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INTRODUCCTI ON
Lesae hace tiempu la Biotecnclogia agcuinie gran
importancia en todas las areas de 1mpacto i1ndustrial, tales como
farmacéutica, alimentaria y quinica. En particular en el sector
alimentaria donde cada ve: se octienen qayores productos
bicldgicos como son) ensimas, Az, citrico, aomas, bebidas

alcohdlicas y muchos mas.

€sta 1mportencia se cebe. entre otras c©csas a gque <&
puede realizar un proceso de obtencidn con un cesto baje, teniendo
un producto con caracteristicas ventajosas, como pureza,

&pariencia, entre otras. (390).

En el casc de la entime lactasa, la cbtenciZn a partir
de plartss y &rgarcs an:males resulta 1ncosteable. For esta

razdn la enzima comnercial se obtiene de la fermentacidn de hongos

coumo el Aspergillus rvzae v el Arpergillus niger y de las
leveduras rld;verory£2s =arsranus v k. Jartis, (6,53,48).
E: nonyo A. wuryzae, y la levadura h. marxianus,

raeacn up papel amaortante en 1z andustria. mas alla de &
ebtencidn de ia erzims lactesa, puesto gue del hongo pueden
uvbtenerse entre otras enzimas, l2 o« amiiasas v proteasas {3,
Adem s, participe on la fabricaci<n  del Sake  de orljen Japanés,
fabricado con arroz. El hengo es utilizado para elatorar el

llamace "kon", el cual <ontierne anilasse que hidicclizan 21



almigdn del arrde, JroUUCIEn0U dlWar @5 GUe Pueen ser utilizados

eostericroente por las levaguras del generc fluyrersmsces.il).

En 1o que respecta a la levadura, de elle pueden
o tenerse ademas dge lacttase intracelular comoc ya e mencilons
pectinasa (1%) e inulinasa (8%, ambas extracelularmente, ati com:>
FProtelna Unicelular, esta para consumo humano, existilendo procesos
1ngustriales para su obtencicn en palses como Francie, E.U.A. ¥ la

U.R.S.8. (Z1).

S: 3 1o anterior agregamss gque a partir de una scla
fermentagidn con la levadura se pueden obtener simultaneamente g3as
enximas {leTtasa-inulinasa o lactasa-pactinasa. le primera intra v

la segunce e«tracelular), las ventajas econinicas sor evidentes.

La importancia en la 1ndustria de alimentos de estas
tres enzimas (lactasa, pesiirasa € 1nulinase), se~4d tratadas

posteriarmente.
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OBJETIVOS.~

Evaluacien de diferentes capas de Kluyseromyces
sarxianus para la produccicn de lactasa, pectinasa e inulinasa.
crecidas en un medio liquido de lacteosa, pectina e inulina
regpectivamente. Asi comou elegir la cepa mejor productora de estas

enzimas para pgreobarla en ia obtencidn simultaneps de dos de ellas.

Evaluacidén de una cepa mutada del bongo Aspergillus
oryzae pgara }a produccidn de lactasa en un medio dJde Ealvado de

teigo.



ANTECEDENTES TAXONCMICOS DE LA LEVADURA

tiuyveromyzes zarsiarys

Resulta imoortante s&fala~ los cambics taxondmicos que
ha sufrido la levadu-a A ayvercmyces =warzxianus, cesae gQue &n
1902 Jergensen ia 31slé por pricera wes Ja2l ket (3%, El la
denomins Sa:charowyces f-agilis, y etc asi{ comp aparwece en el
compendio taxonamito "The rgasts a Taxonom:c Study" primera
edicidn. editads pcr Kreger-van FRij . J.W,y Loogcer J. en 1952

(B},

Los graimeros autores en poner 2n  tela de  Juicio esta

ciasificacidn xondm:ca fuercn Wiclerham er 19S5 y Wickerham vy

Burton en 1¥36, Sllos pus:eron en claro io heterogénec del geénero
Laciharomyces y anuncilaron su 1ntencidn de establecer un  género

por segarado (a llamarce Delrermyv:es) para incluir a 3.

frag:lzs, Y. 2arvrarus, 3. lactis ¢ algunas otrss especies, Sin
erucryc, .1 Wicterhar o Burten  cizron uwra  descrincién  formal,
tampoce dEs1gnarar. on tipo para este género, as: Que este nombre

N3 liege a =er Lalioo, 14,

Er 1954 tudriavoev e une edividr, Husa 2e su monografls
Propuso la tolcceciess g2 escesies  Jigicizes taguallas ~i-g .

Tra3:l1s en un nuev

 eNers llasass  fadesaira. Fyue QAEta 1YaD

Cuangs fornalmente se szapt. 21 nomore ge £apo

re feazrlis 149,



van der Walt (1954) {49) establec:1d originalmente el
génera FHluyveroayces para una levadura llamadga Kluyvercasyces
polysporus. Posteriarmente en 19265, argumentd Que no existis una
diferencia significativa entre los géneras Kluyverosyces,
Fabospora y Zygospora y las unidé en un simple taxdn, De acuerdo al
Zcdiga Internacional, el nombre mas wviejo de fluyveramyces, fuéd
retenida. Asl{, el nuevo nombre de Fabospora fragrlis se canvirtio
en Kluveroryczes fragilis (49)., Es as{ como aparece en la segunda
edicidn del campendio tazondmico “The Yeasts & Tazenomic Study”

editado por FKreger-van Rij en 197Q. (&6).

La siguiente evcluci®n en la nomenciatura ocurrid en
1970. como resultado de un estudio del DNA hecho por  Buknell ¢
Douglas, en donde determinaron que K. fragilis y K. =aarxianus
comparten el 93% de sus secuencias del DNA  y  por tanto son
sin¢nimos. Debido a Que K. saryianus €s w1 nombre mas antiguao

tiene prioridad, guedando por tanto éste sapre K. Tragilis.

£n la Qltima =di1cidn de The Yeast A Tauonomic Study,
publicada por Krener-van Rij 1584, (&4}, esta levadura aparece
como Kluyverumyces marxisnuys var. rarxianus; en esta edicién  la
especie K. smarxianus a&parece contemientdo & las siguiEntes

(ariedaces: marxianys, bulgariius, dobzhanskil. grasophylarum,

lactis, vanudenit y wikenii.

Recientemente Sidenberg x Lachance (1956 {57)

prapuciaras gl establacimentc de la eSspeLile .  RLTYIBNUS G



variedades, incluyencc 135 antigucs noabres Je  las  espectes

marxianu:,fragilis, bulva=lcus, cIcerisporus 7 wikerp21, ¥ la

especie A, lactis con las variedades lactis y droscohilarus.
Estas modifitaciones serir 1ncluidas en 1a prdxima edicien del
compendio “Tie Yeasts a Taxenomic Study”, gque se encuent-a en

preparacian, donde £l capitulc de Aluyvercmices estard escrito por

el Dr. Marc Andre Lachance. !{zomunicactén personall.



2. GENERALIDADES

2.1 Lactasa

2.1.1 Antecedentes.

~La ldctosa o aztUca~ oe la leche, ec< un disacirico
formado por glucosa v galactosa (fig 2.1.1.i). ©] cual pos=e un
bajo puaer edulcorante, asi ©omo ura baja solubilidad ¥y no puede

ser atsorbida directamente por el intestino de lous mami{feros. Los

maonosecaridoas de la lactosa, tienen un poder  edulcorante mayor a

esta y son tres o cuatro veces mis selubles. (tabla 2.1.1.1).

tabla 2.1.1.1

Poder edulcorante relativo de soluciones
al 10% de sacarosa y solubilidad

de las mismas. 2,10,43).

Poder edulcorante Salubilidad en
Azucar YA HZO g/ml
Sacarasa 100 2.0
Lactosa 40 [E s
Gluczosa 75 1.0
Salactosa O ; t.0
i

Fig. 2.1.1.1. Estructura de la lactosa




La enzima  laccta

o rgalatowosadssa (E.C. ILT.1.00)

higrolizs la lactosa en sus poncae: &% G.uco

; nalaciosa.

Esta encima puede ssr encontrada en ai intestino de
mami feros jovenes, on plantas. —cngos, taztz-1as y levaduras, En
i@ t3bls Z.l.°.1 52 entisten varics micrcosganlsmos productores de
132tasa asL como Drr-as fuentes.

La lactass comercial se aot.ene a cartir s 4z
nsaer, A, arvzae y hluyvereosyces =arxfanusz ¢ lactis. En la tanola

2101, 56 enliztan algunas laztssas comercialas de

le.adurss., Garcla C. M. (Cocruntzaiior personalld.,

£) fector que getermrina el area de fAplicac:ién de las
iactasas es su o5 optimo d2 actividao. Lea locrtasa de bacterias
3y levsaduras presenta un pd de ¢.5-7.0 1o que las hace directamente
apiiceblpe sab»e le leche, suero dulce y soiuziores de lactosa.
Las -ctasas 22 hongo cor su parte tiensan un pH de 4.5 son

st ilarwrte apilcatl &1 suzrc sClEo.

