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RESUMEN

RESUMEN

La inulina es un polisacarido compuesto de unidades fructosa al que puede estar
unido una molécula de glucosa. Es un polimero de reserva para diversos géneros
vegetales, en los cuales actia como fuente de energia y probablemente ayuda a
prevenir los dafios por temperaturas extremas. Los fructanos de Agave tequilana
son un carbohidrato de reserva, que se encuentra principalmente en la zona de la
pifia y la base de las pencas de la planta, las pencas la poseen en menores
cantidades. Al utilizar enzimas para hidrolizar las pencas del agave se liberan
azucares reductores, que pueden utilizarse para producir etanol vy
fructooligosacaridos Utiles como prebioticos. Estas enzimas se pueden obtener de
fermentaciones sumergidas utilizando las pencas como fuente de carbono, por lo
cual es posible darle un uso integral al agave tequilero, pues estas pencas
constituyen un residuo de la industria del Tequila. La produccion de las enzimas
extracelulares se llevd a cabo en cultivo sumergido con Aspergillus niger CH — A —
2010, utilizando pencas de Agave tequilana Weber como fuente de carbono,
adicionadas con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, ademas de fosfatos.
Se establecieron las condiciones de cultivo, pH, agitacién, temperatura,
concentracion y la edad del inéculo a nivel matraz Fernbach con 1 litro de medio
de cultivo y la produccion de las enzimas se realizé a nivel fermentador de 16 L
con 10 litros de medio, en el cual se obtuvieron 1.2 U/mL de inulinasa. Igualmente
se establecieron las operaciones unitarias para la separacién, purificacion parcial
y la obtencion de un extracto crudo con actividad enzimatica. Estos extractos se
utilizaron para hidrolizar sustratos ricos en fructanos tipo inulina y agavinas y se
evalué la capacidad para producir azucares reductores. El potencial de las
enzimas obtenidas es la produccién de fructosa y fructooligosacéaridos a partir de
fructanos, ademas de servir de intermediarios en la produccién de etanol. Al
utilizar las pencas en la produccion de enzimas se proporciona un valor agregado

al residuo agroindustrial y se favorece el uso integral del Agave tequilana.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El Agave tequilana es un cultivo importante en el pais por sus aplicaciones en la
industria de las bebidas alcohdlicas, en la que se utilizan alrededor de 1 millén de
toneladas anuales Desde el punto de vista industrial, el agave esta constituido por
las hojas o pencas y la pifia. La pifia es el corazén del agave rodeado por la base
de las pencas, esta seccion contiene la mayor cantidad de fructanos de toda la
planta. Las pencas se separan de la pifia durante la jima y permanecen en el
campo de cultivo sin utilidad alguna. La pifia se somete a cocimiento para obtener
azucares fermentables a través de hidrélisis fisico quimica. Una vez obtenidos los
azucares se realiza la formulacién del mosto y se inocula con levaduras para
obtener el etanol. El residuo de este proceso es el bagazo de la pifia el cual esta
constituido principalmente por celulosa, un uso potencial de este residuo es la
fabricacion de papel (lfiiguez — Covarrubias, 2001). Las pencas por otra parte,
tienen entre sus componentes, celulosa, pectina, xilanosy fructanos, los cuales
pueden servir como sustratos en fermentaciones con microorganismos para la

produccion de compuestos de interés industrial (Huitron et al., 2008).

La inulina es un polisacarido constituido de fructosas y generalmente posee un
residuo terminal de glucosa, algunos autores consideran que los polisacéaridos de
fructosa mayores de 10 unidades pueden considerarse como inulina, sin embargo
algunos otros argumentan que la inulina es un mezcla de fructanos de longitudes
diversas y que asi se encuentra en la naturaleza. Este polisacarido se extrae
comercialmente de vegetales como la achicoria y la dalia, pero esta presente en
alcachofa, el diente de ledn, la cebolla, el ajo y en los espéarragos (Rica et al.,
2007).

