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1.0 INTRODUCCION

En los ultimos afios ha habido un importante desarrollo en la industria
alimentaria debido tanto al avance en el conocimiento basico relacionado con las
caracteristicas bioquimicas de los alimentos, asi como en las técnicas relacionadas
para su procesamiento, transformacion y conservacion. En este sentido la tecnologia
enzimatica ha jugado un papel fundamental al contribuir en diferentes sentidos:
conservacion del valor alimenticio, textura, color y produccion de sustancias
especificas que no se pueden obtener por métodos tradicionales de quimica organica.
La industria utiliza diferentes enzimas comerciales para la manufactura o
procesamiento de un gran numero de alimentos y la tendencia actual en la
produccion, tanto de alimentos como de materia prima para su elaboracion, es la de
emplearlas en forma continua. Las ventajas que presentan las enzimas en la industria
alimentaria son variadas, destacando el que son muy especificas en su forma de
accion, por lo que efectian reacciones sin generar subproductos; funcionan en
condiciones moderadas de temperatura y pH, por lo que no se requieren condiciones
drasticas que puedan alterar la naturaleza del alimento o del equipo; actian a bajas
concentraciones y su velocidad de reaccion puede ser controlada al modificar
variables fisicas o quimicas y son facilmente inactivadas después de haber alcanzado
el cambio deseado, las limitaciones para usarlas dependen de la enzima, su costo y su
disponibilidad a nivel industrial.

El desarrollo de la microbiologia ha permitido comprender mejor los sistemas
para la sintesis de enzimas en los microorganismos, su produccion industrial se ha
orientado hacia los procesos de fermentacion. En el transcurso de los ultimos treinta
anos se han desarrollado un nimero importante de fermentaciones productoras de
enzimas, tal como: las hidrolasas, principalmente amiiasas, celulasas y entre ellas

destaca las inulinasas, las cuales degradan al polimero de azicar rompiendo los



enlaces glucosidicos (Snyder and Phaff, 1962).

La inulinasa es una enzima fB-fructosidasa que actua sobre los enlaces -2—>1 de los
polimeros de fructosa (Manzoni and Cavazzon1988). Inulinasas con actividad de 3-
fructosidasa se han encontrado en vegetales (Vandame and Dedrycke, 1983),
levaduras (Guiraud et al. 1983), hongos (Murkerjee and Sengupta, 1987) y bacterias
(Allais, 1987).

La inulina es acumulada como un polimero de reserva en varias plantas como
Alcachofa de Jerusalem, Chicoria, Dalia, Diente de Leon, y Girasol (Bacon and
Edelman, 1950; Duvnjak and Koren,1987; Guiraud et al. 1980).

No obstante que el Girasol, es la principal materia prima para la elaboracion de
aceite, existe en nuestro pais poca informacion acerca de su composicion (Hernandez,
1978). Los carbohidratos fermentables de girasol (Helianthus annus), lo constituyen
en gran parte unos polisacaridos denominados Fructosanas, por estar constituidos
por unidades de fructosa y en muy pequeiia proporcion glucosa, este polimero es
utilizado para el entallecimiento del Girasol (Devlin, 1982; Gola, 1965).

La hidroélisis de la inulina libera grandes cantidades de fructosa, pero también
algo de glucosa (Edelman and Bacon, 1950). Los jarabes elaborados con los
productos liberados por la hidroélisis de la inulina, pueden competir con los jarabes
con un alto contenido de glucosa y fructosa (HFGCS), preparados a partir de la
hidrdlisis enzimatica del almidéon (Kim and Rhee, 1989). Este tltimo método resulta
mas complicado y costoso comparado con el que se propone en este trabajo.

La fructosa, es un monosacarido que posee el poder edulcorante y solubilidad
mas alta de todos los aziicares naturales, por lo cual su utilizacion es muy factible
para la elaboracion de jarabes fructosados (Snyder and Phaff, 1962).

Por lo anterior, una alternativa para la produccion de jaralbes fructosados es la
degradacion enzimitica de inulina a unidades de fructosa:l por la enzima inulinasa.

Por lo que este trabajo tiene la finalidad de aportar datos sobre la actividad



inulinasa y el crecimiento de Kluyveromyces fragilis en una fermentacion sumergida,
cuya fuente de carbono es el Jugo de Girasol (Helianthus annus), ya que posee los
nutrientes necesarios para el desarrollo de la levadura, y se presenta como un
alternativa de materia prima, la cual ofrece la ventaja de reducir el costo de la

produccion de fructosa.



2.0 ANTECEDENTES

Resulta importante sefialar los cambios taxonémicos que ha sufrido la levadura
Kluyveromyces fragilis, desde que en 1909 Jorgensen la aislé por primera vez del Kefir
(Phaff, 1985). El la denominé Saccharomyces fragilis, y es asi como aparece en el
compendio taxonomico ""The Yeasts a Taxonomic Study", (Van-Rij Kreger, 1984).

Los primeros autores en poner en tela de juicio esta clasificacion taxondémica
fueron Wickerham en 1955 y Wickerham y Burton en 1956. Ellos pusieron en claro lo
heterogéneo del género Saccharomyces y anunciaron su intencion de establecer un
género por separado(a lamarse Delkeromyces) para incluir a S. fragilis, S. marxianus, §.
lactis y algunas otras especies. Sin embargo, ni Wickerham ni Burton dieron una
descripcion formal, asi que este nombre no llego a ser valido (Phaff,1985).

Van der Walt, 1959 establecio originalmente el género Kluyveromyces para una
levadura llamada Kluyveromyces polysporus. Posteriormente en 1965, argumenté que no
existia una diferencia significativa entre los géneros Kluyveromyces, Fabospora y
Zigospora y los unié en un simple taxon. De acuerdo al Céodigo Internacional, el nombre
mas viejo de Kluyveromyces, fue retenido. Asi, el nuevo nombre Fabospora fragilis, se
convirtio en Kluyveromyces fragilis (Phaff,1985). La  siguiente evolucion en la
nomenclatura ocurrié en 1970, como resultado de un estudio del DNA, hecho por
Buknell y Douglas, en donde determinaron que K. fragilis y K. marxianus comparten el
93 % de sus secuencias del DNA y por tanto son sinénimos.

INULINA

La inulina fue descubierta por Rose quien la separo de extractos de tubérculos de
Alcachofa de Jerusalem. El nombre de inulina fue primeramente usado por Thompson
en 1811 y se deriva de que fue encontrada en plantas de Inula hele;tium. El polisacarido

mas investigado de las compositae es la inulina, la  cual constituye



unicamente una pequefia fraccion de un total de carbohidratos presentes en los
tubérculos de alcachofa, el resto esta compuesto esencialmente de unidades de
fructofuranosa. Estudios realizados sobre inulina obtenida de Dahlia tuber, la cual fue
metilada en una atmésfera de nitrégeno con hidréxido de sodio y sulfato de metilo y
posteriormente hidrolizada con 4cido oxalico, analizando los productos resultantes por
cromatografia concluyen que la molécula de inulina estd constituida por unidades de
fructosa con uniones B(2—1) y que la cadena es terminada por una molécula de
glucosa unida mediante un enlace tipo sacarosa (Hirst et al. 1950).

En estudios efectuados sobre Alcachofa de Jerusalem para observar los carbohidratos
presentes en los tubérculos de ésta mediante el empleo de cromatografia en papel y
polarimetria, se observé la presencia de polisacdridos de fructosa, que se caracterizan
por medio de precipitacion con diversos agentes como etanol, acetona e hidréxido de
calcio. En base a los resultados obtenidos se plantea la siguiente estructura para la

inulina (Bacon and Edelman, 1950).

HOCH, 0

O
HOCH, \
n=35

o 0 :
HOC}V \ ’

CH,0H

Estructura esquemética del polimero de INULINA.



Estudios estructurales sobre inulina de Inula helenium confirman la presencia de
derivados de glucosa en los hidrolizados de inulina metilada y argumentan que ésta se
encuentra en una proporcion de 2.9 moles por 100 radicales de hexosa, teniendo la
molécula de inulina una longitud de cadena de 35 unidades y peso molecular de 5600
(Bell and Palmer, 1952).

METABOLISMO DE LOS POLIFRUCTOSANOS EN PLANTAS

Trabajos efectuados para dilucidar la biosintesis de fructosanas en plantas han
reportado la existencia de una enzima presente en el tallo principal del Girasol
(Helianthus annus), capaz de construir glucofructosanas a partir de sacarosa (Edelman
and Bacon, 1951).

En Alcachofa de Jerusalem se han detallado algunas caracteristicas de la enzima
capaz de construir fructosanas, la transfructosilasa, reportindose las siguiente
actividades de ésta (Edelman and Dickerson, 1960):

Glc-Fru+Glc-Fru — Glc-Fru-Fru + Glc
Glc-Fru-(Fru)n+Gle-Fru = Gle-Fru-Fru+Gle-Fru-(Fru)n-1

Glc-Fru + Gle-Fru-Fru —  Glc-Fru-Fru+ Gle-Fru

nGle - Fru - Fru —  Gle-Fru-(Fru)2n + (2n-1) Gle-Fru

nGlc - Fru- (Fru)n —  Gle-Fru+Gle-Fru-Fru+Gle-Fru-(Fru)2+...
Gle=glucosa  Fru=fructosa

Los estudios realizados sobre la sintesis de fructosanas empleando el marcaje con

isdtopos radiactivos se encontré que:

A) Una transfructosilasa fue separada de extractos de Alcachofa de Jerusalem.

B) La enzima fue altamente especifica para residuos terminales fructofurandésidos union
B (2->1).

C) El mas activo donador de fructosa fue encontrado ser 1-fructosil-sacarosa; sacarosa
fue inactiva.

D) Sacarosa y polimeros de alto grado de polimerizacion, mayor de 20, fueron los mas

eficientes aceptores de residuos fructosilados.



