativos
del modelo al nivel de confianza estudiado, dado que los p-valores fueron mayores
que 0,05.

Tabla 10: Analisis de varianza de todas las variables segun el disefio
experimental de Plackett-Burman

Fuente de Suma de Media de p-valores
Variacion cuadrados G.L. |Cuadrados |Valor F Prob (> F)?
Modelo 7690,564933 91854,507215|6,11653687 | 0.1484
A-Fuente de

Carbono 1028,230533 1/1028,23053|7,36004314|0.1132
B-Fuente de

Nitrogeno 149,5308 1| 149,5308|1,07033696 | 0.4096
C-Factores de

Crecimiento 149,6720333 1[149,672033| 1,0713479|0.4094
D-Fuente 48,7227 1 48,7227)0,34875562 |0.6147
E-lones metalicos 1443,213333 1|1443,21333|10,3304775|0.0847
F-Tamaiio Inoculo 1143,481633 1]1143,48163|8,18500704 |0.1035
G-pH inicial 1549,504133 1/1549,50413|11,0913038|0.0796
J-Temperatura 1906,128133 1/1906,12813|13,6440077|0.0661
L-Velocidad de

Agitacion 272,0816333 1(272,081633|1,94755212|0.2976
Residual 279,4088333 21139,704417

Cor Total 7969,973767 11

G.L.: Grados de Libertad
p-Valores = Probabilidad p (>F)
R?=0,9649 y R*adjustado=0,905

& Significativo para p-Valores <= 0,05
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Por el manejo de la herramienta de factores del software Design Expert se obtuvo
la tabla 11 que indica el % de contribucion o influencia de las 11 variables en

estudio a la variable respuesta.

Tabla 11. Porcentaje de contribucion de todas las variables a la variable respuesta

Term Stdized Effectz |Sum of Sguares |% Corntribuwtion

[¥ A&-Fuerte de Carbono -18.51 102323 12.90
[¥] B-Fuerte de Mitrogeno -7 .06 14953 1.83
[¥] C-Factores de Crecimiento -7 .06 14967 1.83
] D-Fuente -4.03 4372 0.61
I E-lones metalicos -21.93 14431 18.11
[  F-Tamafio Inoculo -19.52 114348 14.35
i G-pH inicial -22T3 1349.50 19.44
[ =] H-Dumimiy -7.00 14714 1.83
[ J-Temperatura =232 190613 2392
[ =] be-Dumimiy' 2 -6.64 13227 1.66
[¥] L-welocidad de Agitzcion -8.52 272,08 3.4

Del analisis anterior, se procedio a eliminar aquellas variables cuyo p-Valores
estan mas alejadas de 0,05 y cuya contribucion es menor a la variable respuesta.
Descartandose las variables: (NH4).SO,4, extracto de levadura, fuente categérico y
velocidad de agitacion. El andlisis de varianza con las otras cinco variables

resultaron todas significativas (Tabla 12).
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Tabla 12: Analisis de varianza de cinco variables preseleccionadas segun el
disefio experimental de Plackett-Burman

p-valores

Sumade Media de Prob (>
Fuente de Variacion |[cuadrados | G.L.[Cuadrados|Valor F F)?
Model 7070,557767| 5 1414,11155(9,43353167 | 0.0083
A-Fuente de Carbono 1028,230533| 1 1028,23053 (6,85932116|0.0396
E-lones metalicos 1443,213333| 1 1443,21333|9,62766951 | 0.0210
F-Tamafio Inoculo 1143,481633| 1 1143,48163|7,62816072|0.0328
G-pH inicial 1549,504133| 1 1549,50413 |10,3367349|0.0182
J-Temperatura 1906,128133| 1 1906,12813| 12,715772(0.0118
Residual 899,416| 6 149,902667
Cor Total 7969,973767| 11

G.L.: Grados de Libertad

p-Valores = Probabilidad p (>F)
R?=0,8871 y R*adjustado=0,7931

% Significativo para p-Valores <= 0,05

A partir de los datos de la tabla 12 se obtuvo el polinomio de primer grado con las

variables significativas en la forma:
Ecuacion final en términos de los factores codificados:

Actividad Volumetrica =+13,55-9,26*A-10.97*E-9,76*F-11,36*G-12,60*J
Ecuacion final en términos de los factores actuales o reales:

Actividad  Volumétrica =  +204,84333-0,61711*Fuente de  Carbono-
109,66667*lones metalicos-1,95233 *Tamafio Inoculo-5,68167*pH inicial-
1,26033*Temperatura

También por el manejo de la herramienta de factores del software Design Expert
se hicieron los recalculos por la técnica del ensayo y el error, apreciandose
numeérica y graficamente las variaciones de los valores de actividad enzimética en
funcién de la variaciéon de los factores, determinandose los mejores niveles de los

factores significativos. Segun la ecuacion polinébmica lineal el valor mas alto de
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actividad enzimatica se obtendria utilizando los niveles inferiores de los factores,

resultando un valor teérico de actividad enzimatica de 67,5 U/mL.

Sin embargo, considerando que para una fermentacién industrial es mejor
mantener la temperatura de 30°C que de 25°C por razones de menor costo de
agua de enfriamiento y manteniendo el pH igual a 4,0 que por simulacion resulta
mayores valores de actividad asi como por trabajos previos y la referencia
bibliografica (Cazetta et al. 2005), se seleccionaron los tres factores con sus
correspondientes niveles para el tratamiento y analisis 6ptimo segun el disefo

compuesto central rotatorio (DCCR) y fueron los siguientes:

Extracto de yacon 20 — 30% (v/v); MgS0O,4.7H,O 0,3 — 0,5 g/L y tamafio

de inéculo 3 — 7% (v/v).

Consecuentemente, se fijo la velocidad de agitacion en 150 rpm y se descartd
trabajar con el extracto de esparrago por problemas que aun faltan resolver de
caramelizacién que ocurre durante su preparacion, que resulta en un medio color

café intenso y por la necesidad de mayor caracterizacion quimica.

4.5 MAYOR OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES SIGNIFICATIVAS
UTILIZANDO EL DCCR Y LA RSM

Seleccionadas y definidas las tres variables significativas mediante la aplicacion
del disefio de Plackett-Burman, los experimentos para la optimizacion se
continuaron también por cultivo por lotes en matraces de K. marxianus, segun el
disefio factorial completo (Disefio Central Compuesto Rotacional — DCCR) y el
analisis o metodologia de superficie de respuesta (RSM). Las tres variables
independientes fueron estudiadas en cinco niveles y codificadas como se muestra

en la tabla 13.
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Tabla 13: Valores de variables independientes a diferentes niveles del disefio

experimental DCCR.

. . . . Niveles codificados
Variable independiente | Simbolo —— ¢ 1 0 1 168
Extracto de yacon (% v/v) X1 20 22,02 25 27,97 30
MgSO4.7H,0 (g/l) X2 0.3 0,3405| 0,4 | 0,4595 0,5
Tamafio de inoculo (% v/v) X3 3 3,8108 5 6,189 7

La tabla 14 presenta la manera en que los experimentos fueron conducidos segun

el planeamiento DCCR de 17 corridas (8 ensayos factoriales, 8 axiales y 3 puntos

centrales).

Tabla 14: Matriz del Disefio Compuesto Central Rotacional para las variables

independientes en su forma codificada y natural.

