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1 N T R o D u e e 1 o N 

[Je;..de hace t1empw la 

1mportanc1a en todas las areas de impacto 1ndustr1al, tales como 

farmacéut1c:a. alimentaria >' QLl!. 'llca. En particular en el sector 

oc~1enen '1.ayores 

b1ol~91c~s como son: 

alcoh6l 1cas y n.uc..hos mAs. 

Esta 1mportencia se cebe. entre otras cesas a cue se 

puede realiza!' uri proco:?so de obtenctén con un cesto baJo, teniendo 

un producto con car.:.::tE.>r fst 1ca~ ventajos~s, como pure::a, 

cpar1enc:¡a, entre ot·~as. <5(}1. 

En el c~so de la en::tmc' la-=t..;1sa, la obtencién partir 

de plar.t.:i:. y c-r·garc.s an:mules r~">ulta tncoste:ible. Por esta 

ra::Ln la enzima. co.t1erc1al se obtiene de la fermentaci..'..n de hongos 

como el A~oergiJJu5 ;·ry:ae 

E, nango A. LJry:ae, y la leva.cu,.-a 

?~1E-~).:n uri oapo:?l lTl:JCirt""nte en l.; industria. nas al1.:i de le 

cbtcnc:. .. '-1'1 de ia er;:1m.:;. i-="C't..=:sa, PL:estc., ciue del hoi;go pLedon 

wblEmerse e:-itrE.· otras en:1mC1s, l!' ~ amli.?SL'S pr'oteasas :31. 

Adem~s. part1c1pa •.!n la fabricaci·:r. del s;il·e- de c•r1.;,e.n J¿1ponés. 

fa.t:Jt·1cado con arroz. El hcngo es ut1l1zado pélt"~ elatorar el 



almtdtri del ar~r-&-... , .JrüCJu..:.ii:-nc.t.1 d:.UC.a1es QUE= pue-o'::'n ser util1~ados 

c:i-ster1crmen~e p,:1r las le.,aouras del (f'o.nerc ~Juy1•f!r·.,•)ces. c::J. 

En l.:> que , .. espect~ a la Je~adura, de el}a oueden 

octeners~ aae~~~ de la=tas~ Jntracelular come ya se menc1on~, 

oectinasa tl~J e inuJinasa (55J, ambas extracelular~entE, a~1 com= 

Prote!nci Unic:elular, esta pcira consumo humano, e~ist1e>ndo procesos 

inaustrialE-5 pc.ra obtenc1"1 en países como Fl"an=Ja, E.l'.A. ;.. l.:. 

U.R.$.B. !:_1 >. 

51 ~ lo anterior agregam~5 que a partir de una sola 

fermentac1ln con la levadura se pueden obtener s1muJt,:,.neamente d~~ 

ld segur.~ci e?.traceluJarJ, 1:35 ve.,taJa::. econ~n1cas sor evidentes. 

La importanci.:. en la industria de aJ1ff'entos de estas 

tres e-nz11nas (lactasa, oe:::~Jr.asa 

postel""'JOrtr:ente. 

1riuJ1nasaJ, se ... .1 tratada 



OllJETIVOS.-

EvaJuac1.en de dtferent<.'!s 

crecidas en media liqu1dv de lactosa, pectina inulina 

re-spect1vamente. 4s1 comu elegir la cepa meJo•· pro:juctora de estas 

en:nmas Clara probarla en ia ootencl<!:O s1mul tAnt'.a de do~ dE" ellas. 

Evaluaciéo de una cepa mutada del hongo Asperg:llus 

oryzae para la p~oducc1Gn de lactasa en un ~ed10 de Salvado de 

tr·190 .. 



ANTECEDENTES TAXONCM!COS DE LA LEVADURA 

Resulta 1mc:.ortante- sS:f'"\cl:la .. los can.b1c.,. ta;,on6m1cos Que 

e!:. a.si como aparl!C2 en el 

compendio taxonon1=.o "The rea::;ts a Ta:'!onom~c 5tL:d/" pr1mer3 

(6b). 

Los ~r·1meros autores en poner en tela de Ju1c10 esta 

e ia51 f1cac1co ':<t::or.<!Jn:ca fueren l1'1cl.erham er. 1'155 y W:.c~.erham y 

Ei1.1rton en l:::Stl. SJlo~ pus1eron en cla,...o lo t"ieterogl.~ec del gtfnero 

3nunc1aron s1.1 intenc1·.:r1 de eslable::er gmero 

por secarodc. 

fra . .¡:::5. ;·. >ar,:3r:u:s, S. 1ciC!"JS algunas otras especies. S1n 

e,r.u,.r-9c, ,·.1 W1cl er·har. r:: Burtcn ..:1~ror, ur.a descr1oc11!n fo,...lf .. :•l. 

t3mpocc ::J.;s1;+'"laror. 1.r: tipo pa~··.~ es.te 96nero, il.Sl. que estE.> nombre 



van der Walt C195bl ~49> establ~c16 originalmente el 

género t:Juyver.J:Jyces par~ una le'-"ddura 1 lamada Kluyvero•yces 

pnJ,1.;poru_-:: .• Postet"1armente en 1965,. ~rgument6 que no ex.is.tia un• 

diferencia significativa entre los géneros 

Fab(lspr,ra y ::>·go$pora y los un16 en un s1mple taxco .. De acuerdo al 

:00190 Internac1onal, el nombre m;ss .. ·1ejo de J:luyl•ero•yces, fu~ 

retenido. Así, el nuevo nombre de Fabospvra fra~1Ji3 se convirt16 

en r.Jm•eroity:ez 1'ra9i J is C49). Es as! como ap"rece en la segunda 

edtci61 del compendio ta::on6n1co "The Yeasts a Ta::onom1c 5tudy" 

e;ji tado por ~~reger-van Ri j en 1970. <óól. 

La si9u1ente evoluc16i en la nomenclatur-a ocurrió en 

1970, como resultado de un estudio del DNA hec110 por B\.\knell y 

Douglas, en donde determinaron que /<. fraqiJis y X. aar.-Janus 

comparten el 93% de sus secuencias del ONA ;• por tanto son 

sin6"11r.tos. Debido a que r... •ar...,iar1us es el nombr•e tt1ás antiguo 

t ierie prioridad, queda'.'ldo por tanto éste soore f;.. frar;ti! is. 

En la última ~d1cifu de The Yeast A Ta!~onomic Stuc!y 1 

oubl tcadC\ por t<:reger-van FH j 1994, l66l. esta levadura .;:iparec:e 

~arxiar1t.JS'.; en esta edici&'l la 

espe::1e K. aarx1anus aoaxece conteniendo 

.Jrnsr.ohl Jaru11.. 

Rec:1J::r"itemerite Sldenberg l~ac:hanc.e (57) 

.. {_ .. ,,.J ar1LJS SI• 



var1eda.::u~s. inc:lu)'enc= iJ~ ant1gucs no:~bre; .:ie las esp~c1es 

•ar);iar1t.;:,fragilis. /'lul;Jet"'J..:u.', czce ... zsp •rus 

e'5pec1e l.,. lact1s c:on las variedades lacti$ 

fl.IJ,..en1 z. y la 

.:irt.,So :Jh 1 J aru•. 

Estas m~dif1c:ac:1ones serár. 1nclu~das en la pr6x1ma ed1c1cn del 

t;OmOe'"ldio ·''!',e Yea.sts a T.:o:onom1c Stud;1··, que se enc:uent""a en 

prepar.::.c1c:.n, donde=- el c:ap1tulo de ;.,¡uy1•er,;a;.ce;:: esti'rá escrito por 

el Dr. Man: Andre Lachance. !::omunicactén personal>. 



2. GENERALIDADES 

~. 1 Lactasa 

2.1.1 Antecedentes. 

-La lc:1ctosa o a:;:G'ca·· ch~ l.:. :eche, e~ un d1sacárioo 

forrr.ado por glucosa y galactosa Cf1~ .:?. L 1. iJ. c.~l cual p:>see un 

baJo puoer e.:Julcor-ante, a~! >:::Jmo ura baJa !::o:iub1l¡dad y no puede 

ser~ i:ltsor·bida directame:1te por el intestino de los mamiferos. Los 

monos..,cll.r1d::is de la lactosa, tienen un pod1:-r edulcorante mayor a 

e:. ta '/ son tre-s o cuatt·o veces r.,.;.5 '!>CJluble~. ftabla =.1. l. l>. 

Azocar 

Sacarosa 

Lact:osa 

Glu=osa 

5ulc-.ctosCJ. 

H 

tabla 2.Ll.1 

Poder edulcorante relativo de soluciones 

al 10'l. de sacarosa y solubilidad 

de las mismas. <2, 10, 43>. 

Poder edulcorante Solubi 1 idad 

'l. H 
2 
o g/ml 

l (1(1 2.(1 

4,) (.:.~ 

75 1.c1 

70 l. o 

Fig. 2.1.t.1. Estructura de la lactosa 

H OH 
;,.a.::-.·· t.o~a 

en 



Esta en:1~d pueae ser enc~ntrada en ~l intestino de 

mamiferos JOVen'='s, ~n pl'°'ntc1s. -.cn~os, ta-:.t;o.-1a~ y lt::.t,;.duras. En 

lac.taS.lS 

) le.taduras or·esent~ un p~ je 6.5-7.0 ln que las Mace d1re=tamente 

aoJ 1c..:.b'!?= sob"!' 12 ·,ec'1P, 

parte tienen oH de 4.5 501"1 

Tabla 2 .. 1. 1 .. 4 Temp. y pH •:ptimo de lactasas de 

hongos y levaduras. (29,34l 

~-:----~f!. :;e, +-~-;¡;e- ~~r,·i_:: ,...la-= .. 1:,, l 
' .- . -, 1 :;:, 1 .... .,... ·57 1 

1 .1~ 1 _.-:--.': 1 ,.._,,·-~-~--~:::-""'.i.,., __ , __ ~·s-7_._~\ 



Tabla 2.1.2 Fuentes de lactasas. 