E) Diferentes variedades de actividad transferasa fueron catalizadas por la enzima y

son las siguientes:

* TRANSFERENCIA ASI MISMO

Existe cuando un compuesto actia como donador y aceptor de fructosa el mas
grande range de transferencia existe con el trisacarido como sustrato (1-
fructosilsacarosa).
Enzima activa con: oligosacaridos de grado de polimerizacion de 3 a 9 (1-fructosil)2-
fructosa.

Enzima inactiva con: 1-fructosilfructosa, sacarosa, maltosa, melibiosa y rafinosa.

** TRANSFERENCIA A POLIMEROS

Se observd que existia preferencia para transferencia fructosa de
fructosilsacarosa hacia el polimero.
CAMBIOS EN CARBOHIDRATOS DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN FRIO
DE RAICES Y TUBERCULOS QUE CONTIENEN INULINA

Los carbohidratos almacenados en raices y tubérculos varian durante el ciclo
anual de crecimiento y el cambio se asocia con el periodo de dormancia, normalmente
en invierno. En general los polisaciridos son convertidos a aziicares simples durante
los meses frios. El almacenamiento en frio causa rompimiento de los polisacdridos
insolubles, acompaiiada por un correspondiente incremento de aziicares solubles
durante las primeras cinco semanas de almacenamiento '(Rutherford and

Weston,1968).

GIRASOL ;

El girasol (Helianthus annus), es originario de la regién centrooccidental de los
Estados Unidos de América y de varias partes de México. Las tribus indigenas
utilizaban las semillas de girasol silvestre como alimento y las flores como medicinal y

7



ceremonialmente. El girasol fue introducido a Europa de México, por los espaiioles y
mais tarde de Virginia, EUA y de Ontario y Quebec, Canada, por los franceses e ingleses
(Heiser, 1951; Garduiio, 1973).

Como planta de ornato, el girasol se conoce desde hace siglos en varios Estados
de la Republica Mexicana, usiandose por su belleza y gran tamano. En Estados como
Puebla, Chihuahua y Zacatecas, el girasol era consumido por la poblacion campesina
por el valor nutritivo de la semilla.

Como cultivo de importancia industrial, el girasol es cultivado extensamente en
varios paises europeos como: URSS, Francia, Checoslovaquia, Yugoslavia, Espaia,
Hungria, Rumania, Bulgaria y Polonia. En América, se cultiva en EUA, Canada,
Argentina, México, Peru, Chile y Uruguay. Su alto valor nutritivo, especialmente su
alto contenido de aceite y proteinas lo hacen ser considerado como un cultivo industrial
(Fucikousky, 1976); ademas de que es una planta con alta tolerancia a sequias y heladas.
(Gonzilez et al. 1971). No obstante que el Girasol, es la materia prima para la
elaboracion de aceite, en nuestro pais existe poca informacion acerca de su composicion
(Hernandez, 1978). El girasol, contiene polifructosanos(inulina), que utiliza para el
entallecimiento (Devlin, 1982; Gola et al. 1965), por lo que este polimero se encuentra en
el tallo de la planta.

ENZIMAS

Los microorganismos sintetizan numerosas enzimas, las cuales tienen una
funcion especifica durante el crecimiento, metabolismo y autdlisis. La mayoria de estas
enzimas actian dentro de las células, en un ambiente protegido, pero algunas de ellas se
excretan(Scriban, 1985). La funcién de las enzimas extracelulares es hacer mas accesible
los nutrientes para el microorganismo mediante la hidrélisis de compuestos de alto peso
molecular. Debido a que estas enzimas se encuentran en el medio que rodean a la célula
fuera de la proteccion de la membrana celular, son estables a variaciones fisicas y
quimica del ambiente que los rodea. Los micoorganismos deben producirlas en grandes

cantidades



debido a los volimenes en los que llevan a cabo su funcion. Por todo esto las enzimas
extracelulares son atractivas para el uso industrial (Barford, 1981).
CLASIFICACION

Todas las enzimas conocidas se han clasificado en 6 grupos de acuerdo al tipo de
reaccion que catalizan. Estos grupos son: oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas,
liasas, isomerasas y ligasas.

Las reacciones hidroliticas son aquellas en las que los enlaces quimicos son rotos
con adicion de una molécula de agua (el hidrogeno en uno de los fragmentos y el grupo
OH en el otro).

Las hidrolasas a su vez se clasifican de acuerdo al tipo de enlace que hidrolizan.
Estos enlaces pueden ser: enlaces éster, enlaces glicosidicos, enlaces éter, enlaces
peptidicos, enlaces carbon-nitrogeno diferentes a enlaces peptidicos, enlaces dcidos
anhidridos, enlaces carbon-carbon, enlaces aldehidicos y enlaces fosforo-nitrogeno.

Las enzimas que hidrolizan enlaces glicosidicos son clasificadas a su vez en tres
grupos: las que hidrolizan enlaces oxigeno-glicosidicos, las que hidrolizan compuestos
que tienen enlaces nitrogeno-glicosidicos y por ultimo, las que hidrolizan compuestos

con enlaces azufre-glicosidicos (Boyer, 1971).
INULINASAS

Las inulinasas son enzimas B-fructofuranosidasa, las cual esta representada por
el namero EC. 3.2.1.27. El primer digito indica el grupo al que pertel;ece, en éste caso a
la hidrolasas. El segundo corresponde a la subclase de la enzima, que en el caso de las
hidrolasas, se refiere al tipo de enlace hidrolizado que es un enlace glicosidico. El tercer
nimero es la segunda subdivision y ofrece mas informacion cod respecto al tipo de
sustrato que utiliza la enzima, en el caso de la B-fructofuranosidasa indica que el
enlace es un éster carboxilico. Finalmente, el cuarto nimero indica especificamente el

sustrato de la enzima, en éste caso se trata de la inulina. De este momento en adelante

9



nos referiremos a la B-fructofuranosidasa con el nombre de inulinasa, que libera
como producto moléculas de fructosa. Estas enzimas también suelen designarse como
2,1-B-D-fructan-fructanohidrolasas, las cuales tienen diferente actividad a las
invertasas que especificamente hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa y pueden

ser clasificadas como B-D-fructo-furanosido-hidrolasa.

FUENTES DE OBTENCION

Las enzimas que degradan la inulina son encontradas en plantas y
microorganismos: incluyendo hongos, levaduras y bacterias, las cuales son llamadas
inulinasas o inulasas. En la tabla se enlistan varios microorganismos productores de

inulinasas.

Tabla I. Microorganismos productores de Inulinasa (Vandame and Dedrycke,1983).

Hongos:
Aspergillus niger
A. oryzae
A. ficuus
Eupenicillium javanicum
Fusarium roseum
F. oxysporus
Gelasinospora cerealis
Penicillium italicum
Rhizopus delemar

Levaduras:
Kluyveromyces fragilis
K . lactis
Candida kefyr
Debaryomyces cantarellii
Hansenula beijerinckii
Rhodotorula spp
Schizosaccharomyces pombe
Saccharomyces rosei

Bacterias:
Arthrobacter ureafaciens
Flavobacterium multivorum
Lactobacillus plantarum

10



PRODUCCION MICROBIANA DE INULINASAS
MEDIO DE FERMENTACION

Varios medios para la produccion de inulinasas son reportados, su composicion
depende del tipo de microorganismo.
Para la produccion de inulinasa de Kluyveromyces fragilis, se ha utilizado el siguiente
medio(Byun and Nahm,1978).

Extracto de Jerusalem artichoke 10 %; (NH,), SO, 1%; MgSO,. 7 H,0 0.05 %
Fe,SO, 0.015 % (pH 5.0). Sin embargo, Grootwassink and Fleming (1980) usan un

medio de aplicacion industrial: extracto de levadura 1 %, inulina 2 % a pH 5.0.

INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO EN LA FORMACION DE
INULINASAS

La adicion de inulina como fuente de carbohidratos usualmente es un pre-
requisito para la formacion de enzima. Snyder and Phaff (1960) examinan la influencia
de varios carbohidratos como fuente de carbono en la produccion de inulinasa
extracelular por Kluyveromyces fragilis. El rendimiento mayor se obtuvo con inulina
(0.3 U/ml) y rafinosa (0.15 U/ml), se observé un nivel medio con fructosa (0.1 U/ml), y

un nivel bajo con sacarosa (0.03 U/ml), galactosa, glucosa, y manitol (0.05 U/ml).

FUENTE DE NITROGENO

El efecto del nitrogeno sobre la formacion de inulinasa de Kluyveromyces fragilis
fue estudiado por Smyder and Phaff (1960). El extracto de levatiura es la base de
nitrogeno para las levaduras y son excelente para el crecimiento y produccion de la

enzima (Negoro and Kito, 1973).

INFLUENCIA DE METALES Y ELEMENTOS TRAZA
Workman et al. (1983), encuentra que el KCI (0.01 M), MgSO, (0.01 M), y FeSO,
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(0.001 M) posiblemente tiene influencia sobre la produccion de la enzima con Penicilium
sp.y Aspergillus niger. En donde el rendimiento de inulinasa se incrementa.
EFECTO DEL pH SOBRE LA PRODUCCION DE INULINASA

De acuerdo con Grootwassink and Fleming (1980), Kluyveromyces fragilis
producen rendimiento comparables entre células y enzimas en un rango de pH entre 3.5
y 6.0.
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

La temperatura 6ptima para la produccion de inulinasa para Candida kefry fue
de 27 a 30 °C (Negoro and Kito, 1973); a temperaturas altas se obtiene una baja
formacion de inulinasa. Con Kluyveromyces fragilis, una actividad superior se obtuvo de
los 30 a 34°C (Grootwassink and Fleming, 1980). Efstathiou (1986), reporta que estas
enzimas son generalmente termolabiles, su mayor actividad se encuentra entre los 45 y
50 °C, y pierden rapidamente su estabilidad a los 60 °C.

Por otro lado, las inulinasas no presentan inhibicion por la presencia de glucosa o
sacarosa, y son inducibles por inulina, siendo inhibidas por elevadas concentraciones de
fructosa (Gupta et al. 1988), ademas no se ven afectadas, en general por la presencia de

cationes divalentes y en ocasiones son altamente estimuladas por iones de Mg " .