Corrida X1 Xo X3
experimental (% viv) (g/L) (% viv)
1 0O ( 25 )|+a (03 )OO ( 5 )
2 1 (2203 )|+1 (046 )|+1 ( 6,19 )
3 O ( 25 )0 (04 H)|IO ( 5 )
4 +a (20 )| 0 (04 ) O ( 5 )
5 O ( 25 )0 (04 H)|O ( 5 )
6 O ( 25 )0 (04 H)|O ( 5 )
7 +1 ( 27,97 )|-1 (0,34 )|+1 ( 6,19 )
8 O ( 25 )0 (04 )|-a ( 7 )
9 -<a ( 30 )0 (04 )|IO ( 5 )
10 -1 (2203 )|-1 (034 )|-1 ( 3,81)
11 O ( 25 )|-a (05 )0 ( 5 )
12 -1 (2797 )|+1 (046 )|-1 ( 3,81 )
13 ( 22,03 )|+1 (046 )|-1 ( 3,81 )
14 ( 25 )0 (04 )|4a ( 3 )
15 -1 (2203 )|-1 (034 )|+1 ( 6,19 )
16 +1 (2797 )| -1 (0,34 )|-1 ( 381)
17 -1 (2797 )|+1 (046 )|+1 ( 6,19 )

Xi1: Fuente de Carbono ; X,:Sulfato de magnesio; X3: Tamafo de Indculo
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Los resultados del disefio experimental se muestran en la tabla 15 tanto para las
respuestas actividad volumétrica inulinasa como de invertasa del extracto crudo
enzimatico de la fermentacién de K. marxianus. Como se puede apreciar el valor
mas alto para la actividad volumétrica inulinasa o fructosidasa fue de 2,48 U/mL
para las corridas experimentales 7 y 14, mientras que el valor mas alto de la
actividad de invertasa fue de 94,04 U/mL para la experiencia 9, bajo las

correspondientes condiciones experimentales del disefo.

Tabla 15: Disefio experimental de las tres variables y las respuestas observadas

Corrida Activiqad \_/olumétrica Actividad Volumétrica
experimental inulinasa invertasa

(U/mL) (U/mL)
1 1,94 72,42
2 1,06 73,72
3 1,96 78,83
4 1,27 56,08
S 2,2 81,14
6 2,19 81,92
’ 2,48 91,61
8 2,24 86,84
9 1,83 94,04
10 1,42 61,22
11 1,31 79,52
12 1,71 66,34
13 1,39 64,78
14 2,48 74,51
15 1,95 61,89
16 1,87 88,10
17 1,42 83,03
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Efectos de los factores en la respuesta actividad volumétrica inulinasa
actuando sobre inulina o capacidad catalitica fructosidasa.

La carta de Pareto para cada respuesta con todos los efectos posibles
estandarizados se ilustra en la figura 22 a un nivel de confianza de 0,05. En el
diagrama se puede observar que el sulfato de magnesio (efecto lineal) tuvo la
influencia mas alta, seguidos por el extracto de yacon (efecto cuadratico), sulfato
de magnesio (efecto cuadratico), extracto de yacon y finalmente la interaccion
entre el sulfato de magnesio y el tamafio de inOGculo respectivamente, tuvieron un

efecto significativo.

También se pudo notar en la figura 22, que el tamafio de inéculo no tuvo ningun
efecto significativo sobre la actividad volumétrica en los niveles estudiados. Asi
mismo la interaccién entre el sulfato de magnesio y el extracto de yacon no

ejercio un efecto significativo.

X2 I I I I /// I |-E,3EHE;

xi%1 /// 5,85706

X5 K; /// |-5 23ITT

Xy 7 % 5185304
Xy Xz £ -4 5337
Xy %z £ 1,2289
X1 % - 7E1222

p=05
Stanclardized Effect Estimate (Abzolute Valle)

Figura 22: Grafico de Pareto de los valores de los efectos estandarizados para la
actividad volumétrica de inulinasa (U/mL) respecto a inulina, a las 30 horas de
fermentacién de K. marxianus. Las variables independientes (codificadas) fueron
Extracto de yacon (x1), MgS04.7H,0 (x2) y tamafio de inoculo (Xx3).
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Los resultados del analisis de la carta de Pareto se confirmaron mediante el
andlisis de varianza (ANOVA), la cual se presenta en la tabla 16. El modelo de
regresion de segundo orden que se ajustd a los datos experimentales fue el

siguiente:

Ecuacion en términos de los factores codificados:

Y =2,13 + 0,19%x; — 0,23x, + 8,540*10-3X3 — 0,037X1%X> + 0,015x1X3 — 0,22%X5X3 —
0,24x1° — 0,21x,% +0,050x5>

Ecuacion en términos de los factores actuales o reales:

Y =-31,0730 + 1,4657 X; - 0,0268 X%+ 64,4395 X, -59,6182 X,2+0,7827
X3+0,0351 X32-0,2104 X; X5 +0,0042 X; X3 -3,0812 X, X3

Eliminando solo las interacciones X;.X; Y X1.X3 pero, manteniendo las variables x3 y
X3%, por ser esta una variable o factor principal y por que descartarlo hace que en

la solucion de la ecuacién diferencial parcial se obtenga un valor de x, igual cero.
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Tabla 16: Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la
respuesta actividad volumetrica de inulinasa respectoa a inulina.

p-valores
Fuente de Suma de GL Media de valor E
Variacion cuadrados "' | Cuadrados Prob (> F)2
X1 0,495624 1 0,495624 | 26,88738 | 0,035238
X1.X1 0,632359 1 0,632359 | 34,30517 | 0,027934
X2 0,750696 1 0,750696 | 40,72491 | 0,023686
X2.X2 0,504932 1 0,504932 | 27,39231 | 0,034622
X3 0,000997 1 0,000997 0,05407 0,837753
X3X3 0,027838 1 0,027838 1,51020 0,344080
X1. X2 0,011250 1 0,011250 0,61031 0,516464
X1. X3 0,001800 1 0,001800 0,09765 0,784242
X2. X3 0,387200 1 0,387200 | 21,00542 | 0,044456
Error total 0,208909 7 0,029844
Falta de ajuste | 0,172043 5 0,034409 1,86665 0,384546
Error puro 0,036867 2 0,018433
Suma total de 3.036753 16
cuadrados

G.L.: Grados de Libertad
p-Valores = Probabilidad p (>F)

R?=0, 93121 y R®adjustado=0, 84276

Fvalor > I:0.05(5,7)tabular =3,972
& Significativo para p-Valores < 0,05

Nuevamente, los resultados del andlisis de la carta de Pareto (Figura 23) son

confirmados por los del analisis de varianza (ANOVA) para el modelo reducido de

segundo orden, presentados en la tabla 17, indicAndose que el efecto lineal y

cuadratico tanto del extracto de yacén y del sulfato de magnesio y el efecto

interactivo del sulfato de magnesio con el tamafio de inoculo hicieron significativo

la respuesta actividad volumétrica de inulinasa.

La falta de ajuste del modelo cuadratico no fue significativo (p= 0,470452). La no

significancia de la falta de ajuste es una buena indicacion que el modelo se ajusta



83

a la relacion real de los parametros ambientales de fermentacion en estudio dentro

de los niveles seleccionados.