Bacterias: Es~herichia coli 

Hongos: 

Bac!llus •eqateriu• 
Theraus aquaJicus 
Streptococcus lactis 
Streptococcus thermophilus 
Lact,,bacillus bulgdricus 
L. h~lveticu.::: 

Sacillus circulans 

Asperqillus niger 
1l. oryzae 
A. fla1•us 
lfucor pusillus 
H. ajehe1 
Alternaria paJrJ 

Levaduras: Kiuyi•erc.•myces marxianus 
K. lactis 

Plantas: 

Candida pseudotrupicalis 
Brettanuayces ano•alus 

Dura=no 
Albar1coque 
Almendra 
Café 

Organos de animales: 

Intestino 
TeJidos de cerebro y piel 

Referencia 22,65 



Tabla 2 .. 1.3 Lac:tasas comerciales de levadura.. (3) 

Nocnbre comercial Compat:la Fuente UL/ml 

MaY-1lac LX-50(líJ GIST-BROCADES J;. l3C!l$ 5000 

t-1ar..1iai: ;...- ~ ))•: GIST-F<FC\CADEE ! •• l<1·:-t1.; ,:1JúO 

H/dr"olat STURGE-ENZ'<MES ! •• r:.:.r:c·.z 3nu:5 500() 

LF "'ü20 F:OHM 1 .• 1::ür~i ar.c . .:s :<•úO 

Lec to;:;ym N0\10 ¡.;. mar-~zanus 300(1 

Neutral Cand:da 
lactrse P~Izc:c:.: psc-ud: t.~,,p J cal is 275(1 

T..J.l:annne 
lactase MILES K. ¡¡ar!~ianu.;-

:...act-a1d SUG~RLO 1;. ~ar.>.·tanu-.; 1000 

L::a~ GIST-BROCADES K. Jact1s 

ULo= Ci-nt1-jad ".Je en.:1:na ne-:::e~~ria p,H·a hi.drol 1=ar una µnol de 

ONPG por min. a pH 6.6 y 40°C. 



glucosa 

9alactos.a tr-ae co~.o .consec.uent.LQ algunas ve:"lta1a.s en la 

el;,ooroc.1..:n de ::H'QC...:CtCJ5 1.a-:r.eos. L-OS aroOL!C:tos de la ~idrólis1s 

presenta,., nayor solub1lid~:1, c.omo ya se 

ev1tendosc as-1 los problemas asc~1acos 

or :ne 1 ;:.c. ¡tr.e~. te 

hab!a 

leche 

rn-enc.1onado, 

c:ondensad;¡. 

C3.Jetas, <?";C. C.omo tamo1.;.n $e tnc::rE::·r..?nta ~l poder eó .. •lCOrante. 

:..ider1é.=:, se hace acces:oiE.: la l~ctit: a l 1 octilac1cn con prohJemas oe 

1~toleranc1a a la lacto~?. La 1~tole~anc1~ es ~l •sea~o auP 

presenta un ind1viCuo, oc:=.~10"13.dO p::.r un.:t di?ftc:1ente s1nte-s1s en 

la nrucosa del )leyt.1no de li< ,..,_9.!la:::tcs1Cas.; n~c:ta~a1, QUE- prcvo.'.:o 

que la lactosa de la le.:he ':' su~ der1v-adcs ~o s.ea h?dt"ol i=ada y 

absorb1da e:n el intestino delg?.é11; er, estas c:.:inc1c:..cnes, la 

lact'.:lsc3 es posterlorme-n~e uti l :.::-ada po·· d1versos r.:icroor~ani~:nos 

de! 1ntest1no ~-ueso Que, dl f•r·nert~rla. µ•·educen Q3Sef y ac1De=, 

Que pr::i.·oc&r. maleost.cores c:on;r. fJ¿., ... u]t:.>nc:1a. d::.:tcr·e~. ei.bVO"'lr.?le>s .1 

hasta t::ha~·rea, ocasio;;an::o por- :anto t.•6t"thdo. constOEr tbJe de 

11Qusdos (2 1 22,3~>. 

2.1.2 ProducciCn de la enzima. 

Come.o ya se dtJ!J a,,te1-1orr.er:te- ;.a prodt.1cc.1.!.r!. c~n~r=1al de 

~sta ~~nl'tma es u!::1l1:::ar~oo c.eoa~ deJ. ro.,t11:> ~. :-,ige,.; A. ""ryzae y, 

•:2'co·..;. de ¡as ,.E?.,::iCu:~a /'.. :=iar,.zanu.: y >, .. Ia·:t:.3 estC!n<Jc f:'."Or 'ta.rito 



c.t11t1vo ut1l1=c:cdos- eri la p··::ith.1cc1·.:n ;;:.¡:..a er.·=1ma por· el r-.=in90 .( .. 

nr-:-:ae e~ m1?~1an!"e 'fer.ne•1•aic.1:..: • ., ;.:·l,oc. .u<t1l1.:andc sfl•·a'jo de

tr190 ad1c!or0 ad0 de a::UC:iiol""?~ como ~h .. .'C•..JSd .• Si!CAIQSd.. f1.4E•.C.,rc 

ya se <11enc..1on.:.· :~ er:1ma cel r .. -:ingv as e:;tr.:Kel1...•J.a1-. 

En la tabla 2.1.:.1 se erl1~tar oH v l~mper~turas 

pro;;!u:: to,.es de 1 a en: il"lla. 

Tabla Z.1.1. 1 Temp. y pH ~pt1mas de crecimiento de diferentes 

m1croorganismos productores de lactasa 

Microorganismo H Temp ºe Ref. 

Canc:dit 
e<Seudotrn(:) 1-:a 1 z :;¡. ::. 6 ~.e 9 

1</t..:{l'E- .. , "'/;e_~ 

~ª" \ l ar1u_ 4.:; :::s b7 

Asc•erz .' J:is 
r11.•er 5.0 ::e 34 

4seoe ... J l : Ju .. 
~·~ l:'<'I"' 4.5 ::o 48 

ar.r ·• •·-·a11. 1-:;4 l 

l~ 



Puesto que !a enz1m,a oroduc1da por- l10>vacturas es 

2·-tri'celLtlar ::1~1.e c;ue ~;~t;,-~aída .. F'ara ello e1:is.ten di1er-entes 

métodos reportados por var1as autot·es como Mahoney,R.R. ,N1ckerson, 

..... A. <40:, "SN"lchez, F.L •• l54• .. 

En lo referer"::e a ~a lact.~:,,:i fLtngal se tiene Que los 

máy.1rr.os renaim1entos ao produccicn se logran a los cinto días de 

fer'm>?ntaciGn soore L.m medio de s=-~v="CO de u·190. f!,G8). 

2.1.3 Estabilidad de la enzima. 

Come• es sabido. la e:;;ta01l1dad de \.tna e-n::1m~ 

atec:ta.ja por mL1cnos fact:::>res como son: temperatL.ra, pH, tie:npo. 

condi.c10:.es dE alma;:enarnter.~=1 y 13 c~nc::entracit!n de la solt.tcJGf1 de 

Ja '?n~1m.= entre et~ros. 

[11 fe-~·entr.s autares nan n~port.dda lc3 af.:.?c ros deJ pH ·1 

~a ':J:?rlµt.•r·atura e·. l¿, 1::1st~oil1dad de IC'i E:':+=¡m,1 ae .'. .. .. arY'1anus 

(0::0 1 41,67), ¡;'!Sl. como t.Jmb1én soore la l.:ictasi'.l de ,.1. nr-y.zae {48'. A 

continuac1~"0 se presentan estos resulta~os. 



1 a.b:a :. ! . :.. 1. 

tabla 2.1.3.1. Estabilidad de la enzima 

pH 'l. ac:t. retenida 

5.5 18 

6.ú 8•) 

6.5 1()0 

7.<,1 10(1 

7.5 100 

8.0 91"> 

8.~ 71) 

9,(1 40 

En el rango de 6.5 a 7.5 la e,:in1a permaneció estaole. 

diferente~ 

v1lc.res d.::- ;:iH eo::tai b;.en es'tablec1da .;n :a pater.te de este hongo 

u:e,. !...os "alo""•..?s t e;..:;r-::ido".:: -?~ l=i tabla <Z. i.::;. 2> :.e obtuvieron 

hOr"i1. Ut1l1::ando para l.;. medicl.:.r. de la. activtdñd retenida como 



Tabla 2.t.3.2. Estabilidad de la enzima 

pH % act. reten1Cfa 

3.0 12 

"3.5 69 

..;. (t 'P 

=.. (> 1(1(> 

~.(1 l(r(¡ 

7.0 10"1 

3.1) l' 1(• 

;-.o C'• 

9.5 1a 

C=>mo se pu:-de ob'.:ier.-ar l¿i. '?n.:i;na es estable E:"-n el rango 

de p~ de 5.0 A 7.0. 

El'"/ la tabla =.1.:.:: .• ..apat-ecer los ·.·eiiore-s .::i'.:!' es~ab1ltaad oe 

l.1 &T:tma: a dt fer"ent::;o'! vaJ::Jf"eS de Tett•P· E-:t':'.:I'=> se obtuvieron 

mantent~ndo !'"""' scl11cJor.es d.:? !a en::11'l.!J: a d.foi?r-entes fe1T~. dL1r3.nr-e 

1:• n.tn~ Se c0n;:;-;~t3 que la. en:-1ma ~..? r..ar.t!et.-> estable la"> 

Tabla 2~1.4.3 Estabilidad de la en21ma a diferentes 

valores de Temp~ 

Temp "e 7. act retenida 

:.(• 



L.as c:cnd1c1o;""°s C!e C!im.a;::ana.·.nen.:,..; p,;.ra. _.3ct.asa 

.:. '. '.;. 4. 

Tabla 2.1.3.4. Cond1c1ones de al~ac~namiento 

Tiempo de almacena. Temp ·e Act. ret. Y. Referen. 

l .,,,em'lna -- 95 -l(', 41,67 

---· sem~=11.as ~ 95 :~ • .::1 
3 n.~s.,:,.s -:::ú .;-:; :9, 31, 3:? 