La inulina puede emplearse como ingrediente funcional en los alimentos, pues se
considera un prebiotico entre algunos otros beneficios que aporta su consumo,
ademas si se hidroliza enzimaticamente se pueden obtener fructooligosacaridos
que también poseen propiedades prebidticas y poseen dulzor de entre 30 — 50 %

comparado con la sacarosa. La inulina es una fuente potencial de fructosa y
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podrian prepararse jarabes con un porcentaje mayor al 90 %, con menos pasos
enzimaticos comparados con los jarabes de fructosa elaborados con almidén de
maiz. Para hidrolizar la inulina hasta fructosa pueden emplearse métodos
fisicoquimicos, pero las condiciones drasticas producen compuestos coloridos y de
dulzor nulo. Los métodos enzimaticos no producen compuestos indeseables y se

puede alcanzar alta eficiencia en la hidrdlisis (Singh, 2006).

Las enzimas que hidrolizan los fructanos hasta fructosa y fructooligosacaridos,
son la exoinulinasa que libera las unidades de fructosa y la endoinulinasa que
corta fructooligosacaridos de diversas longitudes. Las fuentes méas productivas
para obtener estas enzimas son de origen microbiano, entre las que destacan los
hongos del género Aspergillus y levaduras del género Kluyveromyces, aunque
algunas bacterias también las producen. Los hongos poseen la ventaja de producir
las exo y endo inulinasas, ademas de que sus enzimas son extracelulares, por lo
gue los procesos de separacion y purificacion pueden ser mas sencillos (Rica et
al., 2007).

Al utilizar los residuos de la industria tequilera como son las pencas, se podrian
obtener enzimas con valor para la industria de los alimentos, pues podrian tener el
potencial para producir jarabes de fructosa y fructooligosacéaridos, al tiempo
podrian utilizarse en la produccion de azucares fermentables requeridos para la

produccion de etanol.
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CAPITULO 2. GENERALIDADES
2.1 Inulinay fructooligosacaridos.

La inulina es un polisacarido que consiste consistente en una cadena de D-
fructosa unida con un enlace B (2 - 1) y terminada con una D — glucosa unidad
con un enlace a (1 = 2). La inulina se puede describir con la formula GF,, donde
G se refiere a la glucosa, F a la fructosa y n al nimero de monosacéridos (Korakli
et al., 2003).

Cuando un fructooligosacarido tiene un grado de polimerizacién de al menos 30
unidades de fructosa, es llamado inulina. Esto corresponde a un peso molecular
de 5400 Da. La longitud de las cadenas de la inulina depende de la variedad de la
planta y de la estacién del afio, por lo cual, grados de polimerizacibn mas altos y
bajos estan presentes en los polifructanos de la misma planta. De acuerdo con
estas variaciones el peso molecular de la inulina varia entre los 3500 — 5500.
Algunos autores sefialan que la inulina siempre contiene regiones con moléculas
que tienen cadenas laterales. El grado de polimerizacion y el nivel de ramificacion
son determinados por el origen de la inulina (Vandamme et al., 1983).

La inulina es insoluble en agua fria, y en agua a 10° C es poco soluble (10 %),
mientras que a 90° C se solubiliza parcialmente (35 %). Se hidroliza en medio
acido a altas temperaturas (70 — 80° C), pero se hidroliza en fructosa y
oligosacaridos en condiciones suaves con inulinasas microbianas y vegetales

La inulina es un polimero de origen vegetal que sirve como reserva de
carbohidratos por lo tanto no es un polisacérido estructural. En la naturaleza es
muy abundante pues estd presente en gran cantidad de plantas, tal como se
muestra en la tabla 1 de las cuales se puede obtener facilmente, mediante
extracciones con agua caliente. Posteriormente se disminuye la temperatura para
precipitarla, dada su limitada solubilidad a bajas temperaturas (Rica et al., 2007).
Algunas plantas que contienen inulina han sido usadas para alimentacion humana
y pertenecen a los géneros Liliacea (cebolla, ajo y esparrago) o Compositae
(alcachofa, dalia y achicoria). La mayor proporcion de inulina que se usa en la
actualidad en la industria de los alimentos, se obtiene de la achicoria (Cichorium

intybus).
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Tabla 1. Contenido de inulina en algunos vegetales % peso hiumedo, (Rica et

al., 2007).
Fuente Parte del vegetal Sdlidos Contenido de
inulina
Cebolla Bulbo 6-12 2-6
Achicoria Raiz 20 - 25 15 - 20
Puerro Bulbo 15 - 20 3-10
Ajo Bulbo 40 - 45 9 -16
Alcachofa Corazoén 14 - 16 3-10
Centeno Cereal 88 - 90 0.5-1.0
Diente de ledn Hojas 50 - 55 12 - 15
Platano Fruto 24 - 26 0.3 -0.7

Se ha propuesto a la inulina como competencia para la glucosa de maiz y la
sacarosa del azlcar de cafia, en cuanto a la posibilidad de obtener jarabes de
fructosa (Rica et al.,, 2007). Sin embargo la hidrélisis quimica de la inulina
presenta serios inconvenientes, pues siempre se generan colores indeseables en
los hidrolizados ademas de la formacion de difructosa anhidro (~ 5%), la cual
practicamente no posee propiedades edulcorantes (Mancilla-Margalli et al., 2002;
Pandey et al., 1999).