La *z0'2 Z.1.1.¢ 1oz muestra la ‘tzmp2rarura y el o+
“ag*i1n0s ce lactasas de Asozrgillus niger. A. dryzae. Klurveraayco?s

Ty,

yobe lactrz (T

Tabla 2.1.1.4 Temp. y pH <ptimo de lactasas de

hongos y levaduras. (29,34)

| a0

l ALrrgel Soor /%€ [ 7 .owar . tanids K.lazriz
i
.

] 5.3-7.0 0.5-7.0




Tabla

2.1.2 Fuentes de lactasas.

Bacterias:

Hongos:

Levaduras:

Plantas:

Organos de

Escherizhia coli

Bacillus segateriue
Thersus aqualicus
Streptococcus lactis
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus bulgaricus
L. h=lveticusr

Bacillus circulans

Aspergillus niger
A. oryrae

A. flavus

Mucor pusillus

H. mjiehes
Alternaria palr:

Kluyvercmyces marxianus
K. lactis

Candida pseudotropicalis
Brettanomyces anomalus

Duraznoe
Albar:coque
Almendra
Cafe

animales:

Intestino
Tejidos de cerebro y piel

Referencia 22,65




Tabla 2.1.3

tactasas comerciales de levadura. (3}

Nombre comercial Compariila Fuente vt/ml
Maxilac LX-5000 GIST-BROCADES K. Jacirs 5000
Martiae L-J0 GI3T-RROCADEE K, lactis 2060
Hydrolat STURGE-ENIYMES L. marxianus 3000
LF 7028 FOHM . marxiansus 2000
Lectozym NOVD K. marxiapus 3000
Neutral Landida

lactese FFIZESR pseudstrupsicalis 27580
Takamine

lactase MILES K. marxianus -
Lact-aid RUGARLD £, marxianus 1000
kerulaz G18T-RROCADES K. lactrs ~

UL= Centidad g9e encima necessria para hidrolizar una umol

ONFG por min., a pH &.

& y 40°C.

de



La hidrcelisas ge 13 lactosa en sus mondime-os glucosa
v galactosa trae COMO  LONSECUENTla  algunas  ventajas  en ia
elaboracicn de srofactus lazteeos. Las prodjuctos de 1@ nidrdlisas
presentan mayer solupilidsd, coma ya se habfa mencionada,
evitendose asi 1las problemas assccisggs 2 la cristalizacidn,
orintipaimente en prodactos comcihelados. leche condensada.
cajetas, 2%c. Lomo tamoisn se ncresenta el poder edoslcarante.
~dernas, se hace acces:ole la leche a 1o poblscidn con problemas de
intolerancia & la jactese. La intolersncis es el estado gue
presenta un indivicua, cesi0nado  por una deficiente sintesis en
la aucosa del yevuno de la /~galaztcsidase (lactasal, que provess
gue la lactosa de la leche v sus derivados no  sea hidrolizada y
absortida en el intestino delgaca; en estas cancicicnaes, ta
lactoss ©s posteriormente utilizada go- diversos @icroorganicnos
del ntesting pruaso gque, al fermertarla,. pgroducen gases vy acice:s,
Que  proyocan malesteres coar flatulenoia, dolores abdorinales g
tiasta dirarres, aqcasionanip por tantoc pérdida considerahle de

liausdos (2,22,32).

2.1.2 Produccidn de la enzima.
-«
Lomu ya se di1jo anteriorcente a producciin comersial de
2g5ta anrima es willizaroo cecas del Folpo AL riger AL aryrae y.,
C2ea% e 1as Levanura ¥, maryvianus y b, laztis astennc  por tanto

bier oefinigdos 1os parisetros de esta fermentacidn. Los m2dics  de



cultivo utilizeoos en la produccion o [a enzima per el honpo 4.

nryrae es methante fermentaciia  ziliea  ,utilicandc  s:lvado  de

trigo adicionado de azucsrnic como gluCase » S3acaraSa. (1,4E.+,CoHrmc

ya S8 MEncions la erzima cal hangu s traceluiar.

Fara las levadures ce ). ®arxianus v K, lactis. se
utiliza come media de cultivo suere Jde oueso. teniendd muy
bueros readimyentos. 19,17,24,59) .

En la tabla 2.1.2.1 ee erlistar pH v Temperaturas

Lptinas de

‘ecimiento pare 10s  mict S20rcanismoce mAas  importantes
productores de ta encima,
Tabla Z.1.1.1 Temp. v pH ¢ptimas de crecimiento de diferentes

microorganismos productores de lactasa

X T
Microoroanisma pH § Temp ‘c Ref.
T
Candida :
cseudotroprzalrs. ILe ks 9
f
4 Kluvver: vyces |
marsranus 4,3 o8 &7
: Asperiltlus
ni1cer S.0 pas ] 34
dsperarlus
i wryras 4.5 S0 48
L

Fara 17 encime Je K, marvzaies se tiene oue le activided

eu2ecitica e lartosa y al rendimiensc total de  lactasa  sumenta

aurarte 1la fase locaritrice y 2l_anza su marine en los inicios de

estacionaria, “osteriotments te COTS 43 Un  JEDrENENTD &N

.
1

Crowsoad. 134

i



Fuesto que la enzima oproducids por levaduras es
1 tracelular siene gue ser extrafda. Fara elio existen diterentes
mataodos reportados por varios autores como Mahoney,R.R.,Mickerson,

T.A. (40:, , Bénchez, F.t... 54,

En lo refererte a ia lactaza fungal se tiene gue los
maximas rengimientus do produccidn e logran 3 los cinca dias de

fermentacidn soore un medio de sslivaco de trigo. (1,48).

2.1.3 Estabilidad de la enzima.

Como es sabido. la estabilidad de wna epzima se ve
atectada por mucncs factores como son: temperatura, pH, tiempo.
condiciones de almacenamients y la concenterec:idn de la solucion de
la zrizames entre otros.

Liferentes autores han reportado lcs 2f2cros  dei pH o
ia %emperatura e le esteoilidad de Ja enzima Ge . wmarvianus
(30,21,87), esi coms tambien soore la lactasa de A, oryzae {483, A

continuacidn se presentan estas resultados.

La ercime de K, mar:ianus fue raconabienente estasie co-

D . oy
entim ae loe 36C 31y, For  arriba e lus  HOL te
ni alizacian fud ~acica. B Zcarto ol or 193 rescltedos se

obttuv:ieron incubando sclucicnes de 1s “2ima B Jusencia de

o
SRUELEL R T omin., a 90 a diterenies valores de b, Lespuds se
]



rezjustd el oH & 4.5 paera la determinacid de  actividag, (413,

Tabia Z.i.7.1.

tabla 2.1.3.1. Estabilidad de la enzima

pH % act. retenida
.S 18
G.0 B8O
6.5 100
7.0 100
7.5 100
8.0 on
8.5 . T
2.0 40

En el rango de 6.5 a 7.3 la enzima permanecié estable.

Le esiabiligad c¢e l1a enzima de A, o»o~vrae a diferentes
v3lcres de pH esta2 bien establecida en [a paternte de este hongo

(%8,. Loz valores repcriado: 2n 1la tabia (2.1.3.2) cbtuvieron

RN
nanteraense s3clucicnes e 1a erzima a diterentes pH a JOC por una
hora. Utilizando para la mediciin de la actividad retenida como

sustracc ONFG.



Tabla 2.1.3.2. Estabilidad de la enzima

PH % act. retenida
.0 12
3.5 59
g T
.0 |30
L0 100
7.0 ; 100
3.0 ! 1
T e
2.5 12

Como se pusde observar la enrima es estable ¢n el rango
de pr de .0 a 7.0,

Em Ja tabla Z.1.32.3. aparecer losg velores Jdx 2stabiizgad  de

la entima a diferentac  valares de  Temp. Eztns e obtuvieron
manteniando 1as sclucliores de la enzima a diferentes Terd. dursnre

1% min. 5& consztita que fa enima 32 ranti:evwe estable 3 las

temsperaturas de 0 a 467,

Tabla 2,1.4.3 Estabilidad de la enzima a diferentes

valores de Temp.

Temp °C ] % act retenida |
0 1 1o !
a0 100 !
50 32
(30 }24

e
o



Las coadicianss o2 aimacan para .actasa Ja X,

®»arxianssy, veparradgas por varics sTarecen en 13 tabla

>0t
Tabla 2.3.3.4. Condiciones de almaceramiento
Tiempo de almacena. Temp 'C! Act. ret. % | Referen.
1 wemana iz 25 30,41, 87
)
2-3 semarnas < | % ; oMb §
)
3 meses -0 % i} S9.3L1,32
Es evidente auve dentra del rango estudisds la eArima  es
estable.