2.1.4 A9entes que afectan la actividad de la 

en:ima 

pt.:eden 

.::i'!'ec!Sir· l;:. .:.ct111d~,o de 1.a l3•:tasa. Entra Ellos se rweden 

ios mismos: 

Oe los metales se tienen aquellas que can presenc1a. 



r.•r/:ae son ir.n1b1das por metal e$ como 

uart 1culannPnte le.~ de le-'ilduras 
+ 

po,.. Na y 

Jnhib1c:a: se reduce adicionando fosfatos. <54>. 

z+ Cu , 

Caz+, 

A:Sperqtllus 

+ 
/,g • 

aunque 

Hgz+ 

esta 

A conrtnL..ac.;..!o :e eniist~n los cc.r.puestos q"Je Ci'usan 

rna¡or inh!b:.c1i!n sobre lit acc1~ de las lactasas de.- t;. 11ar•zan.JS ·" 

M. ory.:a.e. 3si como sus conceni:t'o;c1ones <48,671. 

~UMt-'Ut:.::i IU 1..•1.;.ir ~J arn.i.; A.tlryzae t,.aarx1a.nu.s A.oryzae 

1 Cene. CMl 1 lnh1biciln n~., 

UaCl 1 
1(1-i. 

1 

58 
1 HgCl 

2 
1 10- 2 l')- ... l l)(J !(10 

Cuso . 1 
10-z 

1 

l(J-2 q(.• 

1 

q:) 

CdCI 
2 

1 

10- 9 .!2 

1 
CaC1

2 
10- 2 

1 
10(1 

A~JtlQ 1(1-2 
1 

.-z 
10(• . 1U 10(1 

EJTA l(-9 
1 

J()-2 1.)(• (1 

PC'1B 10- 4 
10·J 

N-b r· 0:11c.sL1c-
cinamida t(t- ... 1(10 

Laur1lsulfa 
to de sodio 

-2 
100 lt.> 1 

2.1.S Aplicaciones de la lactasa 

Aunoue E-1 u:.~ poten::1al de- l.::.s lac:tas.:-s ~"' 

nivel 

;:ome~·::ial sino h3sta lo5 aFlCls t:.Os. El rec:u11:.:i:-:i.1.1ento áe l~s 

'. 



prou lcRi:J.S de 1n !:c:lera.,c: l .J ~a lac:osa en los 50s J~g~ un 

lmf;or:;:ante ;;cio::l eri la u;:olemen·i1c1e;n ci::.1 orocesa oar•a la 

A cont1r.U:3Cl.=:c"\ se mencionan las p.-1nc1pales aplicac1ones 

d¿ los hidrc!1:ados =~ la=t~sa. ~~ ~~ar a p~rt11· de l~cne ~ suero 

•. :~4 1. 

l.- La .. ,ol1c:ac1Gn de la 1.;ctasa d1recta.mi::?nte sobr"e la 

l~cilc oor el c::onsum:.¡j:::w as ¡a uno. "eal1dad en lc5 E . ..J., en donde 

se !;ueden en::ontrar lacta-sas En el 1rer·caC1c (:;:. 1 • :::•.; USCJ es mu,.· 

~;~d~ car~ la~ oersonas 1nt~ler·ant&s a la la~tosa. 

:.1 L~cne ~tdr~11:ad~ ce .entE los rnE•rcado;.. 

01:t:...11co e::.:. 

F ·c;..ductoo:: concentrado;. - Leche condensada 'l 

en poho para dteti'ts especiales 

de 

rnas 



3.- Suer~ de leche.-El suero es el :obrenadante que 

resulta de la coagulac1é.n de 1a case!na durante la elaborac1én 

del queso. El suE:ro contiene todo:; los 11.1nerale;, protelnas y 

azucares solubles de la leche; el contenido de lactosa es de 4.2 a 

4.4"1. (l')). 

3.1 El h1drol1zado del suet·o 

obtener Jara::ies con 70-75% de sói1dos. Estos jarabes 

ut1l1zados como ingredientes en la e!aboraci·~ :te 

productos de panader1a, c:on11-r:er1c y refrescos C:>•.U. 

helados, 



2. 2 Pectinasa. 

2.2.1 Antecedentes. 

El término :.usta:-c1ais o.:.-ct1c::as se u5a 9ene ... Jl·T1ente para 

referirse a un grupo de polisa.::.:..r1dos vegetales en el cual el ÍlC. 

P-9alactu,..6lico es ed ;..•'1n-::1pal comoon':'rte. Ld estructura b.1..s:ic.:t 

de estos c.:mi.:uestcs est d rcrmad.a mol .;-cu!as de .>.:::. 

D-9a.lactur&i1co ·..:nido-;. por er.1;;,::es 9ll 1 Cos1d1cos u-Dtl-4J. donde 

algunos de !c.s cartio::1los pu!:..:en e~t;.i.r- ester1f1cados con grupos 

met;i lo~ e for·m:J. de sal. Cu&.ndo el Ac. ~ala=turt.:t"11co se 

encuentra e~terif1cado por grupcs met1lo= se designe el pollroero 

como rect1na; m1entrns QL:e s1 se enc_,entr.:.n l1br~:- de r.rupos 

metilo el pol!m~ro se :..:inoce comci ~c. Péct1co í-::::1. 

En !a f1g. ::.:'.1. l aparee.e la fórmula estructural de las 



L;5 enz1mas aue mod1f1can la estr"uctura de las 

pe\:t;.nasas son llatnadas en=imas pectinolit1cas e pe:::tinasas y son 

clasificadas con base en su modo de ataque o su preferencia por el 

sustroto pectina o :.C. péct1~0 <2>: 

l' Fectu1 m2t1lestearasa <E.e. 3.1.1.1!>. Hidrol1::a el 

estet• ~etllico produciendo met~nol y pectinas de baJo metcxilo. 

2>Endo polimetil galact~ronasa. H1droliza el enlace 

o<l.4) de las pectinas. 

3> Enoo poligalacturcnasa tE.C. 3.Z.1.15). Hidroliza al 

azar el enlace oi<l 1 4) del ác. péctico. 

4) E:.<o poligalacturonasa <E.e. 3.2.1.671. thdroliza el 

enlace o.<l, 4l del $.c. pác~ico a ,:artir del e~: treme rcdui:tcr. 

5> Ende pectinliasa ~E.C. 4.2.2.lOl. 

6l Ende pectatoliasa •E.C. 4-=-~.2>. 

7> E~o oectatoliasa. 

Las tres últimas r\Ctúan formando dobles lir,iaduras 

en las pectinas:·· ác. pé.:t1cc, orovoca.nd=i lii. t·uptur3. ie~ er.lace 

La f1gu1·a :.2.1.2 mL•eSt:t"a la forma de actuar de las 

p~ct1nasas. 

Ld.s pect¡n.\sas se enc..uentran en t.:ra iH~O!l"' "ar:edad Ge 

ec;:.pec1es del t•e1no ... :egetal. pr1r.c1p3lmu>ntc Pn los frutos donde 

"~1 .... ·3.cs 1-~, .. , •,q.;:: u::l::~CC= ~~no fuerte d~ pectinas3s. 
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P~r~ l~ maycria de las aplicaciones comerciales, las preparaciones 

de pect1nasas se obtienen de hongos y consisten en una me~cla de 

varias enzimas <11>. De estos el más importante productor es 

Aspergillus rdger :18). 

2.2.2 Endo-poligalacturonas de Y.. •arxianus. 

De todas las especies de levaduras conocidas que poseen 

act. pectinolitica, la de t.Juy11eroayces •arx1anus es generalmente 

r~econo::ida como la más electiva. 

La enzima prodt.acida por esta levadura ha sido 

ampliamente estudiada <19,=0>, y SE:' sabe que sólo produce la 

enzima er.dopoligala~turonasa <39l. Existen algunos trabajos en 

la literatura (35> en donde se reporta que la en=:1ma presenta 

di1erent9s formas,d1ferenci~das por peso molecular y punte 

isoelé-ctr1co, aLinque estas dependen de la cepo:; de l~luyvero•yce~ 

aarxzanus utilizada. A continuac161 se present~n estos res~ltados. 

P11 pl Te1111> ºe pH 

enzima 1 46,000 b. I 50 4-5 

enzima 11 50,000 6.1 so 4-5 

en;:1ma 111 30,000 ;,.a 50 4-5 

Esta enzima es espec1fica para los :.c. 

poligalactur¿nicos y oligalactur611cos y muestra preh .. •renc:ia por 

las c..adenas la1·gas, formar.do rr,e¡:c:l~s de r1ono-d1 tri kidos 



galactur&liccs. i21J. H1drol1za tC1:mb1M la pecttn3 en forma 

l1m1tada, en 9rado 1n11ersamente proporc1onal en functt'.n al 

contenioo de meto:.1 los {~(1 , 37>. 

2.2.3 Producc1c:n y estabilidad de la enzima 

Wimborne y Rtckard <69). reportaren que la 

ool19alacturonasa de 1,. •ar>;:iar.us es una en::1ma e>:tracelular 

producid~ de manera parcialrnenteconstitut1va. Estos autores 

observaron que al ad1c1or.<"r pectina al medio de cultivo, la 

producc1&i de ld en.:ima se duplica. Sin emb.;.rgo la pectina no es 

una buena 1u~nte de carbono para r~l !::rec1miento de la levadur'\ 1 

como tambiién ~eportaron. 

Wimbor'r1e y Ricl:ard C69), tambi6'r1 sef"ialan que oara un 

medio de glucosa Slil pectina la s.:.ntes1s de la en::1ma es 

com~.teto.mE:mte rEpr1m1da por cona1c1ones Clo? alta aereacil·n, s1e-ndo 

produc1da solamente bajo condtciones anaerobias, coincidiendo con 

lo reportado por Garcia G.H. y G6mez R.L. (20,2U. 