La bondad del ajuste del modelo reducido fue verificada por el coeficiente de
determinacién R?, el que fue de 0,9261 para la actividad volumétrica inulinasa.
Aproximadamente el 92,61% de la variabilidad de la respuesta observada puede
ser explicado por el modelo ajustado en la forma codificada. Adicionalmente el
coeficiente de determinacion ajustado (adjR?) fue 0,870, valor cercano a 0,926 que
asegura el ajuste satisfactorio del modelo polinomial a los datos experimentales:

Ecuacion final en términos de los factores codificados:

Y = 42,13 + 0,19x; — 0,23x, + 8,540*103x3 — 0,22Xox3 — 0,24x%;,%2 — 0,21x,% +
0,050x3°

Ecuacion final en términos de los factores actuales o reales:
Y= -29,4991+1,4028X;-0,0268X,2+59,1786X,-59,6182X,%+0,888X3+0,0351X3°-
3,0812X,*X3

Finalmente por el analisis de la desviacion media absoluta (AAD) entre las
respuestas experimentales y las respuestas predichas por el modelo (Bas y Boyaci
2007), resulté un valor aceptable de 10,54% y que junto con el R? definen mejor el

comportamiento del sistema, al comprobarse la seguridad del modelo.
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Figura 23: Grafico de Pareto de los valores de los efectos estandarizados del
modelo reducido para la actividad volumétrica de Inulinasa (U/mL) respecto a
inulina, a las 30 horas de fermentacion de K. marxianus. La variables
independientes (codificadas) fueron Extracto de yacon (Xx1), MgS04.7H20 (x2) ¥y
tamafo de inoculo (x3).



Tabla 17: Analisis de Varianza (ANVOA) para el modelo reducido de segundo
orden de la respuesta actividad volumetrica de inulinasa respecto a inulina.

Fuentede | Sumade Media de p-valores
o G.L. Valor F

Variacion | cuadrados Cuadrados Prob (> F)?
X1 0,495624 1| 0,495624| 26,88738 0,035238
X1.X1 0,632359 1| 0,632359| 34,30517 0,027934
X2 0,750696 1| 0,750696| 40,72491 0,023686
X2 X2 0,504932 1| 0,504932| 27,39231 0,034622
X3 0,000997 1| 0,000997| 0,05407 0,837753
X3.X3 0,027838 1| 0,027838| 1,51020 0,344080
X2.X3 0,387200 1| 0,387200| 21,00542 0,044456

Error total 0,221959 9| 0,024662
Falta de ajuste| 0,185093 7| 0,026442| 1,43446 0,470452

Error puro 0,036867 2| 0,018433
Suma total de 3.036753 16

cuadrados

G.L.: Grados de Libertad

p-Valores = Probabilidad p (>F)

R?=0, 92691 y R®adjustado=0, 87006
Fvalor>Fg o5z g)tabular = 3,293
& Significativo para p-Valores <= 0,05
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La tabla 18 muestra la significancia de cada coeficiente codificado (factor real), los

qgue fueron determinados por la prueba t de Student y los valores-p. Valores-p de

pequefia magnitud se asocian con valores t altos, los que implican que los

coeficientes de regresion sean muchos mas altos que el error estandar (Vega y

Zuhiga 2011).



86

Tabla 18: Coeficientes de regresion y significancia del modelo de regresion de

segundo orden, de la actividad volumetrica de inulinasa respecto a inulina.

ocor | ey | Gosfeener [ B [ iy | par |5 lC[EIC
:\r/|1teedri(?e/pto 2,128182 -29,4991 | 4,29299 -6,87147 0,020529 -47,970 | -11,0279
X1 0,380845 1,4028| 0,22889 6,12862 0,025606 0,418 2,3876
X1.X1 -0,472328 -0,0268 | 0,00457| -5,85706 0,027934 -0,046 -0,0071
X2 -0,470656 59,1786 | 9,73249 6,08052 0,025997 17,303 | 101,0541
XoXo -0,429251 -59,6182 | 11,39107 -5,23377 0,034622 | -108,630| -10,6064
X3 0,017091 0,8888 | 0,39345 2,25890 0,152407 -0,804 2,5817
X3X3 0,099383 0,0351| 0,02855 1,22890 0,344080 -0,088 0,1579
X2oX3 -0,440000 -3,0812| 0,67229| -4,58317 0,044456 -5,974 -0,1886

Significancia para p-valor < 0,05

I.C.: Intervalo de confiabilidad

La tabla 19 presenta los valores reales de los factores o variables independientes
que dan el valor mas alto de la respuesta actividad volumétrica de inulinasa.
Puesto que estos valores estan en el rango de los niveles estudiados, el punto
estacionario del modelo cuadratico ajustado, constituye un maximo de la

respuesta el cual corresponde a un valor de actividad de 2,19 U/mL.

Tabla 19: Valores 6ptimos determinados a partir del modelo matematico
experimental, actividad inulinasa, ajustado para las experiencias de validaciéon

Valor Minimo Valor Valor Maximo

Factor Observado Optimo Observado
X1 (% vIv) 20,00000 26,19738 30,00000

X2 (9/) 0,30000 0,38583 0,50000
X3 (% VIV) 3,00000 4,27549 7,00000
Valor Optimo pronosticado para Actividad

L . 2,1917
Volumétrica Inulinasa (U/ml)

Xi:Extracto de yacon ; X,:Sulfato de magnesio; X3: Tamafio de inoculo

La visualizacién de la ecuacion del modelo predictivo puede obtenerse por el plano
de superficie de respuesta y por el plano de contorno. El plano de superficie de
respuesta es un plano teorico tridimensional que muestra la relacion entre la

respuesta y las variables independientes. La proyeccion o pantalla de dos
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dimensiones del plano de superficie se llama plano de contorno, las lineas de
respuesta constante son trazadas en el plano de las variables independientes. Los
planos de contorno ayudan a visualizar la forma de una superficie de respuesta.

Estos planos dan informacion util acerca del ajuste o arreglo del modelo pero
éstos no pueden representar el verdadero comportamiento del sistema (Bas y
Bayaci 2007).

Las respuestas para el modelo de regresion ajustado se presentaron graficamente
en las figuras 24, 25 y 26. Los planos de superficie de respuesta y de contorno se
generaron por la combinacién de pares de los tres factores en estudio, mientras se
mantenia el otro en sus niveles éptimos para la produccion de inulinasa expresada

como actividad volumétrica.

La figura 24 ilustra el efecto tanto del extracto de yacon como del sulfato de
magnesio sobre la produccion de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica, con un tamafio de inoculo de 4,28%vlv,
mostrando una superficie con un punto estacionario maximo y plano de contorno
que representa la interaccion entre los dos factores, con lineas de contorno

circulares, que confirma el punto de maxima respuesta de 2 U/mL.
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Figura 24:. Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacion de K.marxianus para la actividad volumétrica de inulinasa como

funcion del extracto de yacén y del MgS0O,.7H,0, tamafio de inoculo 4,28 %v/v.

La figura 25 ilustra el efecto tanto del extracto de yacon como del tamafio de
inoculo sobre la produccion de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica, con una concentracion de sulfato de
magnesio de 0,386 g/L, mostrando una superficie de silla de montar sin punto
maximo ni minimo y un plano de contorno que representa la interaccién entre los
dos factores, con lineas de contorno hiperbdlicas, que confirma el punto
estacionario tipo silla de montar. La figura muestra que manteniendo constante la
concentracion del extracto en 26 %v/v y aumentado o disminuyendo el tamafio del
indculo dentro de su rango de niveles maximo y minimo, la produccion de
inulinasa por fermentaciéon de K. marxianus se mantendra en un nivel de actividad

de 2,4 U/mL, confirmandose que segun el modelo de regresion ajustado el efecto
del tamafio del indculo no es significante.
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Figura 25: Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacion de K.marxianus para la actividad volumétrica de inulinasa como

funcion del extracto de yacén y del tamafio de inoculo, MgS0O,4.7H,0 0,386 g/L.