2.1.4 Agentes que afectan la actividad de ia

enzima

RPY- A wha gran cantiisd dz azentags aup predan

m

atectar ls actisidad de ia 1a3ctasa. Entre ellos se  pueden

mencloner a cievtos metales,  as: come tamhidn & ios  mismos

ureructrs Ge  la hherzligis.
De los metales se tienen aquellos que con su  presencia
- N ; N N N 24
2E& oG e una Aaimi attividad o2 lacteze. ertre wllos el Mn con
Gita fInlerttacicn de juU C @s 2l mas  efectivo  io%.41,cV).  Osras
N L+ E .
AZtivadures en meroy escala son: . MQ en COonCenIrs Il Ines de

3 © 10 reszesti.arente 331,



tas enzimas de Kluyveromyces rarxianus y Aspergirllus
2+ + +
wrysrae  san  1nnibidas  por metales como Cu” g Hg
+
warticularmente las de levaduras por Na y Ca”. aunque esta

inhibic:i¢en se reduce adicionando fosfatos. (54).

A continuac:idén s@ enlisten los compuestos Que  causan
mayor inh:b:ci1dn sobre la accien de las lactesas de K. marxisanas y

A. oryrae, as{ como sus concentraeciones (48,67).

COMPUESTO N.Barsianus A, 0ryzae Y .marxianus A oryzae
Conc. (M lnhibicien (%)
HaC1 1ot - 58 -
HoC1, 1072 107t 100 100
cuso, 1072 10?2 o
cdcy, 107° - -
cacl 1072 - -
2 - -

AGHO | 1072 IR 100
E3TA 1c7? 107 ? 0
FCHMEB 107 - -
N-bromcsuc— e
cinamida - ¢ - 100
taurilsulfa -2
to de sodico - 1o ,l - 100

2.1.5 #Aplicaciones de la lactasa

Aunague €l wugd potencial de las lactassas "a s1d0-

tecocnosido por afios, No fué  dessrrollada la obtenciuy A nivel

comergial sino hasta los  afios &0s. E!  recunsciaiento de los



problemas de intclerancio a 1a  lac:iosa

imporiante papz=l en la  iscleaentacicn

produccidns de la eniima.

A contiruacion se mencionan las

de 19s hidrclizados
(DA,

e laztoeza, wa s=2ar a

1.~ La aplicaciin de la

lecne por €1 cConsum:dar @5 ¢3 una

se tueden encontrar

senc1llz, teniencs sSCio Gue agregar

lectasa
~ealidad en lcs E.Jd.,
lactesas en el mercaac

are pecuafis

Jdg D un

nara la

principales aplicaciones

parti1r de leche o suerc

directama2nte sobre la
en  donde

{350,

a ta leche o dejar e€n refrigcracion U4 hoses. Zelo es de  gran
s ud- Dare las oersonas 1ntalerantes a la lactosa.
2.- Scbre ta lecne s nivel 1noustrial.

<1 Lecrne nidrolazada ce »enté on los  wmercados.
€ai3se en 125 E., i producte Lactaid, acrcacsible  al
putiico (330,

Z.2 Freductos  concentrados. - Lech2 condensada ¥
helades, l2 cristalizazien de la lactesa.

2.2 teche en polvo para dietas especiales
particuiarmenta nara nifios zon daficiencia temporal de
Segalantosidasa, ati come lJara ancianos v enfarmas.

2.9 Frodurtas termentacos. Se alzanze mas
t3sisanerte el Lh J2eaad1) de 2ste meao S reducs fiRnna de
arac2s0. Zjen. cogoirth. 312503



2.~ Suera de leche.-El sueroc es el sobrenadante que

resulta de la coagulacién de la caseina durante 1a elaboracién

del queso, El suero ctontiene todos los aanerales, protefnas v

azucares solubles de la leche; el contenido de lactosa es de 4.2 a
3.4% (1D,

2.1 E1 hidrolizado del suero es ccncentrado hasta

ocbtener Jarabes con un 70-75% de sdirdos. Estos  Jjarabes son

utilizados como 1ngredientes en la elaboraci®n  de helados,

productos de panaderfa, confiterle y refrescos (34).



2,2 Pectinasa.
2.2.1 Antecedentes.

El térming sustarcilas DeCtlCces S€ usa gene~aslmente para

referirse a un grupo de polisaczaridos vegetales en el cual el 4o,
D-galacturdnico es el srincipal componsrte. La estrustura basica
de estos corpuestcs esta rcrmada bor moleculas de &z,
D~galacturdnico unidos por #nlazes glucosidicos «D(1-4), en donde
algunos de !os carboxilos pusden eztar esterificados con grupos
metilos o en forma de sal. Cuando el 4c. galacturcnico se
encuentra esterificado por grupcs metilos se des:igne el polimero
come Fectina; mientras gque sS1 se encoentran  libres  de  crupos

metilo el polfmzro se -—onoce como Lo, Féctico (TH.

En la fig. Z.2.1.1 aparece la f&mula estructural de las
sustancias pictitss.

¥ puede ser M o CH,

H Q o3

HO H



Lac enzimas gue mogifican la estructura de las
pectinasas son llamadas encimas pectinoliticas ¢ pectinasas y son
clasificadas con base en su modo de atagque o su preferencia por el
sustrato pectina o 4c. pé&ctico (2):

1; Fectin metilestearasa (E.C. 3.1.1.1:)., Hidroliza el
ester metilico produciendo metanol y pectinas de bajo metexilo.

2)Endo golimetil galacturounasa. Hidroliza el enlace
all,4) de las pectinas.

3) Endo poligalacturcnasa (E.C. 3.2.1.15). Hidroliza al
arar el enlace ai{l,4) del 3c. péctico.

4) Exo poligalacturonasa (E.C. 2.2.1.47). Hidroliza el
enlace atl,4) del 4. pédctico a rartir del extremc reducter.

5) Endo pectinliasa (&.C., 4.2.2.100.

&1 Endo pectatoliasa ‘E,C. 4.2.2.20).

7) Ex»o vectatoliasa.

Las tres Ultimas actuan formando dobles ligaduras
2n las pectinas - ac, péctice, provocands la  ruptura del! erlace
giueozidico.

ta figwta 2.2.1.2 muestra la forma de actuar de las
pectinasas.

Las pectinasas se eacuentran en ura ampiia  variedad ce
especies del reino vegetal, principalmente en los frutos donde
Jvepan ue panel importante en gl protest de maguracion. en estas
vSETCl2e €6 mis cbundenie la Fesztinestearases (FE), aungue tambhién

suelen encontrorse las Foligaiacturonasas [ CRIE Qo I I fAungue 1os

MY CALES arn warz ~umo fuente 3w pectinasas.
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Parz la maycri{a de las aplicacicnes comerciales, las preparaciones
de pectinasas se obtienen de hongos y consisten en una aezcla de
varias enzimas (11). De estos el mis importante productor es

Aspergillus niger (18).

2.2.2 Endo-poligalacturonas de K. marxfanus.

De todas las especies de levaduras conocidas que poseen
act. pectinclitica,la de Kluyverosyces marxianus es generalmente

recanocida camo la mas efectiva.

La enzima producida por esta levadura ha sido
ampliamente estudiada (19,20), y se& sabe que séla produce la
enzima endopeligaltacturonasa {28). Existen algunos trabaios en
la literatura (35) en dornde se reporta que la enzima presenta
diferentes formas,diferenciadas por su peso molecular y punte
isoeléctirico, aungue estas dependen de la ceps de Kluyveromyces

marxianus utilizada. A continuacidn se presentan estos resudltados.

PH pl Temp c pH
enzima I 46,000 6.1 S50 4-5
enzima [1I 50,000 6.1 S0 4-5
entima 111 20,000 ©.8 S0 4-3
Esta enzima es especyfica para los A,

poligalacturdnicos v aligatacturdnicos y muestra preferencia por

las cadenas largas, formando mezclas de nono-dr v tri  acidos



galacturénices. {21). Hidroliza tampr¢n la pectina en forma
limitada, en grado inversamente proporcional en funcidn al

contenido de meto:ilos (T¢,37).

2.2.3 Produccicn y estabilidad de la enzima
Wimborne y Rickard 69, reportarcn que la
poligalacturonasa de KA. =»rarxianus e€s una enZima extracelular
producida de manera parcialmenteconstitutiva. Estos autores
observaron que al adiciornar pectina al medio de cultivo, la
produccién de la en:ima se duplica. Sin embargo la pectina no es
una buena fuente Jde carbkono para el crecimiento de 1a  levadura,

como también reportaron.