En la tabla 2.2.2.1 aparecen l¿ temperatura y pH éptimos 

de incubaciál y de actividad oara la lactasa de la levadura 

Y.Iuyvero•yces ~ar~lanus. 

Temp .:ic 

pH 

Incubacién 

27 

5 

Tabla 2.2.2.1 

Actividad 

50 

5 

Referencia 

35,62 

:!5.62 



La producc161 de la enzíma está asociada al 

crec1m1ento y generalmente comienza a decrecet' er. la fase 

estac1o:iar1a <19,20>, y como se mencionó anteriormente se produce 

de una manera parcialmente constitutiva. <69>. 

Con 1·ec:.i.Jec to a 1 a e.stac i 1 J dac de !."J enz 1 ma a d 1 ferentes 

temperaturas, se tient: que la enzima presenta ninguria 

alteraciÚ"l en su act1vidaC: a los 30 m1n. de incuoac1ai 

pe1·0 01erde e! 5C'l. de ~ta s1 se incuba por encima de los 55°C. 

ouedando sin act1v1dad a los 7Ci°C. <35). El rango de estabilidad 

de oH cue presenta la enzima es de 3.5 a 6.0 <3~>. 

Para su almacenamiento le>.s células son remo•.1idas del 

liquido de fermentac1é.n por centr1fugac1C.n y la solucién de enzima 

cruda es mantenida a 0°C can toh.1eno como oreservativo. A esta 

temperatura la soluciOO es muy estable pudiendo ser mantenida por 

varios meses sin la p~rd1oa de la ac~1111dad ~36). 

2.2.4 Agentes que inhiben la actividad de la enzima. 

Son varios los compuestos que caus'°'n alguna alteraciál 

en la eicttYLdad de la enzima. A continuaci61 se enl1stan algunos 

cc~pue~t~s y la~ concen~rac1onLs ¿ las cue 1nh1ben la ~ct1~1dao de 



Compuesto 

H:;,•:1 
2 

Agl·m
9 

BaC1
2 

CaCl 
2 

Pb:l 
2 

.:i-CHB 

conc mM 

0.1 

a!;.. p-c loromercuribenz óleo. 

i 
"l. Inh1bic1cn 

49 

49 

41 

99 

56 

La act1v1daU no S8 ·1c afecti?d~ oor la a.dic1cin de EDTA. 

Luh y Phaff <~6) repor•tan que sometieron a l~ enzima 

un ~ratamu.mto r:on HN0
9 

lN d pi-1 de ::. 9 con t.;;imperatura controlada 

el H1l0
9 

interactua con los grupos amino l1br25 present:s en la 

mol.;.cuia Ct:! ld en;:1ma. 

2.2.S Aplicaciones 

L3s Llr:!C::t1ncisas t1~ner. un papel muy i1'lportantt:? er. la 

industr·1~ dP alimento~, oud1endo ser ut1l1~ad~s en L1n amplio rango 

de pr·occ~os cor:1o sen: 

i, 1-"19ente clar•1t1cante en la oroelucc1cn ae .1L1gos de 



.::ual r"esul ta en un al to grado de turbidez. F"or tanto, cuando las 

pect1nasa5 ~e agregan, actúan despolimer1zando la pectina, se 

destru;•e el coloide y todo el mater"ial en suspensiái se 

prec1pita, retirandose por filtraci6:l <72>. 

=) Como a9er1te CE: maceraciU""! y licuefaccién di? teJldc.i= 

para preparar concentrados de purt- de -frutas y e>:tracc1á'i de 

ace1!:es esenciales (15,31,.'35,62). 

3> Combinaciones de pectinasas y celulasas son us~das en 

la producc1én del mosto de la elaboracié:n de v1no v en la 

produc:c:ién de almidén a partir de papa :1 ma:.z {15J. 

4> En ocasiones el t>a9~zo de las frutas resul-tante de la 

elaborac1ét"I de Jugcs recibe un trctam1ento de pecti~~sas previc a 

un segundo prensado para la extracci¿o del líquido resioual; esto 

redunda en un rendimiento m.:.yor. 

51 Se utilizan también en la estabilidad de la turb1dE"Z 

en Jugos de frutas, W'egetales y néctares f32J. E.l mecanismo de 

estabil1z.:1c1én está basado probablemente la destrt:cciál ce 

poligalacturénidos formados por la acciái de la PE a uré:nidos de 

baJ~ peso molecular. 



2.3 lnul1na.sa. 

2 .. 3.l Antecedentes. 

La 1nwl !na es ur. pol !.m~1·0 de tru:::::tosa enC':)l"'i'tr"ddO i:omo un 

cort>:Jhtdrato de t'eserva. en ralce'5 J. tubérculo:; :.t es mwy aoundant:e 

requ1 l.ana. Oentro de estos 9 .. :-neros se l;1ener muchas -.:arie-dades 

sit-r.do Jo.s m.ás 1mocrtilntes: Carp¡ntr?ro, Pata de Mi,l=t. A.::Ltl, 

S1Mu1n. BermeJo, Azul ~. que ..'Egetan en las estado~ de 2.:.c:atecas, 

Jal l':iCO. 

Tabla 2.3.1 .. 1 Camposici~ de diferentes variedades de agave 

tequí lana .. (6) 

N..:.mbro 

\tf o z 

~:~=\~:·::\._.¡:: 
& ... 1.,.• !<="· ¡o~ 

A%Y \. \ 62 

'Zop\. ~..;¡.ah\r1,;; I¡ 70 
!i..·.1,_. ~ ,--, 6~ 

.,;.¡,o.l·::. ti8 

A:~•l 2 ¡oo 

12. V 

•2. o 

12. !O 

···º 

"º. l 
zo. l 

••. !! ,, . ~ 
J!5. G 

"':;:U.::. R,..d. 

lOt<lt~.o. N 2 ~T«J't. C•f'I, pH 

l. U:3 

l. Orl 

l. os 

l. 21 

l. ~o 

a.o;zi. 

u.02z 
U,U'Z4 

o .023 

0.021 

U.020 

0.020 

:>.o 

2.7 

~-o 

2.? ... ~ 

L-3; 1nul1n~ ~:un ool1';ac.\;1d'=l :1neal je mol~L1las d~ 

~l..1c~::;""' ten:nnal. 



A c.::mti;,uac1-!:n se muestra la estructur~ º"' 

Fig.2.3.1.1 

~ t-OCH2~1 "H2 

~HzOH 
de la cadena varió más o menos entre 30 y 35 El l.;rgo 

:J:..:tnt.:1 y oe la t-=-mporada; dur.:?ntc el crec1m1E-nto el polir.-.ero de 

inul1na se 1ncre~enta t1asta el t1n d2 la temooradh de calo- y 

posteriormente decrece. Esto se debe pr2sL1m1blem.er t"e a la acc1tn 

Las en::1mas que t..iei;radco.n la inul ina sori encontrad3s en 

planta: / micrc..::ir9~n1s111os. 1n=lu: .. endo levetiuras 

b:cter1~s y sen lla~adas 1ncl1n~s2s o inuld5dS. En la tabla ~.3.J.2 

se enlistari var1cs microorgan1smos productores de inulinasas. 

Es~a:: "'nz1crr¿;5 fue•·on oul"l f1coda5 cr1'Tle-ro de tubl-t c•_1los 

-=cmo la alc::t::hof'°' de Jerusal.fn 

enzima~ 1e m1c1 oarG3n1s1no;;; ;iresentan c-1-t1v!·:la~ c;::>bre sacar-osa 

t"0"1·-1lo c::,;:irr·:J bO.'.Jr·e:- 1r,Jl1na. ·:'.ieneralrren .. e las tr,ulin¿-sas esldl"I 

: .· 



peTo la 01ieren::1a con las ir1we,·ta5a~ tE.C.~.=.1.:~1 n~1 es cl~ra 

par.'l leis er.;:1mas: m1::r·~u1arias. Far-a 1'." ... c;.tar :le d¡fe ... en.::iar' :.:nas ce 

e.tras esta yaoe,..ai.m~nte ace:ta:So ~ue la relac1·::f; ·j:?- act:v1d~j 

sobre tnulina vs. s~br·e sacarcsa (l/S1 caracteri=a las 

.:;a..-a, la~ lnul1ri¿.5,:>.s l~ ,..e:3c1::n l/E e:. .1,3·.·or :'to 1·)-2• r:i:er>tra::o •:l:.H:? 

o~ra la::: 1n· .. e1•te1sa:. este ':olor es ~.ene·· óe U:,- ... l44). 

Esta rel~c1cn f\JU ut1li~ada er; el pr·esente tr'ab;:i.Jo. 

2.3 .. 2 Influencia de la fuente de carbono en la 

formacicn de la enzima 

de car·t.ono es 

Los. m.\~ c.l::os rend1.T.1c·r.':.c;s $e cbtu·.1:eron con inul1na 

(•).~ LJ/,1:l) ¡ r·,;;.fi-:.':ls~":I 1(1.15 U1'Tll1, L.n r•:?nd1m1enic:- :ne~tJ tuvo 

con fn.1.r:tosa v sc1·ottcl 1:i.1 Ulm\l y íTIUY b3.JO con sac:arcsa, 

9ai~C':.u·~~. gl11c.c-;;:i y 1nt.l'l1tot. <59>. 

ía.mb1l.-<0 ful.o e:-:tud1a:ja este;. producc:1én co~ fuentes de 

carbono fermentables )'no fermentaoles por GrootHassink y Hewitt 

:26., O~ten~~rdJ los ~a$ ~!tos ,¡,~les de ~ru~tn~~a c=n fr~ctasa y 

~.;\c~rosc:1 a oH 5 ... :;.-.=·c. n12nt1·a:; r.¡ue con ot..-as fuente:. Cla car-bcino 

1m.i& ln.:s~a.. 