ACCION DE LAS ENZIMAS FRUCTAN-HIDROLASAS

Las formas de accion de las enzimas fructan-hidrolasas son:
1) B-fructofuranosidasas inespecificas capaces de hidrolizar sacarosa, asi como enlaces
fructofuranosidicos B (2—1) tipo inulina y B (2—>6) tipo levano. Las unidades de
fructosa son removidas sucesivamente de las partes terminales de la cadena del
polisacarido e hidroliza la sacarosa a una velocidad 25 veces mas rapido que a la
inulina. |
2) Enzimas las cuales especificamente hidrolizan los enléces B (2—>1), tipo inulina,

liberando monomeros de fructosa a partir de la parte terminal de la cadena.



3) Enzimas que especificamente hidrolizan los enlaces (2,6) tipo levano, cominmente se
producen cadenas cortas de oligosacaridos, pero en algunos casos se producen algunas
unidades de fructosa o difructosa hidrolizadas de la parte terminal del polimero
(Rutherford and Deacon, 1972).

El rango de pH de la hidrolisis del levano y la mas alta estabilidad de la enzima

esta entre 5.5y 6.5.

LOCALIZACION DE LA ENZIMA

La inulinasa de la levadura Kluyveromyces fragilis, esta localizada externamente
en la membrana celular sobre la pared celular (Azhari et al. 1989).
Estudios realizados por Snyder and Phaff (1960), el contenido de inulinasa de las células
se encontro en el medio de cultivo, las enzima intracelular se puede obtener autolizando
a las células a 30 °C durante 24 horas tratadas con cloroformo al 2 % y tolueno 2 %.
Negoro and Kito (1973) observan actividad inulinasa intracelular y extracelular en
cultivos de Candida kefry. Los niveles de enzima intracelular incrementan
proporcionalmente con el crecimiento.
APLICACIONES DE LAS INULINASAS
PRODUCCION DE JARABES FRUCTOSADOS
FRUCTOSA

La fructosa también llamada levulosa o aziicar de frutas (del latin,fructus;fruta),
es uno de los mas comunes aziicares naturales. Se encuentra en algunos vegetales como
la papa y cebolla, y esta ampliamente distribuido en frutas donde puede estar presente
en forma libre o combinada como disacarido o polisacarido. En la miel, la fructosa
constituye cerca de la mitad del total de azicares presentes. Los polimeros de fructosa o
fructosapas también se encuentran en muchas plantas que ha'n sido usadas como
material para obtener fructosa pura, es el caso de inulina, fructosana encontrada en las

raices de Dalia tuber, en los tubérculos de Alcachofa de Jerusalem (Aspinall, 1970) y en
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el tronco principal del Agave.
PROPIEDADES FISICAS

La fructosa, es un monosacirido estructurado en configuracion cetosa, que
cristaliza como cristales anhidros de B-D-Fructopiranosa. La rotacion optica en solucion
acuosa es -132.2° — -92.3° a 20°C y -102.6°— -89.2° a 17°C, (Verstraten, 1967).

El poder edulcorante en solucion acuosa al 10 % si se compara con sacarosa
(100), es mayor para fructosa (120). En solucion estable un estado de equilibrio de sus
varios anomeros, de los cuales B-D-fructofuranosa es el mas importante.

La fructosa es el mas soluble en agua de todos los aziucares y se disuelve
rapidamente aun en medio frio, lo cual lo hace un excelente humectante en confiteria.

La viscocidad de las soluciones de fructosa es marcadamente menor que la de
soluciones de sacarosa.
PROPIEDADES QUIMICAS

La fructosa en medio acido fuerte y condiciones severas de temperatura da lugar
a la formacion de derivados de furano como el hidroximetilfurfural (Newth, 1951).

La D-fructosa cuando se trata con fenilhidrazina en exceso da lugar a la

formacion de la fenilosazona de la D-fructosa (Rakoff and Rose, 1966).

PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE INULINA

Recientemente, un gran interés se concentra en la fermentacion alcoholica
apartir de inulina obtenida de Jerusalem artichoke, usando levaduras con actividad
inulinasa (Guiraud et al. 1981). Se obtienen extractos crudos de inulina y por medio de
fermentacion se obtiene etanol obtenida en completa anaerobiosis usando

Kluyveromyces fragilis y K. marxianus.



OBJETIVOS

3.0 GENERAL:

Estudiar el efecto del Jugo de Girasol (Helianthus annus), sobre la actividad de

inulinasa y crecimiento de K. fragilis.

3.1 PARTICULARES:

Desarrollar un proceso de Extraccion y Cuantificacién de aziicares presentes en tallos

de Girasol (H. annus).

Comparar el patréon de Crecimiento de K. fragilis, en Jugo de Girasol e Inulina.

Cuantificar la enzima asociada a la membrana de K. fragilis, en Jugo de Girasol e

Inulina.

Determinacién de la Actividad Inulinasa en Células y enzima libre.
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4.0 MATERIAL Y METODOS
EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS:

Se realizé la extraccion con 100 g de tallos de girasol (H. annus), previamente
lavados y secados en una estufa a 45°C por 72 horas, y triturados en un molino de
cuchillas. Estos fueron calentados con 1 It. de agua destilada a 70°C para la
extraccion de polifructosanos, posteriormente se precipitarén con 50 ml de etanol
frio, se agit0 vigorosamente para después mantenerse a 4 °C por 72 hrs.,
transcurrido el tiempo se centrifugé a 10000 rpm durante 15min (Livingston, 1990),
se separo el sobrenadante y el precipitado (Diagrama 1) y por ultimo se determiné la
cantidad de azicares reductores, empleando el método del DNS (Miller, 1959), y
azucares totales por medio del Fenol-acido Sulfiirico (Dubois, 1948). Para la
determinacion de ambos aziicares se realizaron curvas estandar.

IDENTIFICACION DE AZUCARES EN EL JUGO DE GIRASOL
TLC

Se identificaron por la técnica de cromatografia en capa fina (De Steffanis,
1968), utilizando como sistema de solventes: Cloroformo:Acido acético:Agua, ( 3.0:
3.5: 0.5 v/v). Los cromatogramas se revelaron con el reactivo:

Difenilamina/anilina/dcido fosforico.

CUANTIFICACION DE GLUCOSA Y FRUCTOSA SEPARADOS POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
Se corrieron las muestras en cromatografia de silica gel-NH2, con indicador

de fluorescencia, utilizando como fase mdévil acetato de etilo:piridina:agua:acido
’ 16



Diagrama 1. Extraccion de Polifructosanos (Livingston,1990)
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acético (60:30:10:5), para la identificacion de los aziicares se usé una reaccién
térmica, calentando a 165°C, durante 2 minutos. Las manchas se cuantificaron por
fluorescencia en el densitometro CAMAG, utilizando una ldmpara de mercurio a
366 nm y filtro de 400 nm. El rango de concentracion para los estindares va de 200

a 1000 mg/1.

PRODUCCION DE LA ENZIMA

MEDIOS DE CULTIVO

Para la realizacion de este trabajo se emplearon dos medios de cultivo, los
cuales corresponden a un grupo experimental y otro control.
Experimental

Este medio de cultivo contiene como fuente de carbono a los azicares
proporcionados por el jugo de girasol, y extracto de levadura como fuente de
nitrégeno.

Una vez realizada la extraccion y determinacion de azicares, se procedi6 a
ajustar la concentracion de azicares totales en el medio en 17 mg/ml,
proporcionadas por el jugo de girasol, se ajusté el pH a 4.5 adicionando NaOH 6
HCI 0.1 M., posteriormente se esteriliza a 10 1b por 10 min., Por otro lado, se
prepara extracto de levadura 0.5 % a 15 lb. por 15 minutos el cual se ajusté a pH
4.5. Posteriormente en condiciones estériles se homogenizan los medios y se someten

a prueba de esterilidad a 30 °C durante 24 horas.

Control
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Este medio contiene como fuente de carbono, Inulina (1 %) y extracto de
levadura (0.5%). La inulina se calenté bajo agitacion moderada hasta su disolucién
total de la inulina, el pH se ajusté a 4.5, adicionando NaOH 6 HCI 0.1 M, se esteriliza
a 10 Ib de presiéon durante 10 minutos. A este medio se le agrega como fuente de
nitrégeno extracto de levadura (0.5%), se ajusta el pH a 4.5 y se esteriliza a 15 1b por
15 minutos. Se homogenizo la inulina en el matraz que contiene el extracto de

levadura, se sometio a prueba de esterilidad a 30°C durante 24 horas.

PROCESO DE FERMENTACION

Microorganismo

El microorganismo empleado fue la levadura Kluyveromyces fragilis, la cual es
conservada en tubos que contienen agar soya tripticaseina (AST), y almacenado a 4 °
C. La proliferacion del microorganismo, se realiza en cajas petri con agar dextrosa
sabouraud estéril, se sembré la cepa por el método de estria, se incuban a 30°C por
24 horas, transcurrido el tiempo se realizaron frotis para la tincion de Gram, para

observar si en la cepa existe contaminacion.

Condiciones de Fermentacion

La fermentacion liquida se realizd en matraces erlenmeyer de 500 ml con un
volumen de 200 ml del medio de cultivo experimental y control, bajo las siguientes
condiciones:
- Temperatura controlada a 30°C.
- Agitacion continua de 90 golpes por minuto.

- pH inicial de los medios de cultivo: 4.5.
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El proceso de fermentacion para la obtencion de la enzima inulinasa se divide
en tres fases:

Adaptacion, Inoculo, Fermentacion.

ADAPTACION

Se inocul6 la cepa de K. fragilis, en matraces erlenmeyer de 250 ml con 50 ml
de medio de cultivo correspondiente,(grupo experimental y el grupo control), se
incubaron en un bafo metabélico (Grant Instruments Modelo SS40 2L. Cambridge
Ltd. England), durante 48 horas, bajo las condiciones de fermentacion ya descritas.
INOCULO

Se utilizaron matraces erlenmeyer de 250 ml, con 40 ml de medio de cultivo
correspondiente(experimental y control), éstos fueron inoculados con 10 ml del medio
de la fase anterior (Adaptacion), que corresponde para cada caso y por ultimo fueron
colocados en el mismo baifio metabélico bajo las condiciones mencionadas durante 24

horas, en este tiempo se encuentra en fase de crecimiento exponencial.

FERMENTACION

Del medio de indculo procedentes del medio experimental y control se toman
los ml necesarios para inocular 0.2-0.3 mg de células en peso seco por ml de medio de
fermentacion y fueron inoculados en matraces erlenmeyer de S00 ml. con x ml de
medio. Una vez que fue realizado el indculo fueron colocados en un bafio metabdlico,

bajo las condiciones de fermentacion ya mencionadas.

CONTROLES DURANTE LA FERMENTACION
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Se muestred cada tres horas durante las primeras 12 hrs., teniendo asi los
tiempos 0,3,6,9,12 hrs, posteriormente a las 24,48,72,96...hrs., hasta que el crecimiento
se presente en fase estacionaria, determinando: Biomasa,Azucares

reductores,Azucares totales, Actividad enzimatica y Proteina.

CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento de biomasa de la levadura, se determiné por aumento de
densidad optica, midiendo la absorbancia a 550 nm en un espectrofotéometro,
utilizando agua destilada como blanco y para diluir las muestras.

De cada uno de los tiempos de fermentacion se tomo 1 ml de cultivo de células,
se lavaron con agua destilada, se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 min., se
decanté el agua, y se lavé nuevamente con 9 ml de agua destilada, se centrifugo
nuevamente a 5000 rpm durante 15 min., se decanto y se agregé exactamente 10 ml de
agua.

Los datos de absorbancia se interpolaron en una curva patréon ( Abs. vs. mg.

biomasa), en peso seco de K. fragilis realizada previamente.

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Se determinan por el método colorimétrico de la técnica de DNS acido 3,5
dinitrosalicilico (Miller, 1959). Se realizé primero una curva patrén con solucion de
glucosa (0-1000 mg/ml).

DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES

Se realiz6 por la técnica colorimétrica del Fenol- Ac.Sulfirico (Dubois, 1948).

L
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Primero se realizé una curva patron con una solucion de glucosa (0-1 mg/ml).

DETERMINACION DE PROTEINA
La cantidad total de proteinas se determin6 de acuerdo al método de Lowry
(1951). Utilizando albumina sérica bovina como un estindar en la concentracion de

proteina.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CELULAS

La actividad total de inulinasa se estimé por medicion de los azicares
reductores liberados en una reaccion en presencia de 1 % de Inulina en una solucion
amortiguadora de acetatos 0.1 M y 1 mg de células en peso seco provenientes de cada
tiempo de fermentacion para los dos grupos (Jugo de Girasol e Inulina), a pH 3 y pH
5, a temperatura de 50 °C, por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
Miller,1959. Se tomaron muestras de la reaccion a los 0,15 y 30 min., para el grupo

experimental y control.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ENZIMA LIBRE

Se realizo una mezcla de reaccion que contiene 1 ml de inulina al 6%, en buffer
de acetatos 0.1 M, pH 5, al cual se le agregdé 100 ug de enzima libre, para lo cual
primeramente se liber6 la enzima de la membrana celular de K. fragilis, por el método
de extraccion de las B-furanosidasas (Lam and Grootwassink, 1985), las células del
caldo de fermentacion para cada tiempo fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 15
minutos, se decanté el sobrenadante y se resuspenden las células en buffer de acetatos
0.1 M a pH 5, con una concentracion de 1 mg (peso seco) de células por cada 2 ml de

buffer. Se incubé dicha solucion a 50°C con agitacion constante de 90 golpes por

=]
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minuto durante 24 horas y se centrifugo a 10000 rpm durante 15 minutos hasta aqui
se considera la enzima libre, finalmente se agregd el buffer correspondiente para
llegar a un volumen final de 3 ml, incubado a 50°C, a continuacion se tomaron
muestras de 0.2 ml a los tiempos 0, 15 y 30 minutos de reaccion, por ultimo se aplico

el método del DNS.

DEFINICION DE UNIDADES DE ACTIVIDAD
Una unidad enzimitica (U.E), se definio como la cantidad de enzima que
hidroliza una micromol de azicares reductores por minuto bajo las siguientes

condiciones: T =50°C., concentracion inulina 1% y 6%, pH 3 y 5 en buffer acetatos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para los datos cuantitativos (crecimiento celular, azicares reductores y totales,
concentracion de proteina,actividad enzimatica en células y enzima libre), en cada
grupo se calculé la media y la desviacion estandar.

Para la actividad enzimatica en células crecidas en Inulina y Jugo de Girasol a
pH 3 y pH 5, éstos grupos fueron comparados entre si, tomando en cuenta el tiempo
de fermentacion utilizando el Anilisis de Varianza con un nivel de significacién de

0.05.
Al igual que con la actividad de células con enzima libre, en Inulina y Jugo de Girasol,
comparando los tiempos de fermentacion con la sintesis de la enzima empleando el

Anilisis de Varianza con un nivel de significancia de 0.05.
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ANALISIS DE RESULTADOS
EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS

En la Figura 1, se presenta la concentracion de Azicares Totales y Reductores de
la Fraccion F, obtenida por medio del proceso de Extraccion de Polifructosanos (ver

Material y Método). Se observa una concentracion de 19.063 mg/ml y 9.510 mg/ml de
Azicares Totales y Reductores respectivamente.

Fig 1. Cuantificacion de Aztcares en la Fraccion de Jugo de Girasol.

mg/ml

| |m@Az.Red.
EEAz. Tot.

Fraccion F

En lo que respecta a la Identificacion por medio de Cromatografia en Capa Fina,

se obtuvieron como se observa en la Figura 2, azucares como: Fructosa, Glucosa y una
serie de Polimeros de mayor peso molecular, lo cuales no fueron identificados. Por

ultimo para completar este analisis se presenta la cuantificacion de Glucosa y Fructosa
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separadas por Cromatografia en Capa Fina, Figura 3, en este caso (Concentracion de
Glucosa y Fructosa), se muestran dos picos, el primero corresponde a la glucosa y el
segundo a fructosa, se muestra el recorrido (MD),en el eje de las abscisas y la altura en
el de las ordenadas. En la Fig.4, la curva de calibracion para Glucosa y Fructosa,
después de la transformacion correspondiente se presenta una concentraciéon de Glucosa
(1.660 mg/ml) y Fructosa (5.037 mg/ml). Al relacionar estos datos se tiene 19.063
Azucares Totales, dentro de los cuales 9.51 mg/ml, corresponden a Azicares Reductores:

como Glucosa(1.660 mg/ml) y Fructosa (5.037 mg/ml).

g
F

Glu Fru Sac l?m

Figura 2 . Cromatografia en Capa
Fina del Jugo de Girasol [Fraccidn Fl.

PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El criterio utilizado para la seleccion de un medio de cultivo especifico, fue que
pudiera inducir la produccién de la enzima extracelular que cataliza la hidrélisis del
polisacarido empleando Jugo de Girasol como materia prima.

Se utilizo el medio Inulina (1%) y Jugo de Girasol (1% Az.T.), reportado para la
maxima produccion de inulinasa de K. fragilis, y se determiné la cinética de
fermentacion por medicion del crecimiento microbiano. Los resultados se muestran en la
Fig. 5, (ver datos en el apéndice), esta prueba es el primer experimento. se puede
observar que el tiempo de fermentacion es de 96 hrs., la fase estacionaria se observa a

las 24 hrs. y 12 hrs. respectivamente.
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FIG. 5§ CRECIMIENTO CELULAR DE K fragilis,
EN DOS DIFERENTES MEDIOS DURANTE LA FERMENTACION

Con el fin de determinar la relacién existente entre el crecimiento y la
produccion de la actividad enzimatica, se realizé una fermentacién siguiendo el
crecimiento microbiano determinando la actividad enzimética durante la fermentacién.
En la Fig. 5a, se muestran los resultados obtenidos para este punto. En ésta se observa
que la maxima produccion de actividad enzimitica se tieme al final de la fase
logaritmica de crecimiento, aproximadamente después de las 12 hrs. de fermentacién,
también se encontré que después de la.fase estacionaria hay disminucién de la
actividad, probablemente debido a la presencia de enzimas proteoliticas o a una baja
estabilidad de la enzima. En tanto para el grupo emerhental (Jugo de Girasol), no se

observé actividad enzimatica ( Fig.5a ).
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FIG. 5a ACTIVIDAD ENZIMATICA CON CELULAS LIBRES DE K. fragilis,
CRECIDAS EN MEDIO DE INULINA Y GIRASOL A pH 3. TIEMPO DE REACCION 1 hr.

En el medio del Jugo de Girasol (1% AzT), se observa que crecen las células de
K. fragilis, debido a que el medio contiene monosacaridos,disacaridos y polifructosanos,
por lo que las células utilizan este medio rico.

Debido a que no se obtuvé actividad de inulinasa, se preparé un indculo en
inulina y se vio el perfil de crecimiento, observandose en Fig. 6, que en los tres medios de
cultivo llegan a la fase estacionaria a las 24 hrs. de fermentacion.

En la Fig. 6a, se tiene la actividad eazimética con células de K. fragilis, a pH 3 a
los 15 min. de reaccion, en la que se observa no hay actividad de inulinasa en Jugo de
Girasol ni en el grupo de Indculo en Inulina.

En la Fig. 6b, se muestran las actividades a tres tiempos de reaccion para laS
células crecidas en medio de Inulina 1%. La maxima actividad se detecta a los 30 y 45
minutos de reaccion, 0.383 y 0.352 U.E respectivamente, a partir de las 12 hrs. el perfil

de actividad es igual en los tres tiempos probados.
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FIG.6 CRECIMIENTO CELULAR DE K. fragilis, EN MEDIO DE INULINA Y GIRASOL
1% Az.T.
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FIG. 6a ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CELULAS LIBRES DE K. fragilis
A pH 3. INULINA 1%.TIEMPO DE REACCION 15 MIN,
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FIG. 6b. ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CELULAS LIBRES DE K. fragilis,
A pH 3. CRECIDAS EN MEDIO DE INULINA 1 %.

Al término de este experimento y verificando nuevamente que no se inducian a
las células de K. fragilis, a la actividad de inulinasa, en medio de Jugo de Girasol 1%
Azicares Totales, y sin embargo, su crecimiento era similar al del medio de inulina y
comprobando por medio de Cromatografia en Capa Fina (Fig.2), que habia
monosacaridos (glucosa, fructosa); disacaridos (sacarosa) y polifructosanos en el medio
de Girasol.

e

Se realizé una fermentacion en Jugo de Girasol (17 mg/ml), para el crecimiento
celular e Inulina al 6 % como sustrato en el medio de reaccién para la sintesis de
actividad enzimatica. |

Se observa en la Fig.7, que la duracién de la fermentacién en este medio, es de

216 hrs.,siendo a las 72 hrs. (24.561 mg/ml), en que llega a fase estacionaria.
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FIG.7 CRECIMIENTO CELULAR DE K fragilis, EN MEDIO DE GIRASOL
17 mg/ml. AzT.

En la Fig. 7a, se muestra la concentracion de azicares reductores y totales
respectivamente. La concentracion de aziicares reductores va incrementando durante
las primeras 6 hrs. de fermentacion (0.203 mg/ml), se observa el consumo de estos y
después de las 48 hrs. apareciendo nuevamente a partir de las 72 hrs., asi mismo se
observa la concentracion de Az. T. disminuyen conforme pasa el tiempo de
fermentacion, hasta las 9 hrs., aunque se observa un pequeio aumento en la
concentracion de azicares totales a las 12 hrs. y nuevamente sigue la tendencia a
decrecer con respecto al tiempo,para Fmalmente la concentracion se mantiene

constante.
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FIG.7a.CONCENTRACION DE AZUCARES DE JUGO DE GIRASOL
DURANTE EL PROCESO DE FERMENTACION.

Esto indica que conforme se van consumiendo los azicares totales durante las
primeras 6 hrs. de fermentacion hay una liberacion al medio de azicares reductores,
posteriormente la levadura (K. fragilis), consume aziicares reductores que encuentra en
el medio, y la cantidad de azicares totales decrece, finalmente en el medio no se
encuentran azicares reductores y los totales permanecen constantes.

En cuanto a la actividad enzimatica se muestra la variante en el tubo de
reaccion, en el cual se usé Inulina como suitrato al 6% a pH 3 y pHS a 30 minutos de
reaccion.

En la fig 7b, se observa la actividad enzimitica a pH 3, en la que la maxima
produccion de inulinasa es a las 9 hrs (0.306 U.E).

Por lo que respecta a pH 5, a las 6 hrs. de fermentacion, se presenta una actividad
de 0.257 U.E, posteriormente decae la actividad y para la 48 y 72 hrs. se incrementa,
siendo a las 168 hrs. cuando se obtiene la maxima actividad (0.444 U.E).

De acuerdo a los datos de azicares durante la fermentacion se espera que la

actividad de inulinasa se encuentre durante las primeras 9 hrs de fermentaciéon ya que
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hay un aumento de aziicares reductores en el medio al igual de las 72 y 96 hrs. de
fermentacién. Por lo mostrado anteriormente la actividad de inulinasa bajo los dos
pHs, se encuentran actuando de manera similar, aunque con pH 3 se encuentran
actividades mas altas a tiempos mas cortos de fermentacion que las encontradas con
pH 5.

La concentracion de proteina, dado en la Fig 7¢, muestra que va en aumento

con respecto al tiempo de fermentacion.

LX ]

UE

TIEMPO DE FERMENTACION (HRS)

FIG. Tb.ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CELULAS LIBRES DE K fragilis, CRECIDAS
EN MEDIO DE GIRASOL.TIEMPO DE REACCION 30 MIN.
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FIG. 7c. CONCENTRACION DE PROTEINA EN CALDO DE CULTIVO CON
JUGO DE GIRASOL.

En la Fig 7d, se observa la actividad a pH 5 a los dos tiempos de reaccién.A 15
minutos de reaccién se muestra que conforme pasa el tiempo de fermentacién aumenta
la actividad de inulinasa al menos en las primeras 12 hrs (3.100 U.E), posteriormente
decrece y permanece constante.

En tanto para 30 minutos de reaccién no se observa un aumento notable de la

actividad enzimatica, siendo la maxima a las 216 hrs (4.909 U.E) de fermentacion.
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FIG. 7d. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENZIMA LIBRE DE K. fragilis,
DE MEDIO DE GIRASOL A pH 5.

La diferencia notable entre las actividades con células libres y enzima libre,
estriba en la cantidad, mientras con células se obtienen maximas actividades de 0.306
"U.E, con enzima libre obtenemos actividades de 3.100 U.E.

Por lo que al término del experimento se vio que variando la concentracion de
sustrato (Inulina 6%), en el tubo de reaccidn, se puede observar actividad de inulinasa.

Por los resultados obtenidos en el experimento anterior, se encuentra que las
células que crecen en Jugo de Girasol, produce la enzima (inulinasa), que es detectada
en el medio de reaccion al aumentar la concentracion de sustrato, ya que a la
concentracion de 1% , la enzima quiza tenia poca afinidad por el sustrato. Por lo que el
siguiente paso es comparar con la de Inulina, por lo que en este experimento se siguid

una fermentacion con Inulina y Jugo de Girasol (17 mg/ml Az.T.).
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EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO EN LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE K.
[fragilis.

Se indica en la Fig.8, el crecimiento celular de K. fragilis, en medio de Inulina y
Jugo de Girasol.

En medio de Inulina, se llega a la fase estacionaria a las 24 hrs. de fermentacion,
en comparacion con el medio de Jugo de Girasol, que sigue un crecimiento similar,
aunque a partir de las 12 hrs., continua creciendo sin una fase estacionaria franca, sino

hasta las 120 hrs.

Peso Seco (mg/mi)

0 50 100 150 100 150

Tiempo (hrs)

Fig. 8 CRECIMIENTO CELULAR DE K. fragilis EN MEDIO CON INULINA (+) Y CON JUGO DE GIRASOL .

Como se puede apreciar en la Fig, 8, las células de K. fragilis, en medio de Jugo
de Girasol (17 mg/ml Az.T.), tardan mas tiempo en llegar a su‘fase estacionaria en
comparacion con las células crecidas en medio de Inulina ya que se tienen azicares libres
que son utilizados primeramente para el crecimiento, posteriormente utiliza otros hasta

que no haya azicares.
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CONSUMO DE AZUCARES DURANTE LA FERMENTACION EN DOS MEDIOS
DE CULTIVO

Tal como se presenta en la Fig. 8a. en medio de Inulina la concentracion de
azicares reductores muestran un incremento hasta las 12 hrs. después de estas caen
hasta cero.

Por otro lado, en medio de Jugo de Girasol, la concentracion de azucares
reductores se incrementa durante las 6 hrs., después de este tiempo cae la concentracion.

En cuanto a la concentracion de azicares totales, se muestra que para medio de
Inulina, conforme pasa el tiempo de fermentacion disminuyen éstos azicares, siendo a
las 24 hrs. cuando hay una desaparicion de los azicares totales en el medio.

Para Jugo de Girasol, se da un pequeiio aumento de azicares totales durante las
3 y 6 hrs. de fermentacion, posteriormente se observa una disminucion hasta las 48 hrs.

seguido de un aumento a las 72 hrs.(7.343 mg/ml),después de las 168 hrs. permanece

constante.
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FIG. 82.CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES — Y TOTALES (—)
A TRAVES DEL PROCESO DE FERMENTACION.
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Comparando éstos resultados de concentracién de aziicares con el crecimiento
celular de K. fragilis, tenemos que donde esperamos que haya actividad enzimitica
para el grupo control es a partir de las 3 hrs. y hasta las 24 hrs. de fermentacion. Y
para el caso del grupo experimental, esperamos que la actividad se aunque el caso no
es tan definido como el grupo control, entre las 3 y hasta las 48 hrs. de fermentacién y

quiza después de las 120 hasta las 168 hrs. de fermentacion.

CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
- Efecto de la fuente de carbono en la produccion de la enzima

Se utilizé un inductor (inulina) para probar cual de las células crecidas en los
dos medios era la mas indicada para la obtencién de la enzima.

En las siguientes figuras (8b,8¢c,8d,8e.),se observa la actividad enzimatica a pH
3 y pH 5, a dos tiempos de reaccion para los dos medios de cultivo (Inulina y J.
Girasol).

EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
a) pH 3 a 15 minutos de reaccion.

Se observa en la Fig.8b., en cuanto a este tratamiento se sometié a un analisis
de varianza con la prueba de Tukey con un nivel de significancia P> 0.05, por lo que
se tiene que al tiempo de fermentacion cero las actividades de las células crecidas en
ambos medios son iguales, y son significativamente diferentes a pmh de las 3 hrs. y
hasta las 12 hrs., sin embargo a las 24 hrs. de fermentacion se igualan las actividades
(0.424 y 0.485 U.E), de las 48 a las 96 hrs., se tiene que son significativamente
diferentes, siendo mayor la actividad para Jugo de Girasol, mostrando una maxima
actividad significativamente mayor 96 hrs.(0.782 U.E).En general la actividad

aumenta conforme pasa el tiempo de fermentacion.

b) pH 3 a 30 minutos de reaccion.
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Se tiene que la actividad se observa en Fig.8c., con el mismo tratamiento
estadistico, tenemos que en las primeras 3 hrs. las actividades en los dos grupos son
iguales y a partir de las 6 hrs. se presenta actividades significativamente diferentes en
los dos grupos hasta las 24 hrs., siendo mayor la actividad a las 24 hrs.(0.422 U.E)
para Inulina, después de este tiempo la actividad cae, en tanto para Jugo de Girasol,

la maxima actividad se presenta a las 72 y 96 hrs. (0.281 y 0.266 U.E).
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FIG. 8b ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CELULAS DE K. fragilis, CRECIDAS EN
MEDIO DE INULINA Y GIRASOL A pH 3, TIEMPO DE REACCION 15 MINUTOS.

Después de ver éstos datos tenemos que la maxima actividad para medio de
Inulina es a las 24 hrs. de fermentacién (0.423 U.E ) a pH 3 con un tiempo de reaccion
de 15 minutos. Y para el grupo experimental bajo estas mismas condiciones la mixima
actividad 96 hrs.(0.782 U.E) de fermentacién. Y para el tiempo de reaccién de 30
minutos, tenemos que para grupo control se haya la mixima actividad a las 24
hrs(0.422 U.E) y para el medio de Jugo de Girasol a las 72 hrs (0.281 U.E), con esto se

presenta que para medio de Inulina a pH 3, no influye el tiempo de reaccién, las
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las actividades son iguales a las 24 hrs. Y para Jugo de Girasol a pH 3, se tienen
diferencias significativas en el tiempo de reaccion, siendo mayores al tiempo de reaccion

15 minutos y aumentando dicho tiempo decrecen las actividades.
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FIG. 8c.ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CELULAS LIBRES DE K. fragilis
CRECIDAS EN MEDIO DE INULINA Y GIRASOL.A pH 3, TIEMPO DE REACCION 30 MIN.

¢) pH S a 15 minutos de reaccion.

En cuanto a pH 5, con 15 minutos de reaccion, y aplicando el ANOVA con la
prueba de Tukey con P>0.05, se tiene Fig.8d., que durante las 12 hrs. de fermentacion
las actividades en los dos grupos son significativamente diferentes, siendo
significativamente mayores en el grupo de Inulina a 3 hrs.(0.740 U.E), después de este
tiempo la actividad cae, se muestra que las actividades para ambos grupos se igualan a

las 24 y 48 hrs., en el grupo de Jugo de Girasol se incrementa la actividad, presentando

la maxima actividad a las 96 hrs.(0.758 U.E).
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FIG. 8d. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CELULAS LIBRES DE K. fragilis,
A pH 5, TIEMPO DE REACCION 15 MINUTOS.

d) pH S a 30 minutos de reaccion.

Se tiene en la Fig.8e.,que a los tiempos en que son significativamente diferentes es
alas 3y 6 hrs. de fermentacion, mostrando la maxima actividad para Inulina a las 3 hrs.
(0.157 U.E), y para Jugo de Girasol a las 6 hrs.(0.309 U.E). Para los demas tiempos se

igualan y decrecen las actividades.
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FIG.8¢. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CELULAS LIBRES DE K. fragilis,
A pH 5, TIEMPO DE REACION 30 MINUTOS.

De acuerdo a éstos datos se tiene que la actividad en Inulina y Jugo de Girasol a
pH 5, se observan diferencias significativas en cuanto al tiempo de reaccion, a mayor
tiempo de reaccion la actividad cae. En medio de Inulina la maxima actividad se
presenta a los 15 minutos de reaccion a las 3 hrs.(0.740 U.E), de fermentacion. En tanto
para las células crecidas en Jugo de Girasol la maxima actividad a pH S es a los 15
minutos de reaccion a las 96 hrs.(0.758 U.E) de fermentacion.

La influencia que tiene el pH en la produccion de la enzima inulinasa se ve
claramente, ya que a pH 3 se muestran actividades significativamente mas bajas en
comparacion a las obtenidas a pH 5, asi como también el tiempo de la reaccion, a
tiempos mas cortos, se obtiene la mayor producciéon de inulinasa, para ambas células

]

crecidas en Inulina y Jugo de Girasol.
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CONCENTRACION DE PROTEINA DURANTE LA FERMENTACION

En la Fig. 8f, se presenta la concentracion de proteina encontrada en el medio de
Inulina y Jugo de Girasol, durante la fermentacion, la concentracion de proteina en el
medio de Inulina aumenta, partiendo de una concentracion de proteina de 54.545 pg/ml,
al tiempo cero, conforme pasa el tiempo de fermentacion. Por lo que respecta al medio
de Jugo de Girasol, al tiempo cero hay una concentracion de 54.545 pug/ml, se encuentra
un aumento a través del tiempo de fermentacion. Lo notable es que comparando el
grupo control con el experimental, tenemos que en Jugo de Girasol hay mas

concentracion de proteina que en Inulina.
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FIG. 8f. CONCENTRACION DE PROTEINA A TRAVES
DEL PROCESO DE FERMENTACION.

EFECTO DE LA ENZIMA LIBRE EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Se muestra la actividad enzimatica de enzima libre de K. fragilis, en dos medios

de fermentacion (Inulina y Jugo de Girasol), a pH 5 a los 15 minutos de reaccion.

a) 15 minutos de reaccion:

Para la enzima libre en Inulina en la Fig. 8g, se muestra que las actividades son
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significativamente diferentes en los dos grupos (Inulina y J. Girasol), se presentan
actividades mas altas para Inulina durante 48 hrs. de fermentacion, siendo la actividad
maxima a las 24 hrs.(12.306 U.E), después de este tiempo quedan valores constantes.
Para Jugo de Girasol a partir de las 72 hrs. de fermentacion y hasta las 216 hrs.,
la actividad es significativamente mayor en comparacion con la enzima obtenida de las

células crecidas en Inulina, siendo la maxima a las 144 hrs.(22.061 U.E).
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FIG.8g. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENZIMA LIBRE DE
K fragilis, A pH 5, TIEMPO DE REACCION 15 MINUTOS.

Se tiene que por el anilisis de varianza hay diferencias significativas entre los dos
tiempos de reaccion (15 y 30 minutos), siendo mayor a los 15 minutos, tanto para la

enzima obtenida en el medio de inulina como para la enzima de Jugo de Girasol.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE INULINASA DE CELULAS Y
EXTRACTO CRUDO DE PROTEINA (ENZIMA LlBRE).I
a) Tiempo de reaccion 15 minutos:

Se muestran diferencias significativas entre la actividad de la enzima crecida en
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medio de Inulina y las células crecidas en el mismo medio, presentando mayores
actividades con enzima, 24 hrs.(12.306 U.E) y con células a las 3 hrs.(0.741 U.E). Ver
Fig. 9.
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Fig. 9. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE INULINASA DE CELULAS Y ENZIMA LIBRE EN
MEDIO DE INULINA Y JUGO DE GIRASOL EN LOS TIEMPOS DE FERMENTACION DE
MAYOR ACTIVIDAD A LOS 15 MINUTOS DE REACCION.

En tanto para la produccion de la actividad de inulinasa en células y enzima
producida en medio de Jugo de Girasol, se encuentra que la actividad de enzima es
significativamente diferente a la actividad de las células, siendo la maxima actividad a
las 144 hrs. (22.061), para la enzima, y la maxima actividad para las células a las 72 hrs.

(0.758 U.E).
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6.0 DISCUSION

Una de las aplicaciones con mas interés en la industria para las inulinasas es la
produccion de jarabes fructosados o los llamados 'Jarabes con alto contenido de
fructosa y glucosa" (Ultra High Fructose Glucose syrups UHFG), pudiendo utilizar
como materia prima los desechos agricolas de plantas de Girasol como fuente de
Inulina. Lo cual por la abundancia de estos en nuestro pais, provee una excelente fuente
de carbohidrato.

Estos jarabes fructosados ya desde hace varios afios tenian ganado una
interesante porcion en el mercado de los edulcorantes, sustituyendo a la sacarosa, la cual
causa problemas relacionado con la obesidad, caries y diabetes (Vandame and
Dedrycke,1983).

Como es sabido la fructosa es preparada a partir de sacarosa por una conversion
enzimatica. Resultados obtenidos por Grootwassink et al. (1980), muestran que es mas
favorable la hidrolisis enzimatica de la inulina que la hidrdélisis quimica.

El adicionar inulina como fuente de carbono es generalmente un pre-requisito
para la formacion de la enzima. Snyder and Phaff (1960), estudiaron la influencia de
varios carbohidratos como inductores de la enzima de K. marxianus. También fue
estudiada esta produccion con fuentes de carbono fermentables y no fermentables por
Grootwassink and Hewitt, (1983). Obteniendo los mas altos niveles de inulinasa con
fructosa y sacarosa a pH 5 y 30 °C, mientras que con otras fuentes de carbono como
lactosa, galactosa y etanol no mostraron produccion de inulinasa. |

Parekh and Margaritis (1986), estudiaron la influencia de la fuente de carbono
con los siguientes resultados, el mas alto rendimiento de la actividad de inulinasa se
encontré con inulina (212 U/ml), sacarosa (635 U/ml), fructosa (53 U/ml) y por ultimo
glucosa (49 U/ml).

De acuerdo con Rouwenhorst (1988) y los anteriores autores, muestran que la

producciéon de la inulinasa es inducible por la adicién de inulina como fuente de



carbono, asi como que la fructosa es un inductor primario, de ésta pero que a su vez en
concentraciones altas provoca un represion catabélica (Rouwenhorst, 1988).

Para esta levadura la producion de la inulinasa intracelular es asociada al
crecimiento y disminuye con la autélisis de las células, mientras que la inulinasa
extracelular comienza a acumularse en el medio de cultivo después del crecimiento de
las células y se incrementa en la fase de muerte (Grootwassink and Fleming, 1980).
Mientras Grootwassink and Hewitt (1983), reportan que del total de inulinasa formada,
el 70 - 75 % esta ligada a las células, mientras que el resto se encuentra en el medio.

En este trabajo, se estudio el efecto del Jugo de Girasol, sobre la actividad de
Inulinasa y crecimiento de K. fragilis.

En la realizacién de los primeros experimentos se observé que en ambos medios
(Inulina y J.Girasol),figuras 5 y 6 el crecimiento es semejante.