Wimborrne y Richard (6%), también sefialan que para un
amedio de glucosa sin pectina la sintesis de la enrima es
completamente reprimide por conoiciones de alta aereacidn, siendo
producida solamente bajo condiciones anaerobias, coincidiendo con
la reportado por fGarcfa G.M. y Gémez R.L. (20,21).

En la tabla 2.2.2.1 aparecen le temperatura y pH ¢ptimos

de incubacién y de actividad oara 1a lactasa de 1a levadura

Kluyveromyces rarxianus.

Tabla 2.2.2.1

Incubacidén Actividad Referencia
Temp °C 27 50 35,62
pH S 5] I5.62




La produccidén de la enzima esti asociada al
crecimienta y generalmente comienza a decrecer en la fase

estacionaria (19,20, y como se menciond anteriormente se produce

de una manera parcialmente constitutiva. (69).

Cor recpecto ¢ la estapbilidao de !a en2ima a diferentes
temperaturas, se tiene que la enzima no presenta ninguna
alteracidn en su actividad a los 30 min. de incubacién a 30°t,
pero nierde e! S(% de ésta s: se incuba por ancima de ios s°C,

nuedande sin actividad a les 70°C. (3I5). El rango de estabilidad

de pH cue presenta la enzima es de 3.5 a 6.0 (35).

Para su almacenamiento las células son removidas del
liguido de fermentacidn por centrifugacidn y la solucidn de enzima
cruda es mantenida a 0°C con tolueno como preservativo. A esta
temperatura la solucidn es muy estable pudiencdo ser mantenida por

varios mecses sin la pérdioa de la actividad (36).

2.2.4 Agentes que inhiben la actividad de la enzima.

Son varios los compuestos gque causan alguna alteracién
en la actividad de la enzima. A continuacién se enl:istan algunos
compueLtts v las concentraciones & las cue inhiben la actividad de

la eniima, reportados por Takup Sabkzi et al, (62).




Compuesto T conc mM % Inhibicicn
HgClz 1 8
AgNU’ 1 49
BaCl 2 1 49
CaClz 1 41
PbIl 1 9%

2
o-CHE Q.1 So

ac. p-cloromercuribenzoico.

La actividad no se ve afectada por la adicidn de EDTA.

Luh y Fhaff (Jé6) repartan que sometieron a la enzima a
un Iratamiento con HND9 IM 3 pH de .9 con tz2mperatura controlada
por 1 hora v 1a activided cavd practicanznte a cero, debido a gue
el HHD! interactua con los grupos amino libras presentzs en la

moiscula ce la enzima,
2.2.5 Aplicaciones

Las vectinasas tiener. un  papel muy inportante en  la
industria de alimentos, oudiende ser utilizadss en un amplio rango
de procescs comno scon:

i, ngente clariticante en la Dproduccien  ae +Jugos  de

y vegetales 'IS.40'. La enzima ce F. ®arxiawus ha sido

tru

prot edé con muy bueans recultacos en la flarificacidn de Junos de

@ ATUANA, COMPArATCIG3e CON ufNa ehdima Z0mercias (23,

En los juges ias custancias pectlcas §# encuentsan el

estado colouival. v maatilensz  sascendiroe Lbrde comnoeestas, lo



zual resuita en un alto grado de turbide:z. For tanto, cuandoc las
pectinasas se agregan, actcan despolimerizando la pectina, se
destruye el cololde y todo el material en suspensién se
precipita, retirandose por filtracidn (72).

2) Como agernte Oe maceracicn y licuefaccién de tejidos
para pregatrar concentrados de puré de {frutas y extraccidn de

aceites esenciales (15,31,35,62).

Z) Combinaciocnes de pectinasas y celulasas son usadas en
la produccidén del mosto de uva en la elaboracién de vino v en la

producci¢n de almiddén & partir ge papa ¥ maiz (15).

4) En ocasiones el bagazo de las frutas resultante de la
elaboracien de jugcs recibe un tratamiento de pectirasas previc a
un segundo prensado para la extraccidn del liqu:ido resioualy esto
redunda en un rendimiento mseyor.

5) Se utilizan tambi4n en la estabilidad de la turbide:z
en jugos de frutas, vegetales y néctares {32). El mecanismoc de
estabilizacidn esti basado probablemente en la destruccién ae
poligalacturdnidos formados por la accién de la FE a urdénidos de

bajo peso molecular.

1
4



2.3 Inulinasa.

2.3.1 Antecedentes.

La 1nul:na es un polimero de fructosa encontrado como un
carbohidratp de reserva en ralces y tubsrculos y 25 muy  abundante
en Ja alcachofa de Jerusales y alguros agaves (43), stendo en

extos el polizgtaridy mas abundante &),

Zr. le tabla Z.Z7.i.1 se muestra la casposicicn del apave
requilana. Dentroc de estos gemeros se tiener. muchas variedades
s1endo las @mas 1mpertantes: Carpinteroc, Fata de Mula, Azul,
Situin, Bermezo, Azul 2, que vegetan en los estesos de zcatecas,
Duansjuata, Gu2retasc v orincipalmente en la -cons de los Altos de

Jaliscao.

Tabla 2.3.1.1 Camposicidn de diferentes variedades de agave
tequilana. (&

Nomere Fotia AzUc. Red.
Canan uzo cruda Iruting totalea szrat. Can, {pH
~ - i had bt S
Garpiniero 7a 11,0 15,4 1,03 0.0zt 3.9 |55
Puta de Mulu|ae 12.0 16,8 [T a.o19 2.9 |s.0
Bulma (e a3 12.3 18,1 1.04 v.vz2 2.5 (3.
Azui a2 1.8 20, t.08 v, u24 2.5 (5.4
Zoptioching (TG 12.0 14.3 1.03 ©o.023 2.7 4.5
S.bhuun (33 12.% 17.9% 109 0,021 2.5 j4.9
Chat Ga 12.5 15. 6 1.23 0. 020 2.4 5.0
Azul 2 oo 1.0 ze. 1 1. %50 o.o0z20 2.7 j4.%
La 1nuiina g un toliszacd idn lineal de moléculas de
De“ructosa umidas par on enlace?!2,3), mostrands wha  unidad  de

yiaeosa terminal.



A continuacidin  se muestra la estructura o2 la
Hid.in2(45)

Fig.2.3.1.1

HOCH, CHy

CHo0H

€l largoc de la cadena varis mis o menos entre 30 y 35
unidaces ge fructosa (44). SEsta var182140 estd en Tuncidn de la
oianta ¥ de la temporada; durante e} crecimiento el polimero de
inulina se incrementa hasta el fin de la temoorads de calo~ vy
posteriormente decrece. Esto se debe prasumiblemerte a3 la accién

de la actividac ce les i1nulinasas prol:ias Je la plants (69).

Las en:zimas que degraden la inulina son encontradas en
plantaes y micrcorganismos, inzluvendo hongas, leveduras >

brcterias y scn llamedas 1nulinasas o i1nulasas. En la tabla Z.3.1.2

se enlistan varics microorganismos productores de inulinasas.

Ectaz enzimas fue-on purificadas primero de tubérculos

Tecmo la alcachofa de Jerusalén en 1764 (65, 2staz inulinasas  de

olantas no nresentan activ:dad de insertacs

€n  contraste, las
enzimas 18 microorganismos  Jressntan activ:idas  sabre  zacarosa
taato como soLre 1rulina.  Seneralaern*e  las nulinesas estan

Llami‘icaltas como CLlA-D-fructan-teactanonidieolasas E.0.3.2.1.7),




pero ia ogiferenzia con las invertasas (E.C.5.2.1.0éy no es clars
para las entimas mizrouianas. Fara tretar 22 dife-enciar unas e
ctras esta gese-aiment2 acestade sue la relacian d2 actividad
sobre inulina vs. sobre sacaresa (1/5) caracteriza las enzimass

- -2
cara lae 1nulinacas la ~elacizo 1/€ es aavor .

. pientras aue
- s
para las invertasa: este vaior es nenes de 10 €343 .

Esta relescicn fue utilizada en el presente tirabajo.

2.3.2 Influencia de 1la fuente de carbono en 1la

formacicn de la enzima

sdicionar nulina uomc fuerte de cartono es

generalvunte un Jre-regulsitc aars formzcion de 1o encima.

-
™

Eryde~ y Fheff (D8 =2stcoszcon la infiuencia de varios

carcehidratos €m0 incuctores de la entima de K. garxiands.