Tabla 2.3.2 Microorganismos productores de 
inul inasa. <65> 

Hongos: 

Levaduras: 

Bacterias: 

Asperpillus ~iger 
A. ory;:ae 
A. Tic.uu~ 

Eupenicilliu• java~1cu• 
Fusariu• rL1seu• 
F. oxy~poru:t 
Gelasino~pora cerealis 
Penic.illiun italicu• 
P. rubru12 
P. spp 
Rhizopus deleaar 

Kluyvero~yces •arxianus 
K. lactis 
Car.dida keTyr 
C. oseudotrop1~alis 

PeO~r102yces cantarellii 
L. phaffi J 

Hansenula :ieJ}~ri~cki1 
Phodotorula spp 
Schr:t•saccharo~yces oo~~e 

Sacc ... ,a,.(111.vr:: e.: fer1,e~ ta t J 

s. ~11::.ei 

Arthrobacter ureafaciens 
Flavobacteriu~ ~ultivoru• 

lacto~acillus plantaru~ 



obt&n1en':So altof>. ren-:11111:1ent.:is: sF~ 1."'l;>O,.t,,.,r· .::: t:tt:'o :Je fue"lte de 

carbone .:?m¡:leaca: G~uc:osa :e u .. mt., E:.,:,r.c~ !E u:~~, L.actato ... ,., 

U/n·~· <Una un!d~cJ eat.nvale .a -lf1-;:> ¡...r.10~ je s.::.cCirOs."1 t-·1df·ol izada en 

lmJ (Z6>. 

fuente de carbono con los s19u1entes result.aoo5: el tl\á5 alto 

rendimiento de la ac.t1v1dad :fe 1nul1na:sa se encontr~ con :.nulina 

f212 U!ml:. s19u1~ndc ¡a ~a~arosa 16=.5 Ulml>, fructosa (53 U!rnl> 

'/cor ultuno ;il• .. 11:os3 1t¡q U/ml:. 

Estos ~ut.ores conc!.Jerdan tümb1t?n con Rouwenhorst t53> en 

out! la modu::cién de ~a Jnul1n;is'3 es lnduc1ble por lo:. ad1c1én de 

1nul1na como fuec-r-1te de carbono, etsl corno auc.• la: fructosa eis un 

indw:tor pr1mar10 ('53.t dp su ve-z. en 

c.oncent1•ac10;1E-s al tas pro1a-::-.::. ur.~ rep1·e<:.1'..!o ci\tabol 1ca. 

2.3.3 Efecto del pH y temperatura del medio en la 

producc1~n de la enzima 

Como ya se ha dicho el control de parán'1t:?tros como pH y 

tl"a1oeratura durante una "ernentac1én es de suma importanc:ia oara 

alcan.:~r· lo"S m:..s. Qlto~ 1·end11r.1er.tos del .oroctu.ctc.i 1;nal ... 

En :.._ t~bl::t 1:.-:S.:!.1 se mues~ran 

r~porf;ados como cpt Jmos oara Jd .ot·oducc¡-:o 



Tabla 2.3.3.1 Temp. y pH cpt1mos para la producc1t.n de 

inul inasa 

Microor an1smo pH Temp e •f. 
Car,dirJa kefyr :?7-30 b5 
PE'T<lCi/llU5 ${·!:. ~ ::o-::.:: ¡,5 

"· 1tar" • l éiT1LJ_C.:: 7 • 5- "lo J :'(1--..; :5 
na .. { 'ij!¡ (.._ ~~ 4.ú-5.ú 4ú 5! 

"· r-ar.\1.:111u:: 4." ~(¡ 71 
t~. J1tar,=:Ja1,ur 4.5 :?S 4!1 ... •ar1;Jan'.l~' 5.(l :;B Só 

fial'obacterl'Jll !J.JJ C.J\'1•,..U&: 7.5 :.) =·'' 

2.3.~ Producc1ál y locali~acícn de la inulinasa 

Snyder y Phaff c::s, 4~ t 581 repo~taron QUe la 

Para esta levadura la produc:cicn di.? la inul 1nasa 

a~•~l1s1s de las celulas, mientras que J3 inultnasa e>traceJul•r 

ac:L·mulc.rse en e-1 med1:> de cultl./O éespu~ d~l 

c.rec1m1ent.::i d& t.;¡i.s -:~lulas y se ;;.ncr~rnenta en la tase e~.:- 1;L,e1·t~ 

Jean-Jacques Allais et al.. C30~ encontraron por el 



mientras cue el resto encuentra e11 el medie. 

En 

1nvest1garon la locali=ac:1:::r, ne l.;1 er.:1m:11 de,.;. :'IJr'l:.:anu: en tres 

ff"acc1ones: 1) Scb1·pnad-"1ntr·~ :::> Fa·E'd :e!ul.:.~-; 31 Liga.da !a 

factor~s: a1 natur~lg=a de la fu~nte de :3rbonn; L1 rango de 

d1~uc¡ón; ri comocs1c1on del 11ed10 !·l1r;e,·3l e -:cmole,jO) d' 

tel'!ipcratura ae et ec1m1ento. 

2.3.5 Efecto del pH y temperatura sobre la actividad de 

la inul in asa. 

Leis '.1.:ilCJro:>s 0~:1mos de oH y temper.:tur"a para la 

~:t:~1~ad de 13 en~1ma, ~~·-1an de~end1endo Pl origen je ln misma, 

e5to es. s1 prov1enun d~ n~ngos. levaauras o bscter13~. 

La tat.·.ai 2.: .. s.1 nos aa una :i.c:ea oe ~e a1~te:. dtcho: 

-. 



Tabla 2.3.5.1 Temp. y pH c~t1mos úe c:.rec:.1m1ento para varios 

mic:.roor9an1smos pr•oductores de inul inasa 

Microorganismo pH Temp ºe Ref. 1 

1 
Hongos: Fe111ei111u;; $;Jp 4.e-e-.o 45 44 

As¡:;r?.-01 ! Ju3 f 1 ·=u~. 5,0 ~(' 44 i 
' ' Asperg1 llus r1Jger 5.(• 6(1 

1 Levaduras:CandJda l<ef yr 4.5 50 46 
r~ • •arxJariu_, 5,(J 55 2~, 53, 561 
C'cbaro•yt:es car1tarel 1 i 4.0 :,(1 

Bacter1as;Arthr~tacter 

1 

urear-ac 1er.s 6,1_1 5·'.I o4 
FJavobacterJui? 

ault1voru:. 5.(' 3•) 3ü 

2.3.6 Inhibidores y Activadores de las 1nul1nasas. 

Mu:::hos autores han estudia.do el efec:::to de diferentes 

comoue9tos, tanto 1.n~1b1dores co~o dct1~ador·p3 de l~ 3c~1vidad de 

la lnul 1nasa. 

En la tabla 2.~.6.1 se resumen alg•_,nos de e:;to; 

comp1.1esto-=-. sobre inL!l1nasas de varios rr:icroorgi\n1smos <6=·). 



Tabla Z.3.6.l Act1v1dades relat1~as de inul1nasas 
despu-o.-s de agregar dt ferentes compuestos 

con concent1~ac1ones de 10-3?1. <65) 

Microorganismo Ca 2+ Cuz+ 1 11g 
2+ 

Mn 
2+ 

~ Hongos:F~r:cJJJ,,~ .5':'": 101·, .~(· lC(l 127 

1 

H 

.:.':::. er ;ri. : ..1.• ,, º" 1;1: oc . -·- ·' r ! 

1 

1 

levaduras: v.~b ;Jr '/'"' ~··: ~ ,¡" 

1 

-::<sT• tar'E: 1 J J "!d : 1) 85 les 
;, 1 u_ ·~·e~, 1 •· ;-·;e .5 

'º 
1 

q¡ar ll ! o'. ¡J.~ 1 (11º, =~ lOú ¡1,(1 o 

Bacter~ias:Art,rno~ct~r 

urPafa = j er•.l 98 36 1(10 !00 o o 1 

2.3.7 Aplicaciones de la enzima. 

Una oe l~s a;:il1cac1on2s ::en más interés en la industria 

oare :a~ UlL1 l 1n<t~.:-s t>~ lr. ;ir·;::.iüuccir..'..n de j2rabes fructos.:.dos o los 

! t .... ma:•os "J_:.r.;.t·~= ~on :..l~c canter.ido de fr-..ctosa y glucosa" CUltra 

HH~~1t Fr'l rtose G~ucose S:11'L'P~ UHFGS), ¡Jodiendo ut1 liza.r agd·,..es 

C:.J"''-' Tue11te dE:! ;.r1u11na. Lo CL\ai por la a~und.3.ncia de f>stos en 

í.ve~: "".) p.u:. D!'ovee d~ ui.-J a: c.a-ler.te fuen<;a del carbohidrato. 

l··jvJ:ut·.::tnt¿s, :.ust¡tu.•enao a la s~carosa. la cual ::ausa proble:r.as 

P' '.:¡on,•.:Js i:-un J3 ot:e•.i!.é~\3, '-º•º•!':!~, / d!.<lbP.t•?~ 65·· 

<:.oc.u es. so:1ob 1 Clo la f r·uc to;;<'l. es preparada partir de 

:. . -=~.:..s.... ¡ •• : 1 • 



Resultados obtenidos por GrootWas~1n~ et al. (25) 

muestr-an quP ~s mAs favo~able ¡,, hidt 1:>l1s1s enzimát1c-a de la 

1nJl1na que ld n1drol1s1s Química. En estos r·esultados se observa 

que despué'S de 8 de h1dr6lis1s .ic1da el 83% del total de los 

a:'. •.Je:. ares reduc '.:.:ire~, cor. ten !a 53:~ de moncsac áridos }' 2Si; de 

d1sac~r1dos; m1ent~as GUe en b h de hidrcl1s1s enz1mát1ca el 82% 

d"?l ::atal de azu:3res reductore~ cor.tenla 79"1. oe monosac.:.r""1dos y 

3% de dtsac~rtdos. 

La hidrólisis enz1m~tica no causa ninnuna 

coloraci!.n i~desei\bi~, que si apar·ece en el hi drol 1zado 

ácido de inulina. Cambios f'n el aroma y sabor san ir.inimus en la 

hldt•ólis1s enzimática. 