En tanto para la actividad de inulinasa, empleando como sustrato Inulina 1%
(Snyder and Phaff, 1962), con las células crecidas en Inulina se presenta la actividad de
inulinasa asociada al crecimiento de K. fragilis, siendo la maxima actividad a las 24 hrs
(Fig. 5a y 6a). En tanto para las células crecidas en Jugo de Girasol no se presentaba
actividad de inulinasa, pero promueve un buen crecimiento ya que en su composicion
mostrada en la Figura 2, presenta monosacaridos como fructosa, glucosa; disaciridos
como sacarosa y fructosanos (polimeros de fructosa), por esta razon, la levadura tiene
un crecimiento similar al de las células crecidas en Inulina. Aunque no se observé
actividad debido a la poca concentracion de sustrato (Inulina 1% ), usada para medir la
actividad enzimatica.

Por lo que en el siguiente experimento se vario la concentracion de sustrato
Inulina 6% para determinar la actividad enzimaitica (Fig.7-7d). En trabajos reportados
por Byun and Nahm,1978, utilizan inulina 5% como sustrato. en el ensayo de la
actividad, obteniendo actividades mas altas (0.5 U/ml). El dltimo experimento lo

consideramos mas completo, por lo que se discuten varios aspectos de él.
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En el crecimiento de K. fragilis, con medio de inulina, se llega a fase
estacionaria a las 24 hrs. de fermentacion (12.010mg/ml), en tanto para Jugo de
Girasol hasta las 216 hrs., sin embargo, la fase estacionaria se presenta a las 120
hrs.(22.757 mg/ml) en la Figura 8. Se considera que el Jugo de Girasol es una buena
fuente de carbono para el crecimiento de K. fragilis.

Al seleccionar al Jugo de Girasol como materia prima, se pensé en que éste
permitiera a las células de K. fragilis, crecer en este medio y que fuera capaz de
producir la enzima de interés. Por lo que se determiné la concentracion de aziicares en
el medio de fermentacion, se encontré que la fermentacion en Inulina, los azicares
totales decrecen conforme al tiempo, en tanto los azicares reductores aumentan
durante cierto tiempo, con esto podemos decir que conforme se van consumiendo los
azicares totales hay liberacion al medio de azicares reductores que sirven como
fuente de carbono para soportar el crecimiento, aunque se presenta una menor
velocidad de crecimiento (Fig. 8a.).

El efecto que tiene el pH en la actividad de inulinasa y el tiempo de reaccion se
observa que para células crecidas en Inulina, la actividad es mas estable que las
obtenidas en Jugo de Cirasol, siendo a pH 3 (Fig. 8b.),cuando se presentan
actividades mas bajas en comparacion a pH 5 (Fig. 8d ). A pH 3 para las células de
inulina a 15 y 30 minutos de reaccién no cae la actividad po lo que se puede decir que
es mas estable. En tanto para las células crecidas en J. Girasol, a pH 3 las actividades
son bajas y decrecen con el tiempo de reacciéon .A pH 5 se obtienen actividades mas
altas y bajan con el tiempo de reaccion. Ademads, que las actividades en Jugo de
Girasol son diferentes que las de Inulina. Por lo que el Jugo de Girasol, si induce la
actividad de inulinasa pero a diferentes tiempos (Fig. 8b y 8c ).

Con respecto a la concentracion de extracto crudo de pl:oteina (Fig. 8f ), es
légico pensar que en medio de J. Girasol se van a encontrar mayores concentraciones
que en el medio de Inulina, ya que como se menciond anteriormente como es un medio
complejo que va a inducir a la produccién de un sistema multienzimatico. En tanto la
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actividad con extracto crudo de proteina (enzima), se obtienen actividades mas altas a
los 15 minutos de reaccion para ambos grupos (Fig. 8g ), siendo mayores las actividades
con Inulina a las 24 hrs. y para Jugo Girasol se presenta la maxima a las 144 hrs. Se
encontraron actividades mas altas con la enzima para los dos grupos, para inulina en un
tiempo de fermentacion maximo de 24 hrs. y para Jugo de Girasol de 120 y 144 hrs. de
fermentacion, no siendo necesario seguir la fermentacion por mas tiempo.

La Inulina empleada en este trabajo como medio de cultivo, es un medio
definido, en el cual las células crecen y sintetizan a la enzima ( B—fructofuranosidasa), en
tanto para la produccion de enzima con células de Jugo de Girasol, como es un medio
complejo, las células crecen consumiendo primero los monosacaridos, disacaridos y
finalmente polimeros de fructosa (Bacon and Edelman, 1950), y por lo tanto
sintetizando quiza no inicamente una enzima sino varias, por lo que la produccion de
dos 0 mas enzimas simultineamente en lugar de sélo una en el experimento anterior, es
una carga metabolica para la levadura. De ahi que es muy probable que los
rendimientos en la produccion de la enzima puedan tener caidas o se vean afectados.

En algunos reportes sobre esta levadura se encontré que puede actuar tanto
sobre sacarosa como sobl;e inulina (Negoro, 1978; Vandame and Dedrycke, 1983). La
fructosa es mejor inductora en la produccion de la inulinasa que la sacarosa, por lo que
esto se debe seguramente a que los azicares pequeiios presentan represion catabélica,
efecto que ha sido reportado por Grootwassink and Hewitt (1983), por lo que para
utilizarse como fuente de carbono o inducto.r, seria necesarios emplearlos en muy bajas
concentraciones.

Para producir fructosa a partir de inulina por hidrélis enzimatica se requiere de
un biocatalizador que catalize dicha reaccion como puede ser células o enzimas con
actividad de inulinasa, cuya obtencion a partir de caldos de fermentacion de la levadura

K. fragilis, fue uno de los objetivos deeste trabajo.. La bibliografia reporta
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que la actividad de inulinasa se encuentra asociada a la membrana de la célula (Lam
and Grootwassink, 1985), lo cual se comprobé mediante la determinacion de actividad
enzimdtica en células durante el curso de la fermentacion. Como la inulinasa es un
metabolito asociado al crecimiento celular, siempre y cuando sea inducida desde el
principio, es importante la obtencién de una mayor cantidad de biomasa, tanto para

obtener la enzima libre como la unida a la célula.
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7.0 CONCLUSIONES

1. El Jugo de Girasol (H. annus), contiene una mezcla de monosacaridos, disacaridos

y polifructosanos.

2. El mejor medio para el crecimiento de K. fragilis es el Jugo de Girasol en

comparacion al de Inulina.

3. En medio de Inulina el tiempo de fermentacién es menor (24 hrs.), que para Jugo

de Girasol (120 hrs.).

4. Las células crecidas en Jugo de Girasol e Inulina presentan actividades de inulinasa

altas a pH 5 y a tiempos cortos.

5. La enzima libre sintetizada en Jugo de Girasol a las 144 hrs. de fermentacion es
mas alto que para la enzima generada en Inulina 24 hrs. Por lo que se muestra que

son sistemas diferentes entre si.

6. La actividad de Inulinasa es mas alta en extracto crudo de proteina (enzima),que en

células.
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ANEXO



Tabla I1. Crecimiento celular de K. fragilis, en dos medios de cultivo*.

Tiempo Inulina_(mg/ml) J. Girasol (mg/ml)

Hrs. X * DS X * DS

0 0354 0.029 0.377 0.024
3 1.153 0.244 0.701 0.309
6 5973 2733 3.918 0377
9 9.690 5.175 9.760 3.436
24 13.766 2.755 9.840 1.256
48 15367 1.085 10.478 1.200
72 17.657 2.944 12.151 2.415
96 19.079  1.809 12.578 2.236

* Inulina 1% ; J. Girasol 1 % Az. Totales.

n=4

Tabla II a. Actividad Enzimatica de K. fragilis, durante la fermentacion.

Inulina (U.E)
Tiempo
Hrs. X + D.S
0 0.031 0.021
3 0.613 0.018
6 0.020 0.028
9 0.064 0.091
24 0.136 0.010
48 0.111 0.007
72
96

1 U.E =1 pmol de Az. Red. liberado por mg de células por min.
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Tabla III. Crecimiento celular de K. fragilis, durante la fermentacion.

Tiem Inulina J.Girasol ®

po
Hrs X + DS X £ DS X + D.S
0 0.249 0 0.568 0 0.650 0
3 0.343 0.022 0.867 0 0.800 0.118
6 1.552 0.013 2.582 0 2381 0.074
9 3.047 0.064 3.730 0.017 3.755 0.017
12 5316 0.030 5311 0.980 4.932 0.209
24 18.402 5.972 19.221 2.135 17.229  2.761
48 12.016 0.900 11.114 0 17.229  2.761
72 16368 0.820 11.829 0.383 10.288  0.181
96 15.593 1.161 8.989 0.115 6.859  0.863
120 13.984 0.275 9.727 2971 6.859  0.863

* Inéculo en Inulina, fermentacion en J. Girasol.

n=2

Tabla III a. Actividad Enzimatica ( U.E ), de K. fragilis, durante la fermentacion
en medio de Inulina 1 %.

Tiempo 15 min. 30 min. 45 min.

i X + DS X + DS X + DS
0 0 0 0.067 0.010 0.030 0.007
3 0.007 0.010 0.033 0.004 0.105 0.042
6 0.015 0 0341 0.004 0.352 0.038
9 0.150 0.021 0383 0.021 0.292 0.017
12 0.240 0.021 0.206 0.026 0.192 0.010
24 0315 0.084 0311 0.026 0.257 0.003
48 0300 0.042 0263 O 0.195 0.028
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Tabla IV. Crecimiento celular de K. fragilis, en medio de J. girasol (17 mg/ml Az. t.).

Tiempo J. Girasol
il X + D.S
0 0365 0.004
3 1.660 0.028
6 3.839 0.177
9 5.424 0.166
12 8.443 0.541
24 15.558 1.472
48 21.458 1.913
72 24.561 1.030
96 26.561 1.289
120 27.942 0.347
144 26.791 0335
168 28.120 1.338
192 26.306 0.085
216 25217 0.164
n=4
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Tabla IV a. Concentracion de Azicares, de K. fragilis, durante la fermentacion en

medio de J. Girasol (17 mg/ml Az. T.).