&altos rendiriertce se cobtuvieron con inulina

y rafinosa (0,15 U/mly, un rendimientc @edil  se tuve

con fructosa v scrolvtct th.1 U/ml) y aouy bajo con sacarcsa,

tusas, glecosa v manatol. (59),

Tambien fuée estudiada este produccidén cor  fuentes de
carbono fermentables y no fermentanles por Grootwassink v  Hewitt

26, Otten

rd3 los mas altos tiveles de "rujinasa con tructosa v

facarosa a ol S » ZOC, mientras gque con otras fusntes g2  carbono
cumet lectosa, galacicza « €etin>l no  @mastraraon proguccidn d2
inwilnasa.

ti1tizarcn tambi1én una cepa nutadsz miperproducstocta,



Tabla 2.3.2 Microorganismos productores
inulinasa. (65

Hongos:
Aspergillus niger
A. oryzze
A. ficuuz
Eupenicilliur javanicum
Fusarium ruoseum
F. oxysporun
Gelasinospora cerealis
Penricillium ftalicum
P. rubrun
P. spp
Rhlzopus delemar

Levaduras:

Kluyveronyces marxianus
K. lactis

Cardjca ketyr

L. oreudotropizalis
De>rar soayces cantarellis
L. pharfii

Hansenula hetfierinckil
Fhodotorula spp
Schizoraccharoryces oonbe
Saccharomyces fermentatfs
roser

Bacterias:

Arthrobacter ureafaciens
Flavobacteriun wultivorus
Lactobacillus plantarur




ohtenienda altos rendimient BT LMPACLTLAr 81 TICRO ae ‘uente de

carhone aapleaca: filucese & Uvme, Ezzrel !E U/ipp, Lactato 22

t
1

U/mg. {(Una un:idad equivale a uns m0: 1€ sacardsa haidrolizada en

im) (263,

Fareth y Margar:tis $S6) estudiarcn la rfluencia de la
fuente de carbono ton 1os silgulentes resultecos: el mas alto
rendgimienta de la actividad de 1nuiinasa se encontra con  :nulina
{212 dUsmi!. sigulendc ia sacarosa (£2.5 U/ml), fructosa (53 Ual)

v Bovr ultimo glucosa (49 U/mil.

€stos sutores concuerdan también con Rouwenhorst (S53) en
ade la nroducecidn de la inulinasa  es inducible por la adicidn de
inulina como fuente de carbono, asl como aue la fructosa es un
induc tor praimaric (33 de ésta  pero qQue 8 su Ve en

concentirationes altas prosote una repreerdn catahsdlice.

2.3.3 Efecto del pH y temperatura del medio en la

produccidn de la enzima

Como ya se ha dicho e! control de parimetras como pH v
teaperatura durante una fermentacidn es de suma importancia wmara

alcanzar lus mi&s altos rendimlentaos del oroducto final.

En  la tabla 2Z.3.3.1 se muestran algunos valores
reportados como  cptimds  Dara ia oroduccian ce inulinase de K.

marxiasds ¢ algunos otres miCroor Lanlsmos.

oz



Tabla 2.3.3.1 Temp. ¥y pH cptimos para la produccicn de

inulinasa

HMicroorganismo pH 1 Temp T Ref.
Candida kefyr - } 65
Feracillius srr ] i 65
K. ®arvianu TiS-aa 2 Ta-Ta 25
. faradancs ! Zo=5.0 0 S 52
K. marxiand 4.9 i) 7t
K. ®arxianu 4.5 ety 45
K, marcian S.0 { <B 56

Fiavobacteriur agltiverux 7.5 ! D 0

2.3.4 Produccidn y localizacian de la inulinasa

Snyder y Fhatt (25,32, reportaron que la

levagura de X. warcrarus produce 1nulipasa 1ntra y extracelular.
Para esta levadura 1a produccion d& la inulinasa
intracelaular es paralela al crecamiente y dJisminuye con la

avtzlisis de las celulas, mientras que la nuiinasa extraceiular

Tomenza a8 acumularse en el medis de cultivo despuds del
crecimianto de las células v se :norementa en la  tase ce  suecte
(25,45,

Jean-Jatques Allais et al. (30 encontraran por el
contrario gue para las bacterras la croduccito Y 1e ®nTimMa 03

esta asoriads al crecimiento.

Yarioe tratayns tar masiradl que fc eaxlnte aitgrencila
efitre las  enzimas antra . extracolulas con base or Daiertas

€A-F1 EMLAC 8% THILITLOULIAITAE Lot .



J. W, Groothaseint &t al. 2% . refortaron que del igotal
ge 1rwlinasa farmaga =1 70-755L estan ligados A las  celulas,

mientras gue el r2sto se encuentra en el medic.

En un recierte teacajc Rl .

investigaron la localizaciza ge la enzima ce ¥, agrx:ianus en  (res

fracciones: 1) Scbrenadantes ) Fared celular

3) Laigada a la
celula, encontrarde nuc esive  diztribacion  Udepenita oo cuatro
factores: ar naturalesza de la fuente de carborn: L rango de

diiucioni i compesacion del  necio tvaipersl ¢ scmolzjol v dl

temperatura ge crecimiento.

2.3.5 Efecto del pH y temperatura sobre la actividad de

la inulinasa.

Los valores opstimos de oH y  temperetura para la
47tivi1dad de 1a enrima, varlan dependiendo el origen de la misma,
esto es, s1 provienen de hongos. levaouras o bacterias.

La tat'a 2.7.5.1 nos 02 una icea ue ic antes dicho?




Tabla 2.3.5.1 Temp. y pH ¢cptimos de crecimento para varios
microorganismos productores de inulinasa
Microorganismo pH Temp °c Ref.
Hongos:fFenicil!lius spp 4.E-5.0 i 45 a4
Asperaillus ficun 5.0 s 14
Asperg:llus niger S.0 19
Levaduras:sCan.Jdida kefyr 4.5 SO 48
K. marxianus S. 0 &5 26,553,586
Debarumyces cantarelfs | 4.0 ple) 5
Bacterias: Arthrotacter
ureataclens e, S0 €4
Flavobacterium
aultivorus S.¢ 39 0

2.3.46 Inhibidores y Activadores de las inulinasas.

Muchos autores han estudiado

el efecto de diferentes

compuestos, tanto inhibidores como dactivadores de la actividad de

la :1nulinasa.

En la tabla 2.3.6.1

compuestos, sobre inulinasas de varios microorganismos

==

se

resumen alownos de estos

(653,




Tabla Z.3.6.1 Acrividades relativas de inulinasas
despu<s de agregar diferentes compuestos
con concentraciones de 10 . 63)

+ + +
Microorganismo ca® ’ cu®’ ng n’ ng+ Ag
Hongas: Faricrflas 500 100 o 100 ) o
i erg1.lis r1Er . 100 s 2% B O

levaduras: Dobaryomyces
cantarelis - | = z 0 85 1¢S5
iWlu veromzes
Barxratusz 1o s} 100 1600 ) Q

Bacteriast Artaropactazr
urearaziep: c8

i
[

100 100 o3 0

2.3.7 Aplicaciones de 1a enzima.

tina ae las aplicacionzs con mas inter<s en la industria
para las 1nvlinasas es la oroduccicn de jerabes fructoszdos o los
Tiemazvs "Jarabizz con alic contenido de fructosa v glucosa" (Ultra
Hiyht Froctose Giucose Syrepe UHFGS), pudiendo utilizar agaves
cone Tuente de inuiina. Lo ctual por  la asundancia de estos en

nues 109 pals provee de uvna excelente fuente del carbohidrato.

Esi03 lcrabes ‘-actosados va  Jdesde hace  varios afios
temlat canavy  waa  1nteresat tE durcaon enc ol percado ae  loc
vivlzorantas, sustituvenda a 1a sacarosa., la cual causa problemas

Rlacionsdds cun 1A otesicad, cacids, vy Jdiapetes A5,
Cont es sabido la fructosa es preparada a partir de

SALATCSe PO Lra Lo ersidn enzinatica. Moeossell, et al.th.3. onzt.




Resultados obtenidos por GrootiWassink et al. {(25)
muestran gue es mas favoratle la hidrolisis enzimiatica de la
tnalina gue le hidrslisis quimica. En estos resultados se observa
que después de 8 de hidrdélisis scida el BZZ del total de los
azucares reductores, contenfa S3% de monesaciridos y 25% de
gisacaridos; mientras gue en & h de hidrelisis enzimatica el 82%

d=2] total de azucares reductores contenta ?9% de moncosacéridos y

3% de disacaridos.

ta hidrdélisis enzimatica a 50°C no causa ninguna
coloraciin indecseabie, que &t aparece en el h:drolicado
4cido de inulina. Cambios en el aroma y sabor son minimus en la

hidrdlisis enzimitica.

Otra desventaja de la hidr&lisis acida es la  formacién
de 5% de difructesa anhidrida, compuezto que no posee ninguna
propiedad edulccranta, nor lo que tiene gue ser removida del

sarabe de fructosa (25).