Otra desventaja de la hidr6l1s1s deida es la formaciéc'l 

de 5~ de difructosa ~nhidrida, campue~to que posee ninguna 

propiedad edulcc.rante, ~ar lo que t:.l'.O'ne que ser r~movid.a del 

.iarabe de fructosa (25>. 

Por tener además ciertas ve>rtaJa.s sobre lC's in·..-ertasas, 

como c.•s. una mc3yor conversiúi monosac~ridos <1nulina 9BX. 

in-1ertasa 8°:·.) después de- 8 n de in::ut.aciá-1 6Si como que l"'s 

p;·oc.l:'~uo;, industr1cti2~ tales como cunfiter1a _. panader1a c2~.1. 



3 .. Materíales y mt.•todos 

3. 1 M1croor9an1smos 

Las cepas de r.Juy~·erol''.'CF!S •iir-'llilrius ~valuadas fueron: 

Depa1 ta.mente.• d!? Bt:Jtecn::do91a y Bioinyen1er!~ del CINVESTHV oel 

JF'N; ln ceno UC')-C.-:S1 de? 1a -.:olt:cc:ién de cul :1vus de la 

r~F'RL-L-1195 dia la colec:c1C1'1 f.,¡f:F:L del Dep;:u-t.;..ment.o de Agr:.cul tura 

Se evalu.;t.r-on aCem.:..s las c:epa.s de lüperg!llus oryzae: 

ATCC-AU (Amer::.c:an Type Culture Collect1or.) 1 161-1 y 161-9~ como 

oroduc tor-.as .::!e J ac::tasa .. 

~anto l~s cepas del hongo ccmc d~ ld levacui•a fueron 

m;.r.tú:>ictas. ~n B;Jar Piipa de::crosa lBtc.r:•on}. As1 como t.<"mt:1én 

•!SO::was del hon~c S'-' m.:.tntuv1e-ron en 9l1cei-0L 

de e~tri\c..to de le-vadr..wo C31c;:on1, o .. 1·1. de ttlH J SO , . . . O.ü5'l. de 

KHl'º, y o.es~ de M~so, <Faker> en agua dest1lada y des1oni::ada. 

El medio tué pr"eoarad-':' seg(n lo t'epori.:~do oor Garc1a Gcriba.y e+. 

Med10 de pectina.- i:P pr-ep.a.1·¿ je} m1s!T10 modo cue el 



de le·.;adura <Bioxon> en agua destilad« y desion1zada. Se ajustó 

el pH a '5 con :..e acético di l. <Baker> <'56i. 

Medio de fructos&.- Fructosa 1% <Sigma) y 0.57. de 

EKt. de levadura <B1oxon>, en agua destilada y desionizada. Se 

ajus"t6 el pH a 5 con .ác:. acético di l. \Faker>. 

Medio de sacarosa..- Sacarosa 1% <Ba,~er) y o.s·1. de Ext. 

de levadura <B1oxon,, en agua destilada y desioni:::ada. Se aJust6 

el pH a 5 con ác: acético di l. lBake1·). 

Medio de Salvado.- Salvado de trigo 3.'5% y 1.5% de 

t:HzP0
4 

en agua de la llave. Se ajus':6 el pH a 5 con 

<Baker). 

H PO . . di!. 

Medio de lactosa-pectina.- Se prep.ir6 de la misma manera 

que el medio de lactosa adicionando además 0.5% de 

pectina <Sigma>. 

Medio de lactosa-inulina.- Se preparó de la misma mdnera 

al medio de lactosa-pectina, sustitu)endo la pectina por 1nulina. 

Se ajustó el pH a 5 con :U:.. acético di l. <Eta~e,.). 

Los medios se esterilizaron en au"tocla~e a 121ºC durante 

15 min, separando siempre el azúcar del resto de los nutri~ntes. 

3.7. Cond1c1ones de Cultivo 

En ma+;races. Se ut1l1zaron mat:r.:11:es erlenmeyer de ~':.i(· ml 

tapa.dos con algodOO, para todas l<3s fermentaciones en las q·1e se 

emplearon las cepas de la le.,,adura, el caso del r.ongo se' 

utilizoror-. ma&ra.:es de 500 ml. 

E:1 las fermentaciones e.en l.;, lel"adurai el volumen de 

tt'dbr"lJ•l fué de ~0 ml. ma.r.tcnidüs ZS~C y 1 ¡.; RFM en una 



lOCubador-¿o Ne"" &runsw1;::h G-24. 

En fermentador. El fertr.entador que se ut'1l1zo f:...1á un LH 

serie 2úOO, con vaso de volu1nen nominal de 5 1. El volumen de 

traU3JO fué de 4 1; adicionando además 3ml de antiespuman~e de 

s ¡ 1 ic•~n. Las con di e iones de traba Jo fueron: temoeratura 28~C, 

pH 5 y una agt'tacién de 560 RPl't, al inicio de la 'fermentacit!ti, 

ter.1.=ndo oue alimentar é'Sta conforme transcurria el tiempo. Este 

fermentados se ut1l1z6 para las fermentaciones del hongo. 

3.4 determinaciál de actividad. 

Ld evalua=ién de la act1v1dad de las en=imas se hizo por 

~eparado para ce.da una de el 1 as. 

Actividad de lactasa de levadura.-Fu~ determinada 

!ilgu1endo et método reportado por García Garibay et al. (17>; las 

células se permeaUil1=~ron de la siguiente manera: Un volumen 

t.onoc1do de med1c de cultivo, se mezcló con 5ml de alc:ohol 

se lle~6 a un aforo de 25ml con sol. 

csmcr~.i~ua~ori'i: de "fosfatc.s pt-t 6.b ('. lM. Es.ta mezcla se agitó por 

1 t' mar:ten1endo1a zeºc. 
Para determinar la ac:tividad se tomaron 0.1 ml de esta 

mezcla )'se ad1c1onaron a 2.7 ml de sol. amortiguadora de fosfatos 

111.a.s O. t nl d~ sol. :;.36M de 2 merc:aptoei:anol lSigma) -., 1 ml de soi. 

O.it6BM de ONF"~ :Si9ma>, m.anten1endose a 40°C, se tomaron lecturas 

jp aosorbct.r't:ia a 4FJ nm a diferente~ Uemp':l~ duran':e 10 ir.in en 

e~oecl.rotot~'mett e Pt'E UNICAM SP ::r: U'J. 

Se o+;iliz6 una c.urva patr"'ln de sol. de ONP \Sigma) i:o'"' 



Una uniaad de lactasa (UL} es ;g cantidad de enzima 

neCt!SClrla para hldrol 1::ar una ¡..mol dE. Of~PG por m¡n. a pH 6. é y 

4oºc. 

Actividad de pectinasa.- Se midió la actividad de 

acuerdo a lo reportado por García Garibay et al. <~1>. técnica qne 

consiste en med1r el aumerzto de reductores directos por el método 

~e Somogyi-Nelson C47J utilizando curva patr&l de 

galactu~Go1co <Sigma) como referer·C i a, con un rango de 

concentrac1ones de 0.1:::;9 a 0.693¡.1noles/ml. 

La enzima se separó del paquete celular centrifugando el 

medio de cultivo a 3500 RPH durante 15m1n. 

Se tomaron ú. 1 ml del sobrenadan te y me=claron con 

9. -?ml de sol. de ác. péctico <Sigma) al li~ y se 1nantuvo un 

bai'i0 a 30°C. Se tomaron al icuot.::i.s a d1 ferentes tiempo:. de reacc:i en 

y se determin..::. la ac:t. por el método de Somof:rli-Nel"SO:i. (4...,l. Se 

ley6 la absarb~nc1a a 52Qnm despué:;; de agreg~.r el reactivo 2. 

La activJdad intracell1lar de oectinasa se determinó en 

las células permeabi l i::adao;. con alcohol i~oaml l ico dE" la misma 

forma que se hizo para lactasa. 

Una unidad de oect"inasa '.L'PGl P.5 la cantid~d de en::ima 

necesaria para oroduc1r una µnCJl de red1.1ctor-es por min a pH '5 y 

Actividad de inulinasa.- E.st:a 3.CLv1dad se det.ermin6 de 

la misMa manera q1.te l,;i, de PE-·ctinas~. e.:: dec1,·, por el 1nétoda de-

Somc.q:11-f"lel~cn. (471. Uti l 1.-!a0dose cm este caso una curva patro!tl de 

fruc t. osa cuanoc e: ·,ustril. ~ ~ ..?t"ii. inul 1na, :Jtrd ve un~. mezc:la 



5=-h1co~J1 c.u3r,do el sustrato er"'n 

de monosatá.r1dos/ml. 

La seourac:.x'!::rrl de en:.::.ina E-::t.racelular d~ las cel~lase se 

h1;:0 .Je la m1s1n~ manera QUt=> nara pect1nasa. L .. :t :nul1nasa 

intracelular se d~term1nó permt::-ab1l1:.ando las c.?lu)as de la m1sn-,;i 

'forma que- oar~ ia-::tasa. 

Se tom.aron (•. l ml del sobren.;ldante y se ine::clarcr. con 

0.9ml d~ sol. al ~:.de sacat·osa o inu!1na sol. amort¡guaCora de 

ba.Ko, tom~mdo 

altc:uotas a chtec-e.-,:;L-s ttemoos. 

Un.l u.n1t1d.t:J d.e inultti..;¡sa íUIJ es la cantidad de en=ima 

r.ec.es.,rJ a para produc:. i P una ,,..mol de ft·uc::tosa o fru::tosa-giucosci. 

Actividad de lactasa de hongo~- Esta se determinó de la 

st9u1~nte manera: 

Se ajust6 el pH del medio a 5 con H PO dil. . . <Baker), 

se fil tr6, de este fil t;r.ado se 'tomaron C. 5 ml que fueron mezclados 

ctn :.4 ml de 501. amor t1guadcr~ de fos'•r·:os p~ ~.6, mas O.l ml 

de sc.:l. <.e :: mercaptoetano: 3 • .:6H {$19mai y 1 ml de sol. -je ONPG 

a: 



l'na unidad d~ lacta"E.a de hongo CULl es la cantidad de 

E"r-,=1ma :ict:..esaria par-a hidroli::ar un~ ~·ol de ONPG pcw m1n a pH 4.b 

y 55~C. 