Tiempo Az. Reductores Az. Totales
Hrs. (mg/ml) (mg/ml)
X = DS X = DS
0 0.151 0.039 16.041 1.285
3 0.167 0.007 14.374 2.380
6 0.203 0.016 14.999 1.894
9 0.167 0.022 13.506 2.508
12 0.160 0.036 14.756 1.196
24 0.075 0.027 11.249 1.782
48 0 0 0 0
72 0.114 0.016 13.819 1372
96 0.134 0.012 13.541 1.125
120 0.075 0.022 14.235 3.018
144 0.111 0.034 14.957 2.280
168 0 0 14.722 1.937
" 192 0 0 13.159 4.860
216 0 0 14.999 5.188
n=4
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Tabla IV b. Actividad Enzimatica ( U.E), de K. fragilis,durante la fermentacion en
medio de Jugo de Girasol.

pH 3 pH 5§
Tiempo
Hrs. X + DS X = DS
0 0 0 0.168 0.044
3 0.168  0.045 0.122 0.077
6 0.082  0.040 0.257 0.152
9 0306 0.101 0.108 0.045
12 0.110  0.044 0.069 0.070
24 0.164 0.097 0.045 0.038
48 0.189 0.165 0.254 0.073
72 0.297  0.050 0.241 0.049
96 0.231 0.075 0.028 0.031
120 0.018  0.023 0.117 0.097
144 0.097 0.108 0.251 0.029
168 0236 0.027 0.444 0.108
192 0315 0.059 0.087 0.059
216 0.062‘ 0.073
Tubo de reaccion = 1 mg células + 0.85 ml Inulina(6%) + Buffer de acetatos 0.1 M
pH3 o pHS.

n=8



Tabla IV c. Concentracion de Proteina de K. fragilis, durante la fermentacién en

Jugo de Girasol (17mg/ml Az. T.).
Tiempo J. Girasol (ng/ml Proteina)

. X & D.s
3 202.27 9.644
6 34545 12.855
9 581.81 12.855
12 363.63 12.855
24 886.36 0

48 943.17 16.072
72 1397.72 16.072
96 1852.26 16.072
120 1761.36 48.210
144 1897.72 48.210
168 2159.09 0

192 1431.81 32.138

216 329.54 80.355

n=2
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Tabla IV d. Actividad Enzimatica de enzima libre de K. fragilis, durante la

fermentacion en Jugo de Girasol.

15 min. (U.E) 30 min. (U.E)
Tiempo
Hrs. X = DS X = DS
3 0.738 0.835 1.070 0.260
6 1.255 0.104 0.885 0313
9 2.141 1.148 1.144 0.156
12 3.100 0.208 1.107 0.104
24 2.731 0.730 1.623 0313
48 1.698 1.148 1.181 0.209
72 1.476 0.626 1.255 0.104
96 0.880 0.618 1.144 0.364
120 1.550 1.357 1.291 0.260
144 0.443 0.626 0.443 0.626
168 2.141 0.104 0.996 0.052
192 2.805 0.835 2.473 0.052
216 7.235 0.208 4.909 0.260
n=8
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Tabla V. Crecimiento celular de K. fragilis, durante la fermentacién en dos medios

de cultivo.
Inulina J. Girasol
Tiempo | (mg/ml) (mg/ml)
Hrs: X + DS X + DS
0 0.429 0.034 0.469 0.204
3 1.418 0.077 1.360 0320
6 2.074 0.012 3.412 0.149
9 6.325 0.253 4.841 0.441
12 8.877 0.949 11.096 0.595
24 12.010 0.267 12.099 0.873
48 13.633 0.985 14.708 2.590
72 14375 0.212 18.286 1.918
96 15.132 0.847 20.959 1.856
120 22.757 1.627
144 24.845 1.184
168 25.728 0.813
192 26.017 1.010
216 26.495 0.561
n=4
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Tabla V a. Concentracién de Azucares Reductores de K. fragilis, durante la
fermentacion en dos medios de cultivo.

Inulina (mg/ml) J.Girasol
Tiempo (mg/ml)
Hrs. X = DS X * DS
0 1.380 0.074 3328 0.030
3 2.084 0.118 3.690 0.191
6 4.230 0.092 3.729 0.296
9 4.621 0.128 1.065 0.055
12 4.344 0.132 0.874 0.031
24 1.621 0.134 0.904 0.050
48 0 0 0.871 0.117
72 0 0 0.792 0.042
96 0 0 0.923 0.104
120 0.907 0.079
144 0.845 073
168 0.756 0.170
192 0.358 0.060
216 0345 0.067

n=4



Tabla V b. Concentracion de Azucares Totales de K. fragilis,durante la

fermentacion en dos medios de cultivo.

Tiempo Inulina (mg/ml) J. Girasol
Hrs. (mg/ml)
X + DS X += DS
0 15.392 7.531 15.021 2.130
3 7.863 2.038 19.732 0.121
6 7.937 5177 18.879 0.186
9 7.492 8313 12.017 2.673
12 3.634 5.037 4.673 2.460
24 0 0 4.895 0.794
48 0 0 5.785 0.209
72 0.445 0.629 7.343 4.035
96 0.296 0.593 7.751 3.291
120 5.229 3.448
144 9.079 6.714
168 4.079 4.7117
192 4.413 0.142
216 4.228 0.191
n=4
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Tabla V c. Actividad Enzimatica de células libres de K fragilis, durante la fermentacion en dos medios de cultivo a pH

3.
Tiem- Inulina (U.E) J. Girasol ( U.E)
I:])rs, 15 min. 30min. 15 min. 30 min.
X + DS X = DS X + DS X + DS
0 0.000 0.057 0.000 0.123 0.055 0.009 0.006 0.012
3 0 0 0.187 0.014 0.489 0.070 0.139 0.017
6 0.065 0.045 0.276 0.091 0.533 0.022 0.130 0.051
9 0.247 0.167 0.342 0.062 0.009 0.007 0.070 0.052
12 0.265 0.182 0354 0.113 0 0 0.001 0.002
24 0.423 0.104 0.422 0.025 0.484 0.177 0.023 0.027
48 0354 0.130 0 0 0.629 0.045 0.117 0.031
72 0.450 0.018 0 0 0.647 0.140 0.281 0.031
96 0363 0.042 0.031 0.040 0.782 0.062 0.266 0.045
120 0.326 0.077 0.049 0.052
144 0.306 0.046 0.081 0.013
168 0.277 0.023 0.022 0.022
192 0345 0.049 0.148 0.026
216 0.024 0.030 0.195 0.079
n=4
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Tabla V d. Actividad Enzimatica de células libres de K. fragilis, durante la fermentacion en dos medios de cultivo a pH

5.
Tiemp Inulina (U.E) J. Girasol (U.E)
L 15 min. 30 min. 15 min. 30 min.
X + DS X + DS X + DS X + DS
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004 0.009 0.002 0.004
3 0.740 0.086 0.094 0.041 0.029 0.046 0.014 0.011
6 0.563 0.088 0.065 0.019 0.202 0.009 0309 0.056
9 0.250 0.084 0.083 0.029 0.092 0.098 0.110 0.007
12 0348 0.225 0.157 0.131 0.043 0.055 0.164 0.039
24 0343 0.221 0.153 0.087 0.248 0.291 0.041 0.076
48 0.021 0.027 0.004 0.009 0.158 0.153 0.023 0.034
72 0 0 0 0 0.407 0.048 0.106 0.013
96 0.019 0.039 0.008 0.013 0.758 0.061 0.212 0.102
120 0.128 0.107 0.007 0.009
144 0.219 0.253 0.082 0.096
168 0.231 0.268 0.060 0.103
192 0.201 0.043 0.072 0.010
216 0.443 0.060 0.039 0.004
n=4
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Tabla V e. Concentracion de Proteina de K. fragilis, durante la fermentacién en dos medios de cultivo.

Tiempo Inulina (pg/ml) J. Girasol (ug/ml)

G X + DS X + DS
0 54.545 2.624 54.545 2.624
3 107.954  45.925 122.000 13.266
6 124.999 13.121 267.000 82.065
9 164.772  32.803 270.000 67.606
12 579.545  39.364 297.000 91.294
24 825.000 136.991 374.999 13.121
48 955.000 156.950 738.635 91.851
72 1555.000 227.082 1147.726  275.553
96 1535.000 112.398 1602.172  747.931
120 1795.454  603.593
144 2102.272 774.174
168 1715.909 39364
192 1681.772  26.295
216 1579.545 65.607
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Tabla V f. Actividad Enzimatica de enzima libre de K. fragilis, durante la fermentacion en dos medios de cultivo, a pH

5.
Tiem- Inulina (U.E) J. Girasol (U.E)
e 15 min. 30 min. 15 min. 30 min.
X+ DS X + DS X+ DS X + D.S
0 1.690 0.975 0.000 0 0347 0.469 1.13 0.402
3 4.161 0.943 0.000 0 1.978 0.927 1.66 0.454
6 6.891 0.138 0.074 .094 2282 0.254 1.44 0.298
9 8.170 0.113 0.024 .049 2.038 0.190 1.59 0.344
12 6.863 0.875 2337 523 2.188 0.000 1.59 0.269
24 12.3060.905 3.208 .170 3.829 2.720 736 0.487
48 9.795 .139 4.451 1.93 5211 0.530 6.74 0.446
72 8.036 .190 1.441 910 12.63 1.402 12.83 2.832
96 8.122 .626 0.743 .474 11.19 2.025 10.06 1.558
120 18.05 1.382 16.64 1.442
144 2027 2.367 15.26 0.841
168 23.38 3.266 21.06 2329
192 8357 4.420 7.23 4.847
216 13.92 1.498 11.99 1.178
=2

69




	Portada

	Índice

	1. Introducción 
	2. Antecedentes 
	3. Objetivos 
	4. Material y Métodos 
	5. Análisis de Resultados 
	6. Discusión 
	7. Conclusiones 
	8. Bibliografía 
	9. Anexos  