For tener ademis ciertas vertajas sobre las invertasas,
como es, una mayor conversidn a monosacéridos (inulina 98%,
invertasa B8°%) después de 3 n de infubacidn asi como que las
invartases nu son capactes de hidrolizdar los recien foarmados tri y
tetrasacdridas, las i1nulinasas pueden s&r sSustituios de estas en

procesus industriaige tales como confiteria . panaderia (251,



3. Materiales y metodas

T.1 Microorganismos
Las cepas de Kluyveraevces marxlanus ovaluadas fueron:
COEF-L-278, CDPT-L~TI7 de te toleccide de cultivos microbisnos del
Departamente de Eistecnnioglia y Bioingemieria dei CINVESTAY ael

IfN;  la cene UCD~C-TZ1 de la <=oleccidn de cultives de la

uvmiversicad de California en Davisg > 1as cepas HRRL-Y-1108 vy
WPRL—~-L—~$19% rfe la coleccicn WRRL del Departamenin de Agr:icultura
a2 los BUA. Cowmo productoras ge: lactase, pectinssa e inrulinasa.

5S¢ evaluarcn ademiss las cepas de Asperg:rllus oryzaet

ATCC-AD (Amer:can Type Culture Collection), 151-1 y 3&1-8, como
araduc toras de lactasa.

Tanto las cepas del honga cemc de  la levaoura fueron

mantenidas enr  agar oupa  dextrosa (Tiouon?, AS:  comp  hambidn

2500ras del honge se mantuvieron en glizercl.

2.1 Medios de cultiva.

Medio de lactosa.~ % de lactosa anhidra (Sigma), 0O,25%
de extracto de levadura (Jicnoni, N.1% de (NH‘)zso‘, 0., 05% de
KHzpc‘ y G.CS5% de HgSD‘ {Pakar) en agus destilada y desionizada.
£1 medio fué preparads segin 1o reportadeo por BGarcia Garibay et
ale a7,

Hed:o de pectina.- %e prepard el mismo modoe gue &1
meas g6 lactosa, sustilvyendo esta por gluzteosa v adizionanso (.57
ge pectind (Sigmed, Segun Garciz Baribay et al (T,

Hedio de inulina.- Inulina §1 (Sigms: v 1,4 a2 e tracts



de levadura (Bioxon) envagua destilada y desionizada. Se ajusts
el pH a S con & acetico dil. (Baker) (56).

Medio de fructosa.— Fructosa 1% (Sigma} y O0.5% de
Ext, de levadura (Bioxon), en agua destilada vy desionizada. GSe
ajustéd el pH a S con 4c. acético dil. {(Raker}.

Medio de sacarosa.- Sacarosa 1% (Baker) y 0,572 de Ext.
de levadura (Bioxon!, en agua destilada y desionizada., Se ajustd
el pH a S con Ac acético dil., (Baker).

Medio de Salvado.- Salvado de ¢trigo 3.5%4 y 1.5% de
KHZPO‘ en agua de la llave. Se ajusté el pH a S con H;XJ‘ dil.
{Baker} .

Medio de lactosa-pectina.- Se prepard de la misma manera
que el medio de lactosa adicionando ademas 0.5% de
pectina (Sigma).

Medio de lactosa-~inulina.- Se prepard de la misma manera
al medio de lactosa-pectina, sustituyendo la pectina por inulina.
Se ajustd el pH a 5 con &. acético dil. (Raker).

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante

15 min, separando siempre el azdcar del resto de los nutrientes.

2.2 Condiciones de Cult:ivo
En matraces. Se utilizaron matraces erlenmeyer de IS¢ mi
tapadas con algoddén, para todas las fermentacicnes en las qgie se
emplearon las cepas de la levadura, en el casc del hkongo se
utilizaror matraces de 500 ml.
En tas fermentaciones cen 1la levadura el volumen de

trabajo fueé de S0 ml, martenidos a 28°C y 112 RFM en una



incubadore New Brunswich 5-24.

En fermentador. £1 ferrentador gue se utilizo fué un LH
serie 2000, con wvasoc de volumen nominal de S 1. El volumen de
trabajo fué de 4 1; adicionando ademds 3ml de antiespumante de
silicdn. Las condiciones de $rabajo tfueron: temperatura 28°C.
pH & y una agitacion de 560 RPM, al inicio de la fermentacidn,
tenizndo que aumentar ésta conforme transcurri{a el tiempo. Este

fermentados se utili1z6 para las fermentaciones del hongo.

3.4 determinacidn de actividad.

La evaluazien de la actividad de las encimas se nhizo por
separado para cada una de ellas.

Actividad de lactasa de levadura.-Fus determinada
siguiendo et método reportado por Garcia Garibay et al., (17); las
celulas se permeabilizaron de la siguiente manera: Un  volumen
conoci1da de medsic de cultivo, se mezcld con Sml  de alcoheol
isoamnilico (Baler) y se llevé a un aforo de 25ml con sol.
amcrtiguanora de fosfates pH 6.6 C¢. 1M, Ecta mezcla se agitéd por
1 t manteniendoia a 28°C.

Fara determinar la actividac se tomaron 0.1 ml de esta
mezcla y se€ adicicnaron a 2.7 ml de sol. amortiguadora de fosfatos
mas . 1181 de sol. IZ.3&M de 2 mercaptocectanol (Sigma) v | ml de soi.
0.068M de ONFG :(Sigma), manteniendose a 40°C, se tomaron lecturas
de apsorbarcia a 417 nm a diferentes tiempoas duranze 1C min en u;
especlrototdmetrc PYE UNICAM SP J0¢ uvJ,

Se utilizéd una curva patrén de sol. de ONF {Sigma) con

un rango d2 concentracicnzs dJe 2.0.¢ & O.BIYimcles/mi.

Ly



Una unigad de lactasa (UL} es a cantidad de enzima
necesaria para hicrolizar una mol de ONFG por min., a pH 6.&
a0,

Actividad de pectinasa.- Se midid la actividagd de
acuerdo a lo reportado por Garcia Garibav et al. (21}, técnica que
consiste en medir el aumento de reductores directas por el método
de Somogyi-Melson (47) wutilizando una curva patrén de arc
galacturdnico (Sigma) como referercia, con un rango de
concentraciones de 0.138 a 0.693umcles/ml.

La enzima se separd del paquete celular centrifugando el
medio de cultive a 3300 RPM durante 1Smain.

Se tomaron U.! ml del sobrenadante y se mezclaren con
@.7m1 de =sol. de &c. péctico (Sigma) al 1% y se mantuve en un
pafio a I0°C. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos de reaccieon
y Se determind la act. por el método de Somoyvi-Neleon. (47, Se
ley® la absorbancia a 520nm después de agregar el reactivo 2.

La actividad intracelular de pectinasa se determind en
las células permeabilizadas con alcohol isoamilico de la misma
forma que se hizo para lactasa.

Jna unidad de pectipasa ('PG) es la cantidad de enzima
necesaria para producir una unol de reductores por min a pH S5 vy
307°C.

Actividad de inulinasa.- Esta actividad se determiné de
la misma manera que la de pectinasa. ez decir, por el método de
Somcgyi-Nelecn. (47). Utilirtandose en este caso una curva patrin de

Tructosa cuandc 2! sustrats 2ra 1nulina, » 23tra ce uns mezcla



equimolecuiar e Trustgsa s Liuc2sa cuando el sustrato era
sachr0sa. Ei rango de concentraciones Yue de 0,138 a G.s74umoles

de monosacaridos/ml.

La sebaracion de enzima extracelular d2 lag celulase se
hiza dJde la misma manera gQue para pectinasa. La tnuliinasa
intracelular se determins permeabilizando las células de la misma

forma qQue para lactasa.

Se tomaron (.1 ml del sabrensdante y se aetclarcr con
G.%ml de sel. al 45 de sacarosae 9 inulina en sol. amortiguacora de
acetatos O.1M oH D ¥y s& mantuvio & 53°C en una bafig, tomando

alicuntas a diferenies tiempos.

Una unidas de inulinasa (U1 es 1a cantidad de encima
recesaria pars producis una umcl de  fructosa ©  fructosa-glucosa

ror ain a pH 5 . SO°C.

Actividad de lactasa de honguo.~ Esta se determind de 1la

siguiente manera:

Se ajustd el pH cel medio a 3 con H’PO‘ dil. <(Baker),
se filtrd, de este tiltrado se tomaron C.5 ml que fueron mezclados
cen 2.4 ml de sol. amer tiguadera de fosferios pd 4.4, mas 0.1 ml
de scl. ce 2 mercaptoetansl I.3&M (Sagmal y 1 ml de sol. de ONFS
(Sigmal: esta mezcla se mentuvo a e lemperatura  de 557 y e

tumaran teciuras de  sosorbertis @ 1¥orenies  tiempos. Bn oun

ezpelrofutdnetro FYE URNIZAM SP I UV,



Una unidad de lactasa de hongo (UL} es la cantidad de
enzima necesaria para hidrolizar una wmsl de ONPG por min a pH 3.6
y 5s5°C.