3.5 Crecimiento micr~biano. 

Crecimiento de biomasa de levadura.- Se determinó por 

a·..1mento densidad qitica, midier.ao la a.bsorbancia a 650 nrn en un 

espect ..... ofotooetro PYE UNlCAM SP ::o UIJ, ut1li;::ando agua destila.da 

como blanco y pard diluir las muestras. 

Los dalos de absortiancia se interpolaron una curva 

patrái <A vs. g biomasa> la cual fué obtenida haciendo pasar 

dtfe,·entes dil~ciones ~e un cultivo de ~luyvero•~ce~ mar,sanus 

cepa L-27E, de .... olúnenes conocido~ a tra•.iés de un¿., metnbr"'ar.a 

t"ii l 1 ipore. con tamari0 de po1·0 de fl. 45..nt de d1 :,,metro, puc>':i tas 

peso constante p1·eJ1arre~te. 

La b1omosa retenida. se lavo y se sec6 en u~a e$tufa d~ 

v~cio a 6ClcC hasta peso constc>nte. 



4. Resultados y d1scusico. 

4.1 Determtnacit:o de lactasa. 

Para la obtencion de esta en~tma, se utilizó ~n medio 

oe Lactosa. 

Se evall.'aron las c1nc:o cepas cie levad'Jra baJo las 

r·esu l t..Jdo~ 

tabla 4.Ll. 

apan~«:en en la 

O:.- Las ao~. ;.,r1neras ·1a se ten1cl.n reoorte>s de su 

La ce p., 1t1)9 se r ~oort~ e."l lo 11 te~~a .... ura como la de 

c-ar.::;J..1errt"1a en lo NFEL como de -=~pac:1dad <:"Qut ... alen.te la 

Con ur.a \lt~ocucc1~<. ,T.e.1or :pe.rece la csp-a ::st, ,,-,;entras 

que la ::::37 no ::we$e1ta act1vtdad. 

44 



ouc <;1t;Jare~c entre ellas no es muctia, por" lo Que se el2g1ó ~ 

~a 161-f pa~-.,. real1::cH· :::i~s termE.,tac)orH~:i> en ur-. fe-rmentador· de 

5 J. 

Las t·~sult<11dos de estas fe,..mentaciones aparecen en la 

tab~a 4.t.';.; ele llas PD:femo~ dec1r QUE" el m;i.~1mo de produc:c1ai de 

en::im-a se logra e: .le:>!- 75 nor-~s. de ferme0tac:1én. 

S~d "'"'ººde Tr19:: QU€? se ut1l1z:a ca.no medt:i de C'.Jlt1vo es más 

e=on6Tt1co Que otros tt:ed1as reportacos p~ra la. producciéri de 

l ac::ta~a poi· hon~os < 1 >. 

Ahor·d b1en si compci;ramos l<':I prodvcc1á1 de lactasa de 

hon~o / levadur.:i .• ton.ando en cuen.t;a que la lactasa d~ hon~o es 

extracelular -¿ la de le\ladur.a 1nt1'acelular y basandonos en lo~ 

resultada$ de las tablas 4.1.1 y 4.t_:., podemos ObSE"rvar QL1e- las 

ci::>pC\:; 1109 y :78 CE? la levadura pr·esentan una actividad de 

l.ac:+.:asa ruL/P mayor que la del hongo. 

debe tomn.r r:n CLLE."n~<i el u~o que se i.e va a dar ~ la en::J111a, 

cecit•, !:'.i se ¿. ut1lizar sol:lre la leche directamente o sob•'e 

~·tt':""'t' :o.::1~c. !::r· P) ~··1·nc·~ c::~so se ~-e;;ornetidat·1a l~"t en:tma de 

4.2: Producc1.:n de pectinas.a por t; '.1'·~·e .... , myce.; 

mec1c ccr oe,;::ina ·1 c-tro ::;.:in 



o:•l~eno es alt~. 

;·ara la a:.t1,·1dad 1nt1"ia:.-:!luleir se ut1i1::6 el mismo 

método de per1r.eab1l¡;:a::1~ c:le célulC\S C.U4';!' p,;,ra 

rr·"3ni';en1a Los resultac.=: 

a:>arei.:::t:?n en la t:abla 4.:.1. 

Ccm~ .-:iui.!e<r,o::. ocserv;1•· la pe!:ttnasa •...1na enzima 

la prodLIC:C 1 én de ésta 

medie en presencia d2 

pe:c.~1n_:. t.OnLl en aL1sen=1r de ella. Esto 1mol1~a además que la 

C.•Et.t1r-.:- ;-:,pr'CE' efe:::.t-:· 1nc111cto"' sobre la produc:c1•.'..rt c!E? la t."n=1rna, y 

n1n~u"o sobre::·• ~;:tett:i- d~ e}Ctec:1.:ro. 

7'en¡,~;-.a·.1 :iL1e.· l::. :.e;:ia :19 fwtf. la. oue f'láS pe'.:t1nas~ 

~roc~Jc p~r·~ ~~~os ~aso~ i~~~-~ co~ ~ectina ! sin ellal, M1~ntras 

Que l~ ~~1 ~olo ~r·~se~tO ac~1~:dad en prcsen:::.1a d~ la ~e=tina, lo 

cu~l c"1nc1de con lo ~eportado oor G~rcla G~r1~~¿ et ~l ~:Il. 

En :o ~e1~·en~e a l~s otras ~re~ ce~~s (1109.1195 

--·,fil 5(' obtLt-·i.-'t:r •·e.·sultc?d-:>s p-:.•s1t1vo~ ~e produc:::tén dE 

pe·~ t 1nosa. 



Tabla 4.1.1 Actividad de lactasa de levadura 

Actividad 
Cepa UL/g biomasa UL/l 

CDBB-L-278 1590 995 

;mRL-Y-1109 2046 11.:?5 

tJRRL-Y-1195 1068 450 

UCD-351 699 

CDf-!B-L-7::.7 60 

Tabla 4.1.2 Activiadad d e la e ta de hongo. 

La Fermentacic.n de llevo a cabo en matraz 

Cepa Act. UL/l ler. filtrado 1 Act. UL/l 2do. f. ! 
161-B 1.3(1(1 543 

l61-1 13')0 476 

ATCC-AO 11ao 460 



Tabla 4.t.3 Actividad lactasa de hongo. Fermentador S 1 
1 

Oxigeno disuel. pH Agi tac1én Act. U/! 
t(hl l: ta.Fer 2a.Fer RPM la.Fer 2aFer 

o 5.0 5.ú 560 :¡ o 

6 67 5.9 560 124 

8 4.9 560 184 

20 13 5.0 560 140 

22 23.6 5. J 600 140 

24 18 4.7 5. J 600 

17~ 1 

-
27 12.8 5.1 630 

1 

30 14.1 5.2 630 
1 

32 5.0 630 210 

43 37.5 5.3 630 182 

45 36.5 5.3 630 

47 37.2 5.4 630 2401 234 
' 

48 38 5.1 5.4 630 

54 35.S 5.5 630 312 

56 5.2 630 500 

67 46 5.5 550 532 

69 48 5.6 sso 

75 50 5.7 5.6 550 780 737 

80 5.8 180 

96 6JJ 150 

104 6.1 



4.3 Determinaci..:'.n de inulinasa por fluy1·ernJJ~ces 

4.3.1 determinacién del sustrato a utilizar en la 

mediciál de actividad. 

Puesto que esta enzima puede aci;uar lanto sobre ir.ulina 

como sobre sacarosa. 5e utili.=aron dos cepas de 1;Ju!''~·ero•·yce.> 

11iarxlat1us la 278 y la 351 para elegir el sustrato idooeo en la 

medici&-1 de a=tividad. 

As1 mismo :;o pudieron det~rr.unar llls valores de IJS 

Crelacié-o de actividad sobre 1nulina y sobr"e sacarosa>, ... alar nue 

diferencia a las inul1;iasas de las invertas~s como ya se menc-iono 

anteriormente. 

L¿1s determineciones se t-.1c1eron tantü para inulinasa 

eNtracelular como intracQlUl~r. 

Los rcsultodos obt.en1dcs se repot·tan en la tabla 4. S.1. 

AL utilizar sacarosa como sustrato para la determ1na~i~, 

oe actividad de inul 1nc?.sa ([1-fructofur.-3.nos1dasa) et-tuvieron 

resultados m~s reproducibles, además de una mayor sensibilidad en 

l.? •4-:rdce q•M!e L•tili:;-,"\n~:.i inullr.i:t. Por lo QL'e se utili;6 ésta 

par.3 todas las demás oetermina.c1cne~ de activ1dao. 

Cpermeaoil12.aci81 e inductor). Po.- otra parte, eEitá .:.m;::>lia11.r..nte 

.,;cbre 1nul ina ·:~4, 65i. 

Est'.J nos llev.S a ~etermLna..- e-1 ·.·alC'lr de L.? relac:iéo 

';'.1Ue C..Ji"•10.:i.rár.do\0s i.:on ld nos in•Jican 



Tabla 4.2.l Act1vídad de pect1nasa de K.:-;ar~1.3n1-s 

Medio c:on pectina Medí o sin pectina 
Act. Extrae: Ac:t. Intra Act. Extra Act. lntra 

Cepa UPG/l LlPG/g UPG/l UPG/g 

CDBfo-L-278 1450 0 JQ: (1 

LlCú-3!'"1 -:-(•ü o (; 

un·LL-Y-1 J (·~ o o o o 

N4:...L - f-1 J 95 o o n o 

C(19B-L.-:-.-:-.; (; o (· (\ 

Tabla 4.3.l Actividad Inulinasa de A. •arx:anus. 