La figura 26 ilustra el efecto tanto del sulfato de magnesio como del tamafio de
inoculo sobre la produccién de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica, con una concentracion de extracto de yacon
de 26,197 %v/v, mostrando una superficie con un punto maximo y un plano de
contorno que representa la interaccién entre los dos factores, con lineas de
contorno elipticas, que confirma el punto estacionario maximo. La figura muestra
que manteniendo constante la concentracion de sulfato de magnesio de 0,34 g/L
y aumentado el tamafio del inéculo a 7% v/v, la produccion de inulinasa por
fermentaciéon de K. marxianus alcanzaria un nivel de actividad aproximado de 2,8

U/mL, confirmandose que segun el modelo de regresion ajustado existe el efecto
interactivo significante entre los dos factores.



90

|ty R, AT R

T

4
BECEN
= — — k3R
tn

[y}

Figura 26: Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacion de K.marxianus para la actividad volumétrica de inulinasa como

funcién del MgS0O,4.7H,0 y del tamafio de inoculo, extracto de yacon 26,197 %v/v.

Efectos de los factores en la respuesta actividad volumétrica inulinasa
actuando sobre sacarosa o capacidad catalitica invertasa.

La gréfica de Pareto para cada respuesta con todos los efectos posibles
estandarizados se ilustra en la figura 27 a un nivel de confianza de 0,05. Se
observo que el extracto de yacdén (efecto lineal) tuvo la mas alta influencia,
seguidos por la interaccion entre el sulfato de magnesio y el extracto de yacén,
tamafo de inoculo (efecto lineal), extracto de yacon (efecto cuadratico), sulfato de
magnesio (efecto cuadratico), y finalmente la interaccion entre el sulfato de
magnesio y tamafio de inéculo.

También se puede notar en la figura 27, que el efecto lineal del sulfato de

magnesio, el efecto cuadratico del tamafio de in6culo sobre la actividad
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volumétrica no fue significativo en los niveles de estudiados, asi como la

interaccion entre el extracto de yacon y el tamafio de in6culo.
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Figura 27: Grafico de Pareto de los valores de los efectos estandarizados para la
actividad volumétrica de inulinasa (U/mL) respecto a sacarosa, a las 30 horas de
fermentacién de K. marxianus. Las variables independientes (codificadas) fueron
Extracto de yacon (x1), MgS0O,.7H,0 (x2) y tamafio de inoculo (x3).

Los resultados del andlisis de la grafica de Pareto son confirmados por los del
andlisis de varianza (ANOVA) el cual se presenta en la tabla 20, obteniéndose el

modelo de regresion de segundo orden:

Ecuacion en términos de los factores codificados:

Y = +80,85+9,62X1-0,23X,+3,70X3-5,6 7 X1 Xo+1,32X1 X3+2,66XX3-2,6 7 X, %-
2,36X,2-0,69X3°

Ecuaciéon en términos de los factores actuales o reales:

Y =-521,099 + 29,315 X; - 0,302 X, + 1145,221 X, - 668,591 X, - 16,396 Xz -
0,488 X32- 32,078 X1 Xo+ 0,375 X1 X3 + 37,553 X, X3



92

Eliminando solo la interaccién xi.x; pero, manteniendo las variables xs? y x,, por

ser esta una variable o factor principal y por

solucién de la ecuacion diferencial parcial se obtenga un valor de x, igual cero.

qgue descartarlo hace que en la

Tabla 20: Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la
respuesta actividad volumetrica de inulinasa respectoa a sacarosa.

p-valores
Fuente de Suma de GL Media de Valor E
Variacion cuadrados =" | Cuadrados Prob (> F)®
X1 1262,740 1 1262,740 | 489,0361 0,002039
X1.X1 80,673 1 80,673 31,2432 0,030548
X5 0,717 1 0,717 0,2775 0,650929
X2.X2 63,503 1 63,503 24,5936 0,038338
X3 187,083 1 187,083 72,4537 0,013523
X3.X3 5,378 1 5,378 2,0829 0,285747
X1. X2 261,404 1 261,404 101,2370 0,009734
X1. X3 14,019 1 14,019 5,4291 0,145138
X2. X3 57,513 1 57,513 22,2737 0,042082
Error total 119,096 7 17,014
Falta de ajuste 113,932 5 22,786 8,8248 0,104904
Error puro 5,164 2 2,582
Suma total de 2017,165 16
cuadrados

G.L.: Grados de Libertad

p-Valores = Probabilidad p (>F)

R?=0, 94096 y R®Agjustado=0, 86505

Fvalor>F o5 7)tabular = 3,972

& Significativo para p-Valores <= 0,05

Para el modelo reducido de segundo orden, los resultados del andlisis de la carta
de Pareto (Figura 28 ) son confirmados por los del andlisis de varianza (ANOVA) ,
presentados en la tabla 21, precisandose que el efecto lineal y cuadratico del
extracto de yacon, el efecto cuadratico del sulfato de magnesio, los efectos
interactivos del extracto de yacon con el sulfato de magnesio y del sulfato de

magnesio con el tamafo de inoculo y el efecto lineal del tamafio de inoculo,
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hicieron significativo la respuesta actividad volumétrica de inulinasa sobre

sacarosa.

La falta de ajuste del modelo cuadratico no fue significativo (p= 0,1119). La no
significancia de la falta de ajuste es una buena indicacion que el modelo se ajusta
a la relacion real de los pardmetros ambientales de fermentacion en estudio dentro

de los niveles seleccionados.
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Figura 28: Grafico de Pareto de los valores de los efectos estandarizados del
modelo reducido para la actividad volumétrica de Inulinasa (U/mL) respecto a
sacarosa, a las 30 horas de fermentacion de K. marxianus. La variables
independientes (codificadas) fueron Extracto de yacon (x1), MgS0O4.7H,0 (x2) y
tamafio de inoculo (X3).

La bondad del ajuste del modelo reducido fue verificada por el coeficiente de
determinaciéon R?, el que fue de 0,9340 para la actividad volumétrica inulinasa.
Aproximadamente el 93,40% de la variabilidad de la respuesta observada puede
ser explicado por el modelo ajustado en la forma codificada. Adicionalmente el
coeficiente de determinacién ajustado (adjR?) fue 0,8680, valor cercano a 0,9340
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que asegura el ajuste satisfactorio del modelo polinomial a los datos

experimentales:

Ecuacion final en términos de los factores codificados:
Y = +80,85 +9,62x; -0,23x%, +3,70x3 -5,67X1Xz +2,66XoX3 -2,67%1° -2,36X5° -0,69%5°

Ecuacion final en términos de los factores actuales o reales:
Y=- -567,917 +31,187X;-0,302X;%+1145,221X,-668,591X,%-7,032X3 -0,488X,X5 -
32,078X1 X5 + 37.553X,Xs5.

El andlisis de la AAD arrojo un valor aceptable del 15,93% que en conjunto con el
R? confirman que el modelo es adecuado para describir el disefio experimental.

Tabla 21: Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo reducido de segundo
orden de la respuesta actividad volumetrica de inulinasa respecto a sacarosa.