2.9 Crecimiento microbianc,

Crecimiento de biomasa de levadura.- GSe determind por
aumento densidad ¢&ptica, midierdo la absorbancia a 630 nam en un
espectrofotometra FPYE UNICAM SF 20 UY, utilizande agua destilada
como blanco y para diluir las muestras.

Los datos de absaorbancia se interpolaron en una curva
patrém (A ve. g bipmasa) la cual fué obtenida haciendo pasar
diferentes diluciones ce un cultive de Aluyverosyces wmarxranus
ceps L-27E, de ~solumenes conocidos a través de una membrana
Millipore, con tamafo de poro de O,35.m de diametro, puestas a
peso constante previarente,

La biomasa retenida se lavo y se secd en una estuta de

vacio a &0°C hasta peso constante.



4., Resultados y discusion.
4.1 Determinacion de lactasa.
4.1.1 Kluyreromr.ces marxranus.
Para la obtencion de esta enzima, se wrilizéd un medio
ce ractosa.
Se evaluvaron 13as gcinco cepas ae levadura bhajo las
miemas condicones de culiivo en matraces erlenteyer ge 250 ml. Los

rasultados (tprocned:o de dox determiinacicnes), apareacen  en ta
tabla 4.1.1.

Como pordencs obserwvar las cepas 1108, 119 y I7% son las
que presentan uneg mayo- actividad dz laclasa,

Do las dos primgras va se tenian reportes de  au
proguczicn de la entima, aerd no ast de la cepa 273,

La cepa 1107 se reporta en la  literatu como  la de

mAyor proulziidn e =3ta entite se 41 cepas (10'.3 la cepa 1195 os
cgnsaderada en e NRERL como de <apacidad eguivaiente 3 la
antesior,

Con ura oroduccisn meaar :parece la cepa 51, ac antras

que la Z37 no oreselts actividad.

e-g1ilus uryrae.

s procuccica ue lacltasa It horgo. primeroc

g/ wealitd wne termedtac.dn en mairaze: erlenn2jer, para evafuir

las tres wuas cde 1 Tenian: 1L1-E,

Los resultados pramelic Je

ac~ ecen en A taple 1.2, corc wooemes
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cue aparece entre @llas no es mucha, por 12 aue se eligrd o

ia 151-F pare realizer Ios fermeantaciones en un fermentador de
S 1.

Los resultados de estas fermentaciones aparecea en  la
tablae 4.1.3; de llas podemos decsir gue el maximo d& produccidén de
encima se logra ¢ les 75 noras de fermentacidn,

La ventage que se tiene en esta fermentacidn es  que el
Salvedo g2 Trigs que se utiliza como medio de cultivo es  wmas
econdmico gue obtros eoedios reportacos para la  produccidn  de

Jactasa por hongos (1),

Ahara bien si comparamos ls produccidén de  lactasa de
hongo » levadursa, tomando en cuenta que la lactasa de honpo es
extracelular v la de levadura intracelular y basandones en  los
resultados de las tablas 4.1.1 y 4.1.7, podemos observar gue las
cepas {109 y C78 ce le levadura presentan una actividad de
lactasa SUL/1Y mavor que la del hongo.

Faero para zligir alguno de ios dos micro0rgenismos  se
dgebe tomar en cuenia el usc Que se e va 3 dar & la enzima, €S
ceciry S5i se va & utilizar sobre la leche directarente o sobre
cuerp azsde, Er e)l  oseines caso se reromendaria la enzima  de

levadure y Dara el sequndd la del nonraos.

4.2 Froduccicn de pectinasa por K'uvverczyces
BA" 2 3TUT
Za realizce uwtilixando un pecio cor gestine v otrg 330

2713, pa aue [a Doeficcoids  dge  la wamime g Caasnitutiva bajso

4
o



condicicnes de haja circacicn, & inducinie cuondo ta  tensidn  de
oxigenn es alta.

Fara la actividad intrazelular se utiiizd el mismo
método de permeabil:izazién  de 1as células cua para 1a
determinacidn @ sCtiv. Jad de Jeotasa o2 1=vadcras.  Esto ezn el
fin de otservar v: .a peLtinag e)ercie alguna influencia en el
sistena de sucrecien de ja Secv.icasa. ¥ POr  stra parte 81 se
mantenfa una cierta activigaa iatrazelular, Los resuitacss

azarecen en la tabla 4.2.1.

Ccma  oouvescs osservar la pectinasa es  una enzima
totalmerte extraceloelar, ya gue 1a produceci én de ésta
ntracelularmente fue rula. tanto en un medic en presencia de
PECtina conw en ausenztia de ella. Ecte 1mplica ademss gue la
pectire z.erce efects i1nauctor~ sobre la produccicn cde la enctima, v

ninuuno sobre oi sisteme de ercrecion.

Teniar

78 fué la aque mmas pectinass

TrOGUIC para anbos con pectina ¥ sin ella), mentras

Que la 731 solo o

actividad en preosencia de la cectina, lo

cual cnincide con lo reportado ocor Garcfa Garibaw

al 2.
En o reierente a las otras tres  Cef a5 (31¢7,1199

y 113 3¢ pbru

resultedos  positivos e produciidn de

peltinasa.



Tabla 4.1.1 Actividad de lactasa de levadura

Actividad
Cepa UL/g biomasa uL/1
CDBB-L-278 1590 925
HERL-Y~110% 20486 1125
HRRL-Y-1195 1068 450
UCD-351 679 -
CDEE-L~277 &0 -
Tabla 4.1,2 Activiadad de lactasa de hongo.

La Fermentaci¢n de llevo a cabo en matraz

Cepa fct. UL/1 ler. filtrado Act, UL/l 2do,. f.
161-8 1200 543
1&61-1 1300 4786

ATCC~-AD 1130 LI-1




Tabla 4.1.3 Actividad lactasa de hongo.

Fermentador 5 1

Oxigeno disuel. pH Agitacidén Act. U/1
t % 1a.Fer 2a.Fer RPM la.Fer 2aFer
Bl

o} S.0 , 5.0 560 0 o

& &7 i S.9 560 -| 124

8 4.9 - S60 184 -
20 13 5.0 - 560 -1 140
22 22.6 S.t &00 -1 140
24 18 4.7 S.1 400 178 -
27 12.8 S.1 630 - -
0 14.1 5.2 &30 - -
32 5.0 630 210 -
43 37.5 5.3 &30 -] 182
a5 6.5 S.3 630 - -
a7 7.2 S.4 630 240 234
ag 38 5.1 S.4 &30 - -
54 35.5 5.5 &30 -{ 312
56 5.2 &30 500 -
&7 48 5.5 550 532
&9 48 5.6 550 - -
75 S50 5.7 5.6 550 780 737
B8O 5.8 180
96 6.0 150
104 b1 -




4.3 Determinacién de inulinasa por KNluyveronyces
rarxtianus
4.3.1 determinaci¢n del sustrato a utilizar en la
medicidn de actividad.

Fuesto gue esta enzima puede actuar tanto sobre irulina
como sabre sacarosa. se utilizaron dos cepas de Kluyverowmyces
marxtanus ta 278 y la 351 para elegir el sustrato idénea en la
medicidn de actividad.

As{ mismo se pudieron detarminar los valares de /%
(relacién de actividad sobre 1nuiina y scbre sacarosa), valor que
diferencia a las inulinasas de las invertasas como ya se menciono
anteriormente.

t.as determinaciones se hkicieron tanto para 1nulinasa
extracelular como intracelular,

Los resultados obtenidcs se reportan en la tabla 4,3.1.

Al utilizar sacarosa como sustrato para la determinacicdn
e actividad de inulinasa (f-ftructofuranosidasa) se obtuvieron
resultados mis reproducibles, ademis de una mayor sensibilidad en

1z *4-rice gue utilirands inulira., Per lo gue se utilize ésta

para todas las demas geterminacicnes de actividad.

(permeabilizaci¢n e 1nductor}). Po» otra parte, estid ampliamente
documentads que ia inulinasa de esta levadura puede actuar tanto

sobre sacdrosa como scbre 1nulina (34,4655,

Ests nos llevd a Zeterminar €1 valor de le relacidn

{3, que comparsrndelaos con la  literatura (25,44, pos indican




Tabla 4.2.1 Actividad de pectinasa de N.zarxJancs

Medio con pectina Medio sin pectina
Act. Extrac Act. Intra Act, Extra Act. Intra

Cepa UPG/1 UPG/q UPG/1 UPG/g
CLER-L-272 1420 [a} 197 ]
LCL~-3512 TOn [ ] (4
NRLL~Y=-1105 0 [} (e} (2]
NYLL-Y=1193 | o ] [} [«
CURE-L =177 () O s Q

Tabla 4.3.1 Actividad Inulinasa de &.

marxranus.