2.1.1 Fructooligosacaridos.

Los fructooligosacaridos son reconocidos por la mayoria de los autores como una
mezcla de prebiodticos del tipo inulina de cadena corta, sintetizados a partir de la
sacarosa. Esta mezcla incluye Unicamente fructanos que tienen la estructura
guimica GFn, en los cuales las fructosas adicionales, de 1-3 unidades han sido
agregadas a la fructosa que forma parte de la sacarosa con grado de
polimerizacién maximo de 4. También nombran como oligofructosa a las mezclas
producidas por hidrélisis parcial de inulina. Estas mezclas contienen fructanos del
tipo GFn y Fn y consisten en fructanos con grado de polimerizacién menor de 10.

Sin embargo otros autores usan los términos fructooligosacaridos y oligofructosa,

por lo que suele haber confusion al usar estos nombres (Kelly, 2008).
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2.1.2 Los fructooligosacaridos como prebioticos.

Los prebiéticos como los fructooligosacéridos son ingredientes alimentarios no
digeribles que estimulan selectivamente el crecimiento y la actividad de bacterias
intestinales que tienen potencial para mejorar la salud. Dado que los
fructooligosacaridos no son hidrolizados por las enzimas digestivas humanas,
éstos pasan al colon y favorecen el crecimiento de bacterias benéficas las cuales
diminuye el potencial de crecimiento de los microorganismos patdégenos y se

mejora la salud del tracto gastrointestinal (Kelly, 2008).

Ademas de la capacidad de los fructooligosacéaridos para estimular el crecimiento
de bacterias benéficas en el colon humano, tienen la capacidad de mejorar las
propiedades de algunos alimentos porque poseen propiedades funcionales como
un valor caloérico bajo, no son cariogénicos y pueden incluirse en la dieta de
personas diabéticas. Ademas ayudan a disminuir los niveles de fosfolipidos,
triglicéridos y colesterol; asi como ayudar a la absorcién del calcio y el magnesio

en el tracto gastrointestinal (Mussatto et al., 2009).

La inulina puede ser hidrolizada de manera selectiva por la accion de
endoinulinasas en inulooligosacaridos como la inulotriosa e inolotetraosa; sus
propiedades son alta solubilidad, dulzura y propiedades prebidticas. Los
fructooligosacéaridos han demostrado su efecto prebidtico en pruebas in vivo e in
vitro (Ronkarta et al., 2007).

La estructura general de los fructooligosacaridos es la siguiente:

GF (B-D-glucopiranosil - [a-D-fructofuranosil] »1- D - fructofuranosido)

Los inulooligosacaridos tienen una estructura y funcionalidad similar a la de los
fructooligosacéaridos, los cuales proporcionan efectos benéficos en los humanos y
han sido caracterizados como edulcorantes funcionales. Los inulooligosacaridos
se pueden usar como fibra soluble dietética, como edulcorante funcional o como

prebidtico para favorecer la poblacién de Bifidobacteria (Kango, 2008).
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La estructura general de los inulooligosacaridos es la siguiente:

Fn (B-d-fructopiranosil - [a-D-fructofuranosil].-1- D - fructofuranosido)

2.1.3 Jarabes de fructosa.

El almidon es un polimero de reserva que se encuentra en muchos cereales,
granos y vegetales (Hanover, 1993; Vuilleumier, 1993). El descubrimiento de que
el almidén puede ser hidrolizado hasta mondmeros de glucosa, ha hecho de la
glucosa una alternativa muy atractiva para sustituir a la sacarosa en numerosas
aplicaciones. Sin embargo la glucosa tiene una dulzura relativa menor a la
sacarosa, ademas sus propiedades fisicas y funcionalidad contribuyen a hacerla
un reemplazo imperfecto para la sacarosa en muchos alimentos y bebidas. Los
avances en las tecnologias de refinacion, isomerizacion y separaciéon han hecho
posible la produccién de jarabes de alta fructosa a partir de almidon de maiz
(HFCS por sus siglas en inglés), con dulzor equivalente al de la sacarosa.