Fuente de Suma de Media de p-valores
L G.L. Valor F
Variacion | cuadrados Cuadrados Prob (> F)?
X1 1262,740 1 1262,740 | 489,0361 0,002039
X1.X1 80,673 1 80,673 31,2432 0,030548
X2 0,717 1 0,717 0,2775 0,650929
X2.X2 63,503 1 63,503 24 5936 0,038338
X3 187,083 1 187,083 72,4537 0,013523
X3.X3 5,378 1 5,378 2,0829 0,285747
X1.X2 261,404 1 261,404 101,2370 0,009734
X2.X3 57,513 1 57,513 22,2737 0,042082
Error total 133,115 8 16,639
Falta de ajuste| 127,951 6 21,325 8,2588 0,111928
Error puro 5,164 2 2,582
Suma total de 2017.165 16
cuadrados

G.L.: Grados de Libertad

p-Valores = Probabilidad p (>F)

R?=0, 93401 y R®agjustado=0, 86802
Fvalor>Fg o5 g)tabutar = 3,581

& Significativo para p-Valores <= 0,05
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La tabla 22 muestra la significancia de cada coeficiente codificado los que fueron
determinados por la prueba t de Student y los valores-p. Pequefios valores-p
fueron asociados con grandes valores t, los que implicaron que los coeficientes de

regresion sean muchos mas altos que el error estandar (Vega y Zufiga 2011).

reducido de
de inulinasa

Tabla 22: Coeficientes de regresion y significancia del modelo
regresion reducido de segundo orden, de la actividad volumetrica
respecto a sacarosa.

Coeficientes Error 95,% +95,%
Factor Efecto de . t(2) p I.C. I.C.
. estandar ; )
regresion Inferior superior
Media/ g1 8535 | 567,017 59,9834 |-9,4679 |0,010972 |-826,00 |-309,829
Intercepto
X1 19.2233 | 31,187 2.0942 |10.4161 |0,009092 |18,30 |44,070
XiX; |-5,3349 |-0.302 0,0541 |-55896 |0,030548 |-054 |-0,070
X5 -0,4598 |1145.221 140,0746 (81758 |0,014633 |542,53 |1747,913
X, Xy |-4,8139 |-668,591 134,8184|-4,9592 |0,038338 ||,,0 o |-88,514
X3 7.4044 |-7,032 46567 |-1,5102 |0,270082 |-27,07 |13.004
XaXs |-1,3814 |-0,488 0,3380 |-1,4432 |0,285747 |-1,94 |0,966
XXz |11 4305 | -32.078 3,1881 |-10,0617 |0,009734 |-45.80 |-18.360
XoXs |5,3625 |37,553 7.9569 |4,7195 |0,042082 |3,32 71,788

Significancia para p-valor < 0,05
C.l.: Intervalo de confiabilidad

La tabla 23 presenta los valores reales de los factores o variables independientes
gue dan un valor alto de la respuesta actividad volumétrica de inulinasa, en verdad
este punto deberia corresponder a la solucién del modelo reducido desplazado a
un nuevo centro, que es el punto estacionario, cuyos ejes asociados se
denominan ejes principales del sistema de respuesta (Vega y Zufiga 2011). Esta
explicacion se plantea por que el valor calculado para el tamafio de inoculo fue de

9,37 %v/v el mismo que esta fuera del rango de niveles estudiados, entonces el
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punto estacionario calculado del modelo cuadratico ajustado es un punto de silla
de montar, para cualquier valor que se le asigne al tamafio de inoculo celular,

porque afecta linealmente cada respuesta de actividad.

Tabla 23: Valores optimos determinados a partir del modelo matematico
experimental ajustado, respuesta actividad invertasa, para las experiencias de

validacion
Valor Minimo Valor Valor Maximo

Factor Observado Optimo Observado
X1 (% vIv) 20,00 28,71818 30,00
X2 (9/L) 0,30000 0,43078 0,50
X3 (% VIV) 3,00000 9,37432 7,00
Valor pronosticado para Actividad 93 62

Volumétrica Inulinasa (U/mL) '

Xi:Extracto de yacon ; X;:Sulfato de magnesio; X3: Tamafio de inoculo

Las respuestas para el modelo de regresion ajustado se presentaron graficamente
en las figuras 29, 30 y 31. Los planos de superficie de respuesta y de contorno se
generaron por la combinacién de pares de los tres factores en estudio, mientras se
mantenia el otro en sus niveles Optimos, para la produccién de inulinasa

expresada como actividad volumétrica.

La figura 29 ilustra el efecto tanto del extracto de yacon como del sulfato de
magnesio sobre la produccion de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica sobre sacarosa, con un tamafio de inoculo de
9,37%v/v, mostrando una superficie con un punto estacionario maximo y plano de
contorno que representa la interaccion entre los dos factores, con lineas de
contorno elipticas, que confirma el punto de maxima respuesta en
aproximadamente 100 U/mL para una concentracion de extracto de yacon 30% v/v

y 0,32 g/L de sulfato de magnesio.
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Figura 29: Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacién de K.marxianus para la actividad volumétrica como invertasa, como
funcién del extracto de yacon y del MgS0O,4.7H,0, tamafio de inoculo 9,37 %v/v.

La figura 30 ilustra el efecto tanto del extracto de yacon como del tamafio de
inoculo sobre la produccién de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica, con una concentracion de sulfato de
magnesio de 0,43 g/L, mostrando una superficie con un punto maximo y un plano
de contorno que representa la interaccion entre los dos factores, con lineas de
contorno elipticas, que confirma el punto estacionario maximo. La figura muestra
también que manteniendo constante la concentracion del extracto en 30 %v/v y

aumentado o disminuyendo el tamafio del in6culo dentro de los niveles maximo y
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minimo, la produccién de inulinasa por fermentacion de K. marxianus en términos
de actividad variaria muy levemente de 90 a 80 U/mL.
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Figura 30: Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacién de K.marxianus para la actividad volumétrica como invertasa, como
funcién del extracto de yacon y del tamafio de inoculo, MgS0O,4.7H,0 0,43 g/L.

La figura 31 ilustra el efecto tanto del sulfato de magnesio como del tamafio de
inoculo sobre la produccién de inulinasa por fermentacion de K. marxianus
expresada en actividad volumétrica, con una concentracion de extracto de yacon
de 28,72 %vl/v, mostrando una superficie con un punto maximo y un plano de
contorno que representa la interaccion entre los dos factores, con lineas de
contorno elipticas, que confirma el punto estacionario maximo. La figura muestra
gue manteniendo constante la concentracion de sulfato de magnesio de 0,44 g/L
y aumentado el tamafio del inoculo a 6,5% v/v, la produccién de inulinasa por

fermentaciéon de K. marxianus alcanzaria un nivel de actividad aproximado de 85
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U/mL, confirmandose que segun el modelo de regresion ajustado existe el efecto
interactivo significante entre los dos factores.

=
[=]
(=

(1]
[=)

Iy 2w (e o B RS b TREMEE
@
=t

Figura 31. Planos de superficie de respuesta y de contorno a 30 h de
fermentacion de K.marxianus para la actividad volumétrica como invertasa, como

funcion del MgS0O,4.7H,0 y del tamafio de inoculo, extracto de yacon 28,72 %v/v.

Se concluye que tanto el extracto de yacén como el sulfato de magnesio tienen
efecto lineal, cuadratico e interactivo sobre la produccién de inulinasa por
fermentacion de K. marxianus expresado como actividad enzimatica con
capacidad fructosidasa e invertasa, mientras que el tamafio de inoculo celular no
tiene efecto cuadratico, solo efecto interactivo con el sulfato de magnesio sobre la
actividad volumétrica inulinasa y efecto lineal e interactivo también con el sulfato

de magnesio sobre la actividad volumétrica inulinasa con capacidad invertasa.
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Utilizando la optimizacion por DCCR y RSM fue posible determinar los valores
optimos de concentracion de extracto de yacén, sulfato de magnesio y tamafio de
inoculo que optimicen la producciéon de inulinasa por fermentacion de K.

marxianus.

El extracto de yacon es una fuente compleja de nutrientes, que es una fuente de
carbono (glucosa, fructosa, sacarosa, FOS e inulina) y energia para el crecimiento
celular (Seminario, Valderrama y Manrique 2003 y Ojansivu, Ferreira y Salminen
2011). La fuente de carbono constituida por la inulina y los fructooligosacaridos de
cadena corta son inductores importantes para la produccion de inulinasa por K.
marxianus, pero la glucosa y fructosa presentes en un medio de cultivo, reprimen
la biosintesis de inulinasa (Wei et al 1998; Cazetta et al 2005 y Yu et al 2009).
Esto explica por qué a concentracion media del rango estudiado del extracto de
yacon, favoreceria la produccion de inulinasa, mientras que a valores altos tendria
un efecto significativo negativo por la mayor concentracién de glucosa y fructosa

presentes en el medio de cultivo.

Los minerales a nivel de trazas suministran los elementos necesarios a las células
microbianas durante su cultivo para su crecimiento y metabolismo (Kampen 1997).
El Mg®* puede complejarse con alguna enzima de la biosintesis de la inulinasa y
con la ATP-asa en la membrana plasmética. Singh y Bhermi 2008, encontraron
que los iones de Mg®" incrementaron la actividad de la inulinasa en la
fermentacion de K. marxianus. En el rango estudiado de concentracion de sulfato
de magnesio, la produccién de inulinasa se vio favorecida a concentraciones
bajas, experimentandose un efecto sinérgico con el extracto de yacon, conforme
se muestra en la figura 24 en donde se puede obtener un valor maximo de

actividad volumétrica de 2 U/mL.

Si bien es cierto que segun la figura 25 no se aprecia un valor optimo de actividad

para la interaccion del extracto del yacon con el tamafio de inoculo, si se puede
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determinar un valor mayor de actividad de 2,4 U/mL para un tamafio de inoculo de
7% y de 2,23 U/ml para un tamafio de inoculo de 3%. Este resultado es una
excepcion a la explicacion de un bioproceso fermentativo, ya que dado un tamafo
optimo de inoculo un valor sobre o bajo de este, la actividad enzimatica debe ser
comparativamente menor. Por tanto este resultado solo permitié evaluar estas

variables sin lograr obtener un 6ptimo de actividad.

Sin embargo, Singh y Bhermi 2008, indicaron que es importante proporcionar un
tamafo optimo de inoculo en un proceso de fermentacion, dado que un inoculo de
baja densidad puede originar insuficiente biomasa durante el cultivo, mientras que
un inoculo de alta densidad puede producir demasiado biomasa, en desmedro de
los nutrientes necesarios para la formacion de productos que en este caso es la

enzima inulinasa.

4.6 VALIDACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

Durante 48 horas se siguid la cinética de crecimiento de biomasa celular y la
produccion de inulinasa por K. marxianus NRRL — Y 7571, en las condiciones
optimizadas para la actividad inulinasa. Los resultados en la figura 32 muestran
que la mas alta actividad de inulinasa (2,32 U/mL) se alcanzo a las 30 h de la
fermentacion cuando el crecimiento celular inicid la fase estacionaria.

Estos resultados también sugieren que la actual actividad de inulinasa (2,32 U/mL)
fue un valor muy cercano al valor predicho (2,19 U/mL) correspondiendo a una
desviacién pequefia de 5,6%, constatandose que el modelo es adecuado.

Como se puede ver en la figura 32, la inulinasa producida por K. marxianus NRRL-
Y 7571 es un ejemplo de un producto asociado al crecimiento celular, lo cual esta
en acuerdo con los resultados preliminares y con los datos de la literatura (Xiong
et al 2007). La actividad invertasa a las 30 horas de cultivo correspondio un valor
de 78,33 U/mL (dato no mostrado) que significd 19 veces mayor que el reportado

por Cazetta, et al. (2005) pero un valor menor al predicho de 91,00 U/mL.
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Figura 32. Cinética de crecimiento celular y produccién de inulinasa por
fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 48 horas
en las condiciones optimizadas para la actividad inulinasa. Experiencia
realizada a pHp 4,0 a 30 °C y por lote en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100
mL de medio de cultivo y agitado en shaker a 150 rpm.

4.7 EXPERIMENTO CONFIRMATIVO EN EL FERMENTADOR BIOSTAT-M

La figura 33 muestra los resultados de la experiencia confirmativa de la cinética de

produccion de inulinasa por cultivo K. marxianus en un medio liquido y en las

condiciones optimizadas durante 48 horas, en un fermentador de laboratorio

Biostat-M. El mayor valor de actividad (1,8 U/mL) se alcanzo también a las 30

horas, menor en 17,8% que el valor predicho.
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Figura 33. Cinética de crecimiento celular y produccion de inulinasa por
fermentacion de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y7571 durante 48 horas
en las condiciones optimizadas para la actividad inulinasa. Experiencia
realizada a pHp 4,0 a 30 °C y por lote en un fermentador de laboratorio Biostat-M
con 1600 mL de medio de cultivo, a 150 rpm y aireacion 1,06 vwvm.

De los perfiles de las cinéticas de crecimiento celular y produccién de inulinasa de
K. marxianus cultivados tanto en matraces como en el Biostat-M, figuras 32 y 33
se pudo observar un tipico producto asociado al crecimiento, aunque en matraces
se alcanz6 a las 30 h, 7,3 g de células /L el cual es un valor mayor que lo
esperado respecto a la fermentacion en el reactor Biostat-M (5 g de células/l).
También se determiné un ligero incremento en el valor del pH del cultivo en
matraces a partir de las 10 horas, que con el transcurso de la fermentacion se hizo
constante a un valor promedio de pH igual a 6, mientras que en el cultivo en el
reactor Biostat- M el valor del pH permanecio constante. Es preciso sefialar que el
crecimiento celular no sufri6 ninguna variacién durante la variacion del pH del

cultivo desde 4,0 hasta 6,0 como reportaron Cazetta, et al.(2005).
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La baja concentracién de biomasa celular y la produccion de inulinasa obtenidas
en el Biostat-M se puede explicar por el hecho que el nivel de aireacion (1,06
vvm), no estuvo acorde a la demanda de oxigeno del cultivo (dato calculado 1,23
vvm). Este fendmeno fue notorio a partir de las 7 h del cultivo. Estos resultados
coincidieron con aquellos los reportados por Sing, et al (2007), quienes afirmaron
gue tanto la aireacion y agitacion son factores criticos para K. marxianus, los que
son responsables de la viabilidad y produccién enzimatica.

Ademas K. marxianus comenzé a producir etanol después de las 7 horas de
cultivo, alcanzandose a las 30 horas una concentracion de 1% v/v (dato no
mostrado) lo cual fue también consecuencia de la limitacion de oxigeno en el caldo

de cultivo que favorecié la via glicolitica del microbio.