Í Cepa 

~, i:DB&-L
'278 

Medio Inulina 1% 

Sustrato Inulina 
Act. Extra Act. Intra 
Ul/l Ul/g UI/g 

195 73.:- 285.7 

-- :.; 

1 1º<'. 5!. a 97. ~.· 
1 

I ::.~ (l. !)5 
1 

Sustrato Sacarosa 
Act. Extra Act. Intra 
U!/ 1 Ul/g Ul/g 

2160 912 2000 

! 
- - --,, ... i 554 181:: 

1 

Ei \alo,.. dE :=: ~ .. tit1~nE:: Ce, l::t 01~·1s.1Cf"> ·"Je l3 act. de 
v1t.d1n3 sot::re le? ~-=·~· oe sa:arasa.o EJe:n. Ct95,.2Jb(l>=0.('9, 
r:es.:1=uo0>=0.14. 



QL•e la en::imc;. Que se produJo e~ lnulinasa. 

4.3.2 Eleccic.n del mejor método de permeabilizacién 

Par·a hacer la determ1na.c1cn oe la actividad de la 

J n!..ll;. r~asa l·itrace!ulor se prot.aron dos métodos de 

p-=rmeabi l iza.c1én. En el primer-o se ut1 l i:::6 volu1.1en conocido ae 

rr.ed1c de cult1vo, al que se le miC16 densidad Cptica, este s=e 

coni;;¡el,!; por- una noche, a la rn,::;!'".an~ siguiente se descongeló y se 

determino la .act1·.11dad. El se~undo método que probó fué- e 1 

mismo que para la determ1n3c1Cn de a~tivlOdd de lactasa; esto es 

con alcohol isoam!l1co. 

Para esta prueba se util1zaron las cinco cepas de 

t.lu/•'er11&r)'<:es •a"'Ji:iaflU.5. Los resultados aparecen en la tat>l~ 

4.::.2. 

De los resultados ~bten1oos se eJ1916 ~l m~todo de! 

alcc.hol lsc.amilico ::cmo el mejor oara }Ji permeab1 li::ac16-1 de las 

c.Hulas. 

Aur.que se obtu·11eron dos dato·5 en los oue el valor de la 

act1vidnd era mayor por el método de congelac1én, estos eran pat'a 

las cepas 11(•9 ·-· 1195, que t'lresentttr. una a:::t1v1ú.ad m~s baJa cue la 

-je las Ct?~cs ::!7(1 y ::s1. estC\s mñyor·es p1•oducto1·.as- de las cinco 

ceoas~ 
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Tabla 4. 3.2. Act. Inulinasa de ~ ... n::Jr!l!;:J,1,.,u;;. Medio Inulina 1"'1. 
Evaluaci.:.o del método de permeabil1zac1cn. 

Act. E}(tra. 
1 

Alcohol isoam1l1co j Coelacim l 
Cepa Ul/ UI /g 1 Ul/g 

1 
CD&B-L-::78 

1 
~16 

1 

2·)1.Jí) 516 

ucr:i-:;51 1 :'.?,)5 181'.: 7ü9 

1 

1 NRRL-Y-1109 50 1 760 ,,.._. 

1 
NRRL-V-1195 7< 

1 
77(1 ~ºº 

1 

CDBB-L-::.:!.7 86 
1 

1::6 118 

Tabla 4.3.3. Actividad Intra y E~tracelular de lnulinasa 
de ~.•a~~Janu~ con inul1na, fructosa y sacarosa como inductores 

Act. Extra. Ul/l Act. Intra UI/g 
Cepa inulina fructosa sacar. inul. fruct. sacar. 

CDE'9-L-279 :.16··, 40 :?(•(I ¡•QO(• 291 2:?4 

UCD-:.!" 1 :0~(1 111 :8 131:: :'88 (• 



4.3.3 Efecto de la fuente de carbono en la produccién 

de la enzima 

Se ·J~1l12aron dos diferentes inductor·es sin contar a la 

intd1n;:1 p~ra orot,,2..,- c.l·.a1 era el m.;,.s ir-:d1cado en L:i obtencJ~ de l.=.. 

en=1ma. ei 01·1mero fue fructosa. ¡ el segurdo sacarcsa. 

muestrar; ma~·or 

~rodwct1·.11C!C'IO de la. en::1ma, i:.>sto e~ la ~7e y la ::.~·1. 

Como podemos oo~ervar· en la tabla 4.3.3.1 la fr~ctc~a e~ 

meJnr ind:..ictora en la producc1á'l de le. inul1nasa :::iue la c;acaro:.a, 

pE:'ro :::on r11n9uno de los do~ se obtu.-¡eron rest•lta.do:-. pa1·ec1aos 

los o:. tenido;; ::uanr!!J se utl 11=0 inul ir.a comci 1nduc;:.w. 

Esto de cebe segur-3.mente a que los azú::ares pequeflos 

oresentan repres1c-n catab6l1ca, efecto que ria ::;1 jo r~portaoo por 

carbono e inductores, se--.ia necesar1 G c1grf.?9arlos muy b~:as 

concentrac1ones, lo cual 11m1tarla su cr·e=1m1en~o. 

C~n ~o= 1·esultciocs oot<o:>r.1do: Ut> le~ t,.es 

inul1na;a son la 278 y la .351, en es~ orden. 

La tabla 4.3.4 re:ume las act1v1dades de las tres 



4.4 Producci-:n s1mul t.\nea de lactasa-pect.i.na!;a y 

lactasa-inul1nasa 

cepa 278 QLJ.9 fuoéo la ~ue p.-oOuJ·:; en mayo1 c<.>or.t:rl;11J l;:r..s tr·es en:.1cras 

~n fcwn·o glooa1. 

F'ar.¿:¡, ¡,,. prod ... 1CC.1.'T, =:1;:1wlt~eCt de- lo<::ta.-sc..~pec:t1r;¿o~.a se 

Jttl1:0 un mad10 con lactosa 

o:•tenc101 de la::t¿.,:.a-1rii..rlz.r.a:=-~ el medio "fue l&;ua.t al F.nter1or 

CC3moLH1dc urucamen'te la oe.::tina por inul1na. 

Los resultados ot:ten1do~ aoare:·ccn en l<:i -:-~!:ll3 4.4. En 

ella peideno!> ver que los valores Cle act1v1dad p.arc..1 las tres. 

en::1a1.::>s son a1enor·es que los obtenidos para c.:o::.da una de el la~ cor 

seoar.:i.do, perc- au-i i\$l. t.>s:.-cs san 1T11 ... ,.-' b:.ienosª 

!....:t ::iraJucc16:1 d-= das e-n::.l.ma::;. simult0J1e.:Hr1ente ~n lugcw de 

carga 

puedar-i 

rneJc.ra.·="· co:1:J.cer-c-l:derrit?nte s1 se es.:·.;.blecen compromisos e-n la.s 

c.:md1corh?S .:e PTC\juc:c1~ •• '?N m~Jorar -.?l medio de cultivo de manero=' 

1m;:,l itlta. 



Tabla 4~3.4 Actividades de las tres en:ímas de ~-•~rxzanus 

L-~~ta~~ectinasa lnul inasa 

1 
Act.Extra Act. Jntra 1 

UL/l UL/g UPG/l UI/l U¡/g 
L----~---'------~-~------l--

J 590 1 1•:;0 : 

Cepa 

Levaduras: 
cr .. BB-L-278 

UCD-:.51 

NRFiL-Y-1195 

CDBB-L- ~.37 

Hongos: 

1271 

117:. 

44(1 

161-B t":'.(1(! 

699 700 

2046 1 

1(168 

o 

o 

216'.t .:.:'IJtJQ 

2tJ50 1812 

5(10 76\J 

74 770 

86 136 

ATCC-AO J 180 _J 

Tabla 4.4 Actividades simultáneas de lactasa-pectinasa 
y }3ctasa-inul1nasa. De la cepa CDBB-L-278 

Fermentaciái 

la-:.:ta~a
oec t 1nas,:i 

lact=s3--
1r11..1! .:.casa 

Lactasa UL/g 

411 

Pect in asa 
UPG/l UPG/g 

1 

Inul1nasa 
UI/l U!/g 

1.34::: 175 

1205 

1 
·---'------ _ ______J 



5. Conclusiones 

Se rati.fic6 que las cepas NRL~-T-110c; ·" NRRL-'r-1195 son 

buenas productoras de lactasa, no obstante, resultaron ser malas 

productoras de oectinasa e 1nul 1nasa. 

Para la producc1cn d& la lactasa de A.~e,..l}illus ,1ry:ae 

no se encentro much'l d1fereí\Clct. ent:r·e la cepa s1lvestre y las 

mut3ntes .. Lo que se c~ncluye de esta parte del trabaJo es que el 

medio err.pleado (salvado de trigo) puede traer muchas ventaJan 

ecor,~1cas .. 

Para la producción de 1nul in.asa el meJor· inductor 

res·....1ltó ser l.;i inul1na .. 

Se presenta una alta producci6i de la enzima 1nul1nasa 

d~ h:vadura tanto intra c~mo eKtr~culular .. 

La5 cepas COBB-L-278 UCD 351 fuer·cn las me1ores 

prco~1ctoros de los tres enzimas, siendo la ilr1mu·a la cue más 

al tos renc;i.r:üentos or·esentó. 

La ceca COBB-L-1:;7 resultó una mala productora de las 

tre!:: en=1mas. 

La cepa CDBB-L-:78 resultó ser lé:I me:Jo·- e.epa oarr la 

0Dte>nc1 ;r. o:;111ultdlie21 de dos e,0:1rtlas. 

Las a.c:t1vi::lades en esta fc1·ml='--ita.:1•!fl 1esult.:.ron oa10-::. 

03ra 

5o 



Por lo anterior poden.os concluir que presenta 

posible ca1npo de explotaciái y utilizacién en el ~ercado de 

nuestro pais, para la levadura de Kluyveroayces ••rxianus, 

part1cular~ente para la cepa CDBB-L-278, as! como para el hongo 

A~pergillus oryzae, cu.tpliendose ampliamente el objetivo del 

presente trabajo. 
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