La facilidad de manejo de estos endulzantes liquidos y la baja en los precios han
acelerado la aceptacion de los HFCS en la industria de las bebidas y los
alimentos. La conversién del almidén a fructosa requiere de al menos tres enzimas
diferentes y sus respectivos paso de reaccion: o — amilasa, glucoamilasa y
glucosa — fructosa isomerasa. De este proceso se obtiene ~ 45 % de fructosa
como maximo, la produccién de estos jarabes se muestran en el diagrama 1,
donde se aprecian las operaciones mas importantes de la produccion de HFCS
partiendo de almidon (Diagrama 1) (Hanover, 1993; Kirk et al., 2002).

La formacion de fructosa a partir de inulina sélo requiere una reaccion: hidrélisis
enzimatica usando inulinasas. Al final se obtiene fructosa practicamente pura, con

rendimientos tan altos como 95 % (Pandey et al., 1999).

La industria del azucar ha entrado en una intensa competencia con la de los
jarabes de alta fructosa (HFCS) que estan siendo usados como edulcorantes de
bajo costo. La inulina ofrece mejores perspectivas dada la creciente necesidad de

produccion de jarabes con alto contenido de fructosa y puede verse como
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alternativa para producir los llamados jarabes de ultra alta fructosa (UHFS), en

lugar de aquellos que se obtienen del almidon (Zhen-Ming et al., 2011).

2.2 Agaves.

Las Agaveceae es una familia de plantas con nueve géneros y alrededor de 293
especies. El género mas importante es Agave con cerca de 166 especies. El
territorio mexicano tiene la mayor diversidad, pero hay especies representativas
desde el suroeste de Estados Unidos, hasta Centroamérica, el Caribe y en el norte

de Sudamérica.

Los agaves han jugado un papel muy importante en la vida de los habitantes del
norte de América desde tiempos ancestrales. Estas plantas fueron domesticadas
con diversos propédsitos y entre los mas sobresalientes esta la produccion de
bebidas alcohdlicas, lo cual tiene importancia econdémica desde la época
prehispanica. En el centro de México se extrae aguamiel y se elabora pulque de
magueyes como Agave salmiana, A. americana, A. maximiliana y A. hookeri

(Valenzuela - Zapata, 2003).

Otras especies como el Agave sisalana es una fuente de fibra “sisal’” o henequén.
Se trata de un producto que tuvo importancia en el pasado para la fabricacion de
diversos tejidos y que fue domesticado por los mayas de Yucatan antes de la

conquista espafiola.

En el caso del Agave tequilana se ha usado desde la época de la Colonia para la
elaboracion del tequila, esta bebida tiene produccion protegida por la
denominacion de origen y limitada al territorio que comprende el estado de Jalisco
y algunos municipios de los estados de Guanajuato, Michoacan, Nayarit y
Tamaulipas (NOM — 006 — SCFI — 1994, 1997).
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Diagrama 1. Produccion de jarabes de fructosa a partir de almidon con las operaciones
unitarias principales. (Vandamme, 1983).
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2.2.1 Agave tequilana Weber var. azul.

El Agave tequilana pertenece al género Agave y esta clasificado dentro del grupo
Rigidae, porque sus caracteristicas fenotipicas son las hojas rigidas lanceoladas
(Rodriguez-Garay et al., 2009). Crecen de forma radial alcanzando una altura de
entre 1.7 — 2.0 metros, con un ancho de 1.5 metros. Sus hojas estan dispuestas
en forma de roseta, generalmente con espinas marginales o dientes y una espina
terminal. (Consejo Regulador del Tequila, 2004). Las hojas rigidas (pencas)
miden de 90 — 120 cm de longitud x 8 — 12 cm de ancho, éstas son firmes y
fibrosas, concavas de ascendentes horizontales, con lo mas ancho a lo largo de la
mitad, angostas y gruesas hacia la base, generalmente azules o azul — verdosas.
Los dientes son regulares en tamafio y en espacio, con color café oscuro, tiene de
3 — 7 mm de longitud en la parte media de la hoja y disminuyen de tamafo hacia la
base y el apice de la hoja. Desarrolla una inflorescencia que puede llegar a medir
5 — 6 metros de alto (Ifiiguez — Covarrubias et al., 2001; Valenzuela — Zapata,
2003), la cual emerge del centro de la roseta ya sea con forma de espiga
(racemosa) o ramificada (paniculada) con las flores creciendo en grandes

agregados (umbelas) sobre pedunculos laterales, son de tallo muy corto y grueso.

Su reproduccién puede ser sexual y asexual mediante vastagos llamados hijuelos,
los cuales emergen de rizomas de la planta madre, creciendo cerca de la base de
la roseta o mediante bulbilos, pequefias plantulas que surgen de la inflorescencia.
Estas formas reproductivas se consideran mecanismos de adaptacién evolutiva
para asegurar la produccién de progenie cuando la inflorescencia es cortada por el
humano o por herbivoros (Consejo Regulador del Tequila, 2004).

Las plantas que evolucionaron en regiones aridas y semi aridas, modificaron su
metabolismo con la finalidad de ahorrar agua. Asi los estomas se abriran en la
oscuridad para tomar el CO, atmosférico y se cerraran durante el dia. Este
metabolismo se encontré por primera vez en plantas de la familia Crassulacea y
se llamo6 metabolismo de acido crasulaceo o CAM. Se ha comprobado que Agave
tequilana posee metabolismo CAM, evaluando el patron de fijacion de bioxido de

10
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carbono vy la acidez nocturna, asi como el intercambio de vapor de agua
(Valenzuela — Zapata, 2003). EI Agave tequilana contiene fructanos ramificados
conocidos como agavinas como polimero de reserva, lo cual esta determinado por
la evolucion de la planta y el metabolismo CAM.

El Agave tequilana Weber var. azul, es una de las plantas mas importantes de
México, desde el punto de vista econdémico, porque ha sido cultivado como
materia prima para la produccion de tequila. En los dltimos afios las mieles de
agave, hechas a partir de jugo de agave, han tenido aceptaciéon mundial en la

industria de los alimentos.

Gracias al alto contenido de agavinas en el Agave tequilana, hay posibilidades de
producir fructooligosacaridos de alta pureza e incorporarlos como ingredientes en
los alimentos funcionales. Se han hecho estudios en los cuales se utilizaron
plantas de Agave tequilana Weber var. azul, de 6 afios de edad. Se recolectaron

muestras de la pifia (corazon) del agave y de las pencas (base y region media).

Los contenidos de materia seca, cenizas y fibra dietética fueron determinados con
métodos del Asociacion de Comunidades Analiticas (AOAC). El contenido y la
composicién de los carbohidratos fueron analizados por métodos cromatogréaficos
y enziméaticos (Praznik et al., 2002). A partir de estos analisis se encontraron los

datos siguientes de las tablas 2 y 3:

Tabla 2. Composicion de Agave tequilana Weber var. azul (Praznik et al.,
2002).

Determinacion Pifha y Base de la Penca (%) | Penca zona media (%)
Materia Seca 31.0 - 31.5 17.4
Proteina 1.3-1.4 0.35
Minerales 1.7 -1.9 0.7
Fibra Dietética Insoluble 59-7.1 6.8
Carbohidratos 22.3-22.7 9.0

11




Tabla 3. Composicion
Agave tequilana Weber var.

Aproximada de

los
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carbohidratos de

azul (Praznik et al., 2002).

Determinacion

Pifa y Base de la Penca

Penca zona media (%)

(%)
Monosacaridos (Glu - Fru) Ausentes 5.2
Sacarosa 0.5-1.3 9.3
Fructoollgos?garldos DP 3- 35 — 43 60
Fructoollgosa6cgr|dos DP 11- 56 - 64 30

Por medio de cromatografia en capa fina se identificaron tres fuctooligosacaridos
neokestosa, 1-kestosa and 6-kestosa, se trata de moléculas del tipo GF, que se

diferencian por la posicién entre los enlaces de la fructosa y glucosa (Praznik et

al., 2002).
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Figura 1. Fructanos de Agave tequilana, agavinas. Estructura propuesta para una planta de 8 afios

(Lopez et al., 2003).
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Figura 2. Estructura de la inulina de achicoria (Yun, 1996).

2.2.2 Tequila.

El agave se cosecha entre los 7 — 9 afios de crecimiento, porque después de este
periodo se produce una inflorescencia. La jima o cosecha consiste en cortar la
planta y sus hojas para dar forma a un cuerpo ovoide, que es la cabeza o pifia.

La manufactura del tequila comienza con el cocimiento de las pifias de Agave
tequilana para hidrolizar los polimeros presentes en la planta, principalmente los
fructanos, hasta azlcares fermentables, en su mayoria fructosa (lfiguez —
Covarrubias et al., 2001; Valenzuela — Zapata, 2003).

La oferta y demanda de plantas de Agave tequilana determinan la disponibilidad.
La oferta estaba formada en 2007 por 26 millones de plantas. La cifra total es
importante pero no refleja la disponibilidad presente ni futura. Un inventario con

edades o fechas de plantacién es lo que refleja la disponibilidad. La informacién

13
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de los inventarios de agave es crucial para el comportamiento de los precios en el

mercado.

Se ha propuesto la diversificacion de productos de agave, encaminada
principalmente a las mieles de fructosa, pues el segmento de consumidores que

desean cuidar su salud se ha incrementado.

Las fibras de las hojas y los residuos de cosecha son estudiados para darles una

aplicacion practica (Valenzuela — Zapata, 2003).

2.3 Enzimas y aplicaciones.

La produccion de alimentos como el pan y el queso, y de bebidas como la
cerveza, han involucrado el uso de las enzimas a lo largo de cientos de afios, sin
embargo se desconocia la existencia de estos catalizadores. En Europa el uso de
las enzimas gira alrededor de las industrias de la cerveza y el pan, gracias a las
cuales las investigaciones se centraron en las fermentaciones de las levaduras y
el proceso de conversion de almidon en azucar. En Asia se han consumido una
amplia variedad de alimentos fermentados, la mayoria de los cuales se elaboran
usando hongos filamentosos como fuente de enzimas. En la actualidad la
produccion en masa de enzimas esta dedicada a las que hidrolizan los enlaces
glicosidicos de los carbohidratos y a las proteasas que hidrolizan los enlaces
peptidicos de las proteinas Ha habido un incremento en el uso de enzimas
altamente purificada en procesos industriales, medicina e investigacion. El uso de
enzimas puras es muy costoso, y pueden alcanzar precios de cientos de dolares
por gramo de enzima. En contraste el uso de enzimas crudas puede tener valor de
algunos dolares por kilogramo. En las operaciones como el clarificado de jugos y
vinos, malteado y mejoramiento de masas para panificacion el uso de enzimas

crudas aflade un costo muy pequefio al producto final. (Bennett, 1998).
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2.3.1 Ventajas del uso de enzimas en procesos industriales.

Se puede hacer un recuento de las ventajas y desventajas de los procesos
enzimaticos y de las percepciones que de ellas tienen los actores principales en
este campo. En el lado de las ventajas se citan frecuentemente las siguientes:

- Se pueden lograr niveles de especificidad muy altos, especialmente

dtiles cuando se trabaja con materias primas complejas.

- Operan en condiciones relativamente suaves de temperatura y presion. Las
instalaciones y equipos utilizados en los procesos fermentativos y biocataliticos son
independientes del producto particular de que se trate. Como consecuencia, la inversiéon
realizada en estos equipos puede ser, en principio, reutilizable en nuevos procesos

conforme surgen demandas y oportunidades.

En el lado de las desventajas, la mayoria tienen que ver mas con la percepcion
que actualmente se manifiesta en la industria quimica que con desventajas

inherentes:

- Las enzimas son caras.

- Las enzimas son inestables.

- Su productividad es baja.

- Las reacciones redox requieren cofactores dificiles de reciclar.

- Las enzimas no catalizan reacciones interesantes para la industria.

Actualmente se observa un despegue importante del ambito industrial como una
tercera fase de aplicaciones de la biotecnologia, debido a la insercion del potencial
de la biocatalisis y las tecnologias que impactan su desarrollo. En la actualidad, a
pesar de representar una proporcion muy pequefa de la actividad industrial, ya se

emplean las enzimas en un buen nimero de procesos (Soberon, 2007).
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2.3.2 Inulinasas.

Las enzimas se clasifican de acuerdo a la Comision de Enzimas en seis tipos que

se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Clasificacién de las enzimas segun la Comisién de Enzimas (Whitaker,
2000).

1. Oxido - reductasas 2. Transferasas
3. Hidrolasas 4. Liasas
5. Isomerasas 6. Ligasas

Las hidrolasas son enzimas que catalizan las reacciones en las que el agua
participa en la ruptura de enlaces covalentes de un sustrato con la adicion de
elementos del agua a los elementos de ese enlace. El nombre sistemético se
forma como “sustrato hidrolasa”

Las inulinasas estan clasificadas dentro del las hidrolasas que cortan los enlaces
que unen dos moléculas de carbohidratos, es decir son glicosidasas.

La enzima que hidroliza los enlaces fructano — g — 1,2 de la inulina, es llamada
endoinulinasa o g — 1,2 fructan fructano hidrolasa, con nimero EC 3.2.1.7. La
endoinulinasa que actia sobre los enlaces internos de la molécula de inulina vy

produce inulo — oligosacéaridos.

La exoinulinasa es la enzima que hidroliza inulina en fructosa, es la g — D —
fructan fructohidrolasa con numero EC 3.2.1.80. La exoinulinasa, separa una
molécula de fructosa terminal al romper el enlace glicosidico y puede continuar
con esta accion hasta llegar a la glucosa que se encuentra en el extremo opuesto.
(L’homme, C. 2003).

Las propiedades de las enzimas de acciéon endo o exo, dependen del origen de
las mismas. Las mayoria de las inulinasas de origen fungico son extracelulares y

de accion exo. Sin embargo los hongos producen varias clases de enzimas en un
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solo cultivo, lo cual se ha demostrado con metodologias como electroforesis en gel

y cromatografia en capa fina, entre otros analisis.

Se han reportado estudios en los cuales se utilizaron varias cepas de Aspergillus
spp. Se llevaron a cabo fermentaciones sumergidas y se recupero el extracto
enzimatico. Este se separ6 en dos fracciones, una contenia endoinulinasa y la
otra exoinulinasas. Se concluyé que mezcla de exo y endo inulinasas puede
mejorar la conversion de inulina a fructosa con respecto a la accion de una sola de
las enzimas. Esto se explicd porque la accidon sumada de ambas enzimas se
desarrolla de la siguiente manera: las endoinulinasas cortan las moléculas de
inulina en varios oligosacéridos, y esto multiplica los sitios de ataque para la
exoinulinasa, por lo cual se incrementa la tasa de produccion de fructosa

Las inulinasas se usan en la produccion de jarabes de alta fructosa, que han
cobrado importancia como edulcorantes. También se pueden usar en la
produccion de fructooligosacéaridos, que son sacéaridos que actian como
prebioticos, pues favorecen el crecimiento de microorganismos benéficos en la
microbiota intestinal. Otra aplicacion de las inulinasas es la produccion de etanol
de inulina (Rica et al., 2007).

2.3.3 Produccién de inulinasas.

Las inulinasas son producidas por vegetales y microorganismos. Se han obtenido
inulinasas del diente de ledn y la alcachofa de Jerusalén, pero estas fuentes
vegetales tienen produccion inferior a las fuentes microbianas. Por esta razén se
han realizan esfuerzos para encontrar microorganismos productores de la mayor

cantidad de inulinasas.

Numerosas cepas de hongos, levaduras y bacterias han sido utilizadas para la
produccion de inulinasas. Las cepas de hongos filamentosos que pertenecen al
género Aspergillus vy las levaduras del género Kluyveromyces son las mas

destacadas.
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Lo que distingue a las enzimas producidas por diferentes microorganismos son las
unidades de actividad enzimatica / mL de medio de cultivo, asi como las
caracteristicas de la enzima, lo cual depende del tipo de microorganismo
empleado y del tipo de fermentacién (Rica et al., 2007).

Gran cantidad de hongos se han utilizado como fuentes de inulinasas gracias a su
productividad de enzimas extracelulares y a sus requerimientos nutricionales.

La produccion a nivel matraz involucra cepas como Aspergillus niveus 4128URM
gue produce las enzimas en fermentacién sumergida usando inulina como fuente
de carbono (Souza — Motta et al., 2005).

En otros estudios se han empleado cepas de Aspergillus candidus NCIM 883,
Aspergillus chevalieri NCIM 940, Aspergillus oryzae NCIM 631, Aspergillus terreus
NCIM 653, Fusarium moniliforme NCIM 1099, Mucor rouxii MTCC 386,
Neurospora crassa MTCC 260, Penicillium funiculosum MTCC 287, Rhizopus
oryzae NCIM 1009. Y Aspergillus candidus destacé con la producciéon de 10
U/mL a nivel matraz, mientras que el resto de los hongos probados produjeron

niveles menores de inulinasa (Kochhar et al., 1999).

En trabajos previos empleando la levadura Kluyveromyces marxianus para
producir inulinasas en matraz y se han optimizado las condiciones para la
produccion en fermentador. En el caso de K. marxianus YS — 1 se optimizo el
medio para fermentacion a nivel matraz con 50 mL de medio, seleccionando la
mejor fuente de carbono y de nitrdgeno, se ensayaron diversas concentraciones
de metales traza, ademas de elegir el tipo de surfactante. Posteriormente, se
eligieron los pardmetros del proceso, pH del medio, temperatura, agitacion,
tiempo de incubacioén y la concentracién del indéculo. Una vez que se encontraron
las mejores condiciones de cultivo a nivel matraz, se pasé6 a nivel fermentador de
1.5 litros, en el cual se optimizé la velocidad de agitacion, el volumen de aire
suministrado y el tiempo de incubacion, las mejores condiciones de cultivo
permitieron producir 55.4 U/mL de inulinasa, contra 3.41 U/mL del medio basal
(Singh et al., 2007).
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El nivel de produccion de inulinasas por bacterias no es comparable con la de las
levaduras o los hongos. Pero la capacidad de muchas bacterias para sobrevivir a
altas temperaturas ha dado lugar a que se aislen cepas que pueden producir
inulinasas con estabilidad térmica a altas temperaturas. Se han aislado algunas
cepas bacterianas que producen inulinasas estables a 70° C y que s6lo se activan
a temperaturas a partir de los 45 — 50° C. Las inulinasas que poseen temperatura
Optima alta son muy importante para la aplicacion comercial de las enzimas en la
produccion de fructosa o fructooligosacaridos a partir de inulina, porque a altas
temperaturas, de 60° C o0 mas altas se favorece la solubilidad de la inulina y se
previene la contaminacion microbiana, ademas se disminuyen costos debido a que

se requiere menos energia para el enfriamiento en los reactores (Singh, 2006).

En general, no hay muchas diferencias en propiedades como el pH y la
temperatura Optima de las inulinasas obtenidas de diversas fuentes microbianas,
hongos, levaduras y bacterias. Muchas cepas de hongos han mostrado un pH
optimo entre 4.5y 7.0, para las cepas de levadura esta entre 4.4y 6.5 y para las
bacterias se encuentra entre 4,8 y 7.0. En el caso de las temperaturas éptimas,
para los hongos hay en el rango de los mesofilicos y termofilicos, mientras que
para las levaduras y bacterias generalmente muestran temperatura optima mas

alta que la de los hongos (Pandey et al., 1999).

2.3.4 Purificacion de inulinasas.

En la mayoria de los reportes la purificacion de inulinasas extracelulares
producidas por hongos, levaduras o bacterias, se hace por métodos
convencionales de centrifugacion y ultrafiltracion, precipitacion con sales o
solventes, seguido de cromatografia en columna.

Las enzimas intracelulares requieren pasos adicionales para romper la pared
celular y una vez liberadas las enzimas utilizar procedimientos similares a los de

las enzimas extracelulares.
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Del total de inulinasas de F. oxysporum el 14 % es extracelular y el resto esta
unida al micelio. Ambas inulinasas extra e intracelular fueron purificadas por
cromatografia en columna con Sephadex G — 100. El hongo Penicillium spp.
produce inulinasas extracelulares, las cuales se han purificado utilizando
precipitacion por sulfato de amonio, cromatografia de intercambio i6nico con
DEAE — Sepharose y DEAE - Sephacel, ultrafiltracion y filtracion en gel con
Sephadex G - 100. De estos procedimientos se obtuvieron dos formas de
inulinasa que se purificaron con electroforesis preparativa en gel de
poliacrilamida. Una preparacion de inulinasas crudas de Aspergillus spp. fue
dializada por 48 horas y la enzima liofilizada se cargé en un columna para
cromatografia de intercambio i6nico CM — Sepharose, como paso selectivo.
Después se hizo una cromatografia de permeado en gel, donde se separaron

endo y exoinulinasas