También, como se ilustra en las figuras 32 y 33, las actividades de inulinasa se
convirtieron evidentes y en ascenso despueés de las 10 horas de cultivo, lo cual se
debid a la alta concentracion inicial de azucares reductores (7,0 g/L de fructosa y
glucosa) en el caldo de cultivo que estarian reprimiendo la expresion o actividad

catalitica de la inulinasa (Cazetta, et al. 2005 y Singh et al. 2007).

4.8 CARACTERIZACION CINETICA DE LA INULINASA EN EL EXTRACTO
CRUDO.

También en este experimento, como lo presentado en la seccién 4.3, la
determinacion del rango de linealidad, actividad y los pardmetros cinéticos de la
inulinasa en el extracto crudo se realiz6 segun lo detallado en la seccion

correspondiente 3.4.

En el extracto enziméatico del caldo de fermentacién en matraces de K. marxianus
se determiné una concentracion en proteinas de 113 mg/L, valor diferente al
obtenido en la seccién 4.3, esto debido a las condiciones de fermentacion

optimizadas utilizadas en la experiencia de validacion.
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La tabla 24 muestra los valores de actividad calculados a partir de los tres perfiles
de rango de linealidad, en las zonas de linealidad, para el extracto enzimatico
convenientemente diluido: 1:1; 1:2 y 1:4,1:1 1:4 y 1:6, 1:1; 1:4 y 1:6, actuando

sobre sacarosa, rafinosa e inulina respectivamente.

Tabla 24. Valores de actividad volumétrica a,, especifica a. y actividad por
volumen de reaccion ayeac, del extracto enzimatico del caldo de fermentacion de K.
marxianus actuando sobre sacarosa, rafinosa e inulina.

sustrato ay (U/mL) a. (U/mg) Areac (U/L)

Sacarosa 77,06 681,96 1404,11

Rafinosa 15,25 134,99 231,11
Inulina 2,35 20,80 213,94

Segun la tabla 24 comparada con la tabla 6, se observa también que el extracto
crudo enzimético experimentd tener actividad catalitica para hidrolizar sacarosa,
rafinosa e inulina, pero con valores menores, esto se explica por la composicion
del extracto de yacon usado como fuente de carbono y energia que es un medio
complejo que contiene ademas de inulina, azucares reductores y otros
componentes tales como derivados del acido cafeico (Seminario, Valderrama y
Manrique 2003; Valentova et al. 2006 y Ojansivu, Ferreira, y Salminen 2011) que
podrian estar inhibiendo tanto la sintesis como la actividad catalitica de la enzima.

Se aprecia también que la actividad relativa de sacarosa respecto a inulina fue 33
veces mayor, aunque la actividad especifica alcanzada sobre inulina fue de 20 800
U/g valor mayor que el obtenido en el experimento 4.3. que fue 11 350 U/g y sin
embargo mucho menor que lo publicado (Kushi, Monti y Contiero 2000) de 170
000 U/g aunque la experiencia correspondié, a una inulinasa purificada de un

caldo de fermentacion de 72 horas de cultivo.

En vista de los resultados del experimento de la seccion 4.3., en esta
determinacién de los parametros cinéticos de la inulinasa, se utilizaron valores
recalculados de las concentraciones iniciales de sustrato, para asegurar asi un

mejor trabajo de linealidad (Bas y Boyaci 2007).
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La tabla 25 muestra los valores de los parametros cinéticos aparentes Vap y Kap,
estimados a partir de los datos de las tres figuras resultantes de las lineas de
tendencia de mediciones de velocidad inicial de reaccion, a diferentes
concentraciones de sustrato en g/L: 3,64 a 17,58; 6,82 a 13,64 y 3,03 a 8,79 de
sacarosa, rafinosa e inulina respectivamente, catalizada por el extracto crudo
enzimatico diluido igual como en el experimento 4.3 y por linearizacion de

Lineweaver-Burk.

Tabla 25. Valores de los pardmetros cinéticos aparentes del extracto enzimético
del caldo de fermentaciéon de K. marxianus actuando sobre sacarosa, rafinosa e

inulina.
sustrato Vap(g/L*min) Kap(g/L)
Sacarosa 1,4578 14,3745
Rafinosa 0,1651 12,5277
Inulina 0,0463 8,3113

Al comparar los valores de Vap de las tablas 25 y 7, se confirma que el extracto
enzimatico ejerce mas reactividad catalitica sobre las moléculas de sacarosa que
de los otros sustratos, mientras que comparando los valores de Kap se observa

que la enzima experimenta mas afinidad por la inulina, seguida de la rafinosa.

El valor de la Kap sobre la inulina de 8,31 g/L fue muy cercano al 8,59 g/L
obtenido en el experimento de la seccion 4.3. Con los valores de Kap obtenidos y
la buena linealidad observada se confirm6 el buen rango de concentracion de
sustrato saturantes escogidos para la investigacion, valores que cayeron en el
rango de 0,25 — 5Kap (Bas y Boyaci 2007).

Se confirmo también que la magnitud de Kap varié ampliamente con la identidad

de la enzima y la naturaleza del sustrato (Voet y Voet, 1990).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS.

5.1. CONCLUSIONES

- De la caracterizacion de sacéaridos en los extractos de yacon y esparragos
se ha determinado que ambos contienen azlucares reductores,
encontrandose en el primero un 65% mas de fructosa y glucosa que en el

segundo e identificandose solo en el extracto de yacon, sacarosa y FOS.

- De los cultivos por lotes preliminares de Kluyveromyces marxianus NRRL-
Y-7571 en sacarosa, en inulina de achicoria, en extracto de esparragos y en
extracto de yacdén como fuentes de carbono y energia, se determinaron
respectivamente los perfiles tipicos de modelos cinéticos de produccion de
enzimas asociados al crecimiento celular, logrdndose estandarizar el tiempo

de incubacion en 30 horas para las siguientes experiencias de optimizacion.

- Por aplicacion del disefio experimental de Plackett & Burman, se determind
gue el extracto de yacén, el sulfato de magnesio y el tamafio de inéculo
fueron los que mas influenciaron en el valor de la actividad de inulinasa del

extracto crudo de fermentacion.

- Con la aplicacion del disefio compuesto central rotacional (DCCR) y la
metodologia de la superficie de respuesta (RSM) se determinaron las
concentraciones optimas del extracto de yacon, el sulfato de magnesio y el
tamafio de in6culo que correspondieron a valores predichos maximos de
actividad inulinasa e invertasa del extracto crudo de fermentacion.

- De los resultados de las experiencias de validacion se constaté que el
modelo predicho de optimizacion fue el adecuado para describir el disefio

experimental.
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Los resultados de las experiencias confirmativas en el bioreactor Biostat-M
mostraron una desviacion de 17,8 % respecto al valor de actividad predicho
por el modelo, debido a limitaciones de aireacion y agitacion del medio de

cultivo, factores claves para la produccién de inulinasa por fermentacion.

Los perfiles de las cinéticas de cultivo por lote de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-7571 estudiados, tanto en matraces en las experiencias de
validacion como en el reactor Biostat-M, constituyen un ejemplo tipico de un

producto enzimatico asociado al crecimiento celular.

Se ha determinado que el extracto crudo enzimatico conteniendo inulinasa
experimento tener actividad catalitica para hidrolizar sacarosa, rafinosa e

inulina, con alta actividad relativa de sacarosa respecto a inulina.

Los valores de actividad de la inulinasa sobre sacarosa fueron alrededor de
33 veces mayor que sobre inulina, probandose que la enzima producida es

una exo-inulinasa.

Por mediciones de velocidad inicial de reaccibn a diferentes
concentraciones saturantes de sacarosa, rafinosa e inulina, fue posible
determinar los parametros cinéticos que caracterizan a la inulinasa del
extracto crudo, la misma que expres6 mas reactividad de hidrélisis catalitica

de invertasa que inulinasa y mas afinidad por la inulina que por la sacarosa.

Los parametros cinéticos de la inulinasa estan en funcion al tipo de
microorganismo, las condiciones ambientales de la fermentacion y del

modo de accion de la enzima.
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5.2. SUGERENCIAS

- Se plantea la necesidad de investigar la actividad y estabilidad de la
inulinasa  frente a la temperatura, modelando y simulando la cinética de

desactivacion.

- Concentrar y purificar la inulinasa del extracto crudo de fermentacion para

Su caracterizacion cinética quimica y molecular.

- Profundizar el estudio de obtencidn y caracterizacion del extracto de
esparrago para superar los problemas de caramelizacién y poder utilizarlo

como fuente de carbono y energia en el medio de cultivo.

- Realizar estudios de escalamiento en un pequefio bioreactor de laboratorio
con miras a posteriores estudios de mayor escalamiento para la produccion

de inulinasa usando extracto de yacon.
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ANEXO 1

Curva de calibracion para la determinacion de concentracién de celular.
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ANEXO 2

Curva de calibracion para la determinacion de concentracion de azlucares
reductores, en términos de fructosa, por el método del &cido dinitrosalicilico
(DNS)
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Curva de calibracion para la determinacion de proteinas por el método de
Bradford

Absorbancia (595 nm)
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ANEXO 4

Cromatograma para la determinacién de etanol

Analysis Date & Time : 1271072011 12:37:32
Uszer Name : Adooin
Vial# 11
Sample Mame : muesta cinetica I1. 12.10.11
Sample ID : muesta cinetica I1
Sample Type : Unknown
Injection Volume :
L5 Amnennt
Data Name : C\Data\HEADSPACE 201 l'oux aleoholes] 26 0%muestra cinetica Il ged
Method Mame : CData'HEADSPACE 201 l'oux aleokoles] 26.0%mix alcoholes] 26.0% . zom
[Desenphon)
muestra cmefica 1, anabzado por headspace vohunen de muestra Zml con un iempo tofal programado L1 3mm. daa 124
Intensity
: i
4000
3000
2000
] |
1000 ',
J |
[}
J A _«—F"—”JF_—"_
":"—_Hm—-u_w,l..u H,_,_k__v)\‘“—' b

Iur
Peak# PFetTimme  Area Height Conc. Umt Mark ID= Copd Name
1 4.677 24715 1806 0381 % 3 etanol
Total 24713 8T
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ANEXO 5

Cromatograma para la determinacion de sacaridos en extracto de yacon
Page 1071

Software Werslon @ 6.3.1.0504 Date » 19-06-2011 18:02225
Sample Name oyl Data Acquisition Time : 13-0B-2D011 17:35:54
Instrument Name : HPLC RI Channel A
FRackivial © an Cparator . Mmanager
Sample Amownt :© 1,000000 Dillution Factor : 1,000000
Cycke 1

Result Fie - dyrobenoicaracienzacion mussiras ollgosacandosi231_001-2011081%-1801035.rst
Seguence Fi2 © ChPenExXaiToW SWens. 3. 1'\Exampiesizd1.6eq

s0—]
= —
E 3
¥ 20—
-
4 =
20—
= o & O
—] — Fi - O
= i LT
—= T T T 1
2 12 4 [ ]
Time: jirj
Peak lE1]I'I1FII:II'IF."I'I‘| Time ArEd HE+g|'l1 Area Mo, Area
# Mame  [min]  [uvTsec] [uev] %] %]
1 g711 2031385 52984 0.2 0,02
2 2953  121704,19 192444 001 0,11
3 5458 34721084 A171,35 032 0,32
4 G046 11005872 502377  0.90 0,10
5 5,956 28795357 TI0577T 025 025
& 8,592 231TT772.41 53206525 2125 21,25
T 9,424 4101965,50 22145486 375 375
& 10,075 570493241 22325511 523 523
9 10,991 T266703,15 25346738 655 £.55
10 12,421 595064404 170110,81 545 545
1 14570 535200441 10596497 545 5 45
12 16,543 95777075 1433151 0,63 054
13 13,871 14507946,50 30435234 13.31 13,31
14 21,371 40265124.52 T70684,99 3655 36.55
15 33,254 24504538 444353 0,22 0,22

1,0%e+08 253e+06 100,00 100,00

Missing Component Repart
Component Expectad Retention (Calloration Fis)

All componenis ware found

Tiempos de retencidon (min):
GF5: 10,08; GF4: 10,99; GF3: 12,42; GF: 14,67; G: 18,87; F: 21,37
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ANEXO 6

Cromatograma para la determinacion de sacaridos en extracto de esparrago

Page 1 of 1
Sioftware Version © 6.3.1.0004 Cate : 18-D8-2011 18:33:00
Sarmpde Mame  : Esp (D1) Data Acquisiion Time : 18-08-2011 18:07:39
Instnement Mame : HPLC R Channed DA
Rack/Vial i1} Operator T manager
Sample Amournt  : 1,000000 Dilution Factor - 1,000000
Cycle 21

Result File : d-\robertc!caractenzacion muestras cligosacanidosi231_001-20110819-183248 st
Sequence Fie | C\PenExe! ToW S Werd. 3 1'Examples!?3] seq

3
b

520 =
3 s
# =
L=
é 20—
— T
IIII|IIII|IIII|IIII| IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III I|IIII|IIII|IIII|IIII|
2 4 5 g 10 12 14 18 18 0 ] 24
Time [min]
Peak Component Time Area Height  Area Mommn. Area
# Name [min] [ *sac] [u\] [%%] [%e]

1 8,299 145208487 45 0325043 1530 15,20

2 0,025 16168287486 3774482 17,05 17,05

3 10,638 635344542 12750047 6,80 4,54

4 11,043 328323500 12477327 348 3,44

5 11,835 510283240 8433588 537 537

3] 13,630 263014727 4302492 277 277

7 14,543 303702570 34350482 320 34

8 16,731 48124877 1012171 052 052

2 16,895 5TOT23008 12436288 6,11 g,11

10 21,330 35401928.58 658302,72 38,34 38,34

11 23247 1M3ITIE1 1831614 1,18 1,13

4034244 75 1,21e+08 100,00 100,00

Missing Component Report
Component Expected Retention (Calibration File)

All components were found

Tiempos de retencion (min):
Gb: 18,87; F: 21,37
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ANEXO 7

Formato para la determinacién de parametros cinéticos de la inulinasa.
(A): Buffer citrato-fosfato pH 5,0, 0,05M.
(B): Preparado enzimatico, extracto crudo inulinasa convenientemente diluido.
(C): Solucién sustratos estandares:

Sacarosa, rafinosa e inulina: 20, 15y 10 g/l respectivamente.

Detalle técnica experimental para determinacion parametros cinéticos

N° muestra Soluc (A), Soluc (B), Soluc (C), Conc
mL mL mL sustrato
g/L
1 24 3 6
2 18 3 12
3 13 3 17
4 7 3 23
5 1 3 29
Datos experimentales aztucares DNS
Minutos Absorbancia DNS
1 2 3 4 5
0
2
6
10
15