Medio Inulina 1%

Sustrato Inulina Sustrato Sacarosa
Act. Extra Act. Intra Act. Extra Act. Intra
Cepa ur/1 Ulsg Ulsg UI/1 Ul/g Ulsg
ZDEE-L- |
278 195 t 73T 28S.7 21469 812 2000
i PR -t ’
1
uCcoD-
atp} 19 ! oi.8 P70 ot Xl AT 1812
f 17S%= ©,05 i
|
El valor de | s vbtiene Ce la oivisier de la act., de
1nulina sobre  le act ge satarasas Esem. (195, 2160)=0.02,

(IS, T/Z000) =0, 14,



que la enzims gue se produjo es 1nulinasa.

4.3.2 Eleccien del mejor metodo de permeabilizacidén

Para hacer la determinacion oae la actividad de la
inulinasa 1mtracelular se protaron dos metodos de
permeabilizacidn., En el primero se utilizé un volumen conocido de
medic de cultivo, al que se le midi¢ densidad <ptica, este ce
congeld por una noche, a la maflane siguiente se descongeld y se
determind la actividad. El segundoc método que se probs fué el
mismo que para la determinacidn de actividad de lactasa; esto ec
con alcohol ispamilico.

Fara esta prueba se utilizaron las cinco cepas de
kluysveruryces marxfanus., Los resultados aparecen en la tabla

4.2.2.

Ue los resultados obtenidus se eligi& el método de!l
alcohol iscami{lico zemo el mejor para la permeabilirzacidén de las
células.

Aurgue se obtusieron dos datos en los cue el valor de la
actividad era mayor por el método de congelacidén, estos eran para
las cepas 1109 « (195, gue presentan una actividad m4s btaja aue la
de las cepas 278 y IE1. estas mayores productoras de las cince
cepas.

£n tocos los demas cascs se optusiercn  Laleres mavores
cuanro s¢ permeabtiizae con alecobol, o aque rplica que cor

congrlaciin no s tiene uwha buene oer2zbilizacidn.
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Tabla 4.3.2. Act. Inulinasa de K. pirxiasus. Medio Inulina 1%
Evaluacidn del metodo de permeabilizacien.

Act. Extra. Alcohol isoamilico Coelacien
Cepa ul/ ul/g uUl/g
CDBB-L-278 216 2000 516
ucn-251 205 1812 i
NRRL-Y-1109 S0 760 772
NRAL-Y-1195 74 770 00
CoBpBE-L-227 Be 126 118

Tabla 4.3.3. Actividad Intra y Extracelular de Inulinasa
de K.marxianus con inulina, fructosa y sacarosa como inductores

Act, Extra. Ul/1 Act. Intra Ul/g
Cepa inulina fructosa sacar. inul. fruct. sacar.
CDEB-1L-278 Zi1en a0 200 2000 271 223

LCD-351 2050 111 e 1312 oB& o




4.3.3 Etecto de la fuente de carbono en la produccidn
de la enzima

Se utilizaron dos diferentes i1nductores sin contar a3 la
inulina para protar cval era el mas 1ndicado en la aobtencisn de la
enTima, ei orimero fué fructosa y e1 segurdo sacarcsa.

e utilizaren sdolo las repas aue muestran mayor
oroductividac de la enczima, #sto ec la 278 v la IOi.

Como podemos otservar en la tabla 3.3.3.1 la fructesa es
meJnr 1nductora en la produccidén de la tnulinasa gue la sacarosa,
pero con minguno de los dos se obtuvsieron rescvltades parecidos a
los ottenidos cuands se utilize inulina como 1nductoar,

Esto de debe seguramente a gque los azdzares pequefos
oresentan represidn catabdélica, efecto que na si1ip reportado por
GrootWashin (2&4), por lo gque., para utilizarse <omo  fuentes de
carbeno e inductores, se-~ia necessaric ogregarlos en muy balas
concentraciones, lo cual limitaria su crezimento.

Con  iog  resultsocs cotenidos ae  lez  rres 1NC150%
sntericres poderos deci~ gue las cepas me)jor  productoras de  la
inulinasa son la 278 y la 3531, en ese orden.

a tabla & 4 resume las actividades de las tres

2ntiimas Dara csde un: 6f las ca2ras.

Ir esta tabla pudemos ovuservar cue a5 cepas 7% vy lu

Iosen as nejor tres  onI mas.

CUMILLToras ge

11%% requltars oer nuy Suenae proovctosas de | Lern ro e

za- sthidrasas ular N Sas lo 2he no son EAptas  pane

Seamstro et o0,




4.4 Producci:n simultinea de lactasa-pectinssa y
lactasa~inulinasa
Fara realizar estas fermertaciones se utilizé la
cepa 278 gque fué la gque produls en mavose cantidad las ires snzicasg
en forna glopai.

Fara la producnsn sitaultanea de  lactasa-pectinsga  se
Jtilizé un medio con lactosa v pectina, Tientras  que  para la
ontenci1dn de lactesa-inuliras: el wedio fue 1gual al  anterior
camoisndc wnicamente la pectina por inuiina.

Los resultados obitenidos agarecen en la  tabla 4,40 €n
ells podemcs ver gue 1os  valores oe actividad para las tres
ensimes sOn menores gue 1os obtenides para cseda una Je elfias cor
separado, perc AUt asi ©SICs sON MLy LUBNOS.

La aroduccidn de dus enzimas simultaneamente en lugar de
s2lo unNa  come e le3  erperlcentos  aNIBriores, 2% una  carga
metabslica para ja levatiura. De ah!l que s muy probatle aque los
rendimientzs 21 la produccion simultanea de dos  enzinas puedan

me3ora. conzigereblemente o1 se esleablecen compromisos en las

condicones Je produccidn, en aelorar 21 medio cde cultivo de maneras
aue se pueda aliviavr, #) ~pnog garcialmente Je  £asca metabdlica

im3licita.
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Tabla 4.3.4

Actividades de

las tres enzimas de k.marxranus

r — JE—
H Lactasa Pectinasa Inulinasa
Act.Extra Act.Intra
Cepa PouL/sl ul/g UPG/1 uvisi Uisg
i
Levaduras:
CLBB-L-278 1271 1590 1450 Z160 2000
UcL-231 195 599 700 2050 1812
NRRL=-Y-110% 1175 2046 o] 500 7an
NRRL-Y~1195 440 1068 [¢] 74 770
CDBE~L-337 (4] 60 Lo} Bs 136
Hongos:
161 17200
1&61-1 1300
ATCC-A0 1180

Tatbla 4.4 Actividades simultineas de lactasa-pectinasa
De la cepa CDBB-L-278

y lactasa—-inulinasa.

Pectinasa

Inulinasa

Fermentacidn Lactasa UL/g} UPG/1 UPG/qg (1} ¥B% Ul/g
leztasa-

pectinasa TO0 1343 175 - -
lactass-

1nulirasa 411 - - 1205 B2




5. Conclusiones

Se ratificd que las cepas NRLL-Y-131Q% vy NERL-Y-119S son
buenas productoras de lactasa, no obstante, resultaron ser malas

productoras de mectinasa e inulinasa

Para la produccicn de la lactasa de A.pergrllus oryrae
no se encontre mucha diferencia entre la cepa silvestre y las
mutantes. to que se concluye de esta parte del trabajo 25 que el
medio empleado (salvado de trigo) puede traer muchas ventajlas

econimicas.

Para la produccidn de inulinasa el mejor inductor

recultd ser la 1nulina.

Se presenta una alta produccidn de la enzima inulinasa

de levadura tanto intra como  extracelular.

Las cepas CDBB-L-278 v+ JCD 351 fuercn las mejores
preoactoras de las tres enzimas, siendo la arimera la cue mas

altos rencinientos presento.

Lta cepe CDBB~L-337 resultd una mala productora de las

trec enzimas.

La cepa UDRRP-L-278 resultd ser la me)o~ cepa pares la

obtenci o sinultanea de dos elzimas.

Las actividades en esta fermestazien tesulteron patos,

quzesndn sl optseizar  las  concaclores e 13 T .Sma vara

incrementar 1z srodurcien de €3L8t =T Iimaln.



Por lo anterior podemos concluir que se presenta un
posible campo de explotacidn y wutilizacién en el eercado de
nuestro pais, para la levadura de Kluyverosyces marxianus,
particularmente para la cepa CDBB-L-278, as{ como para el hongo
Aspergillus oryzae, cumpliendose ampliamente el objetivo del

presente trabajo.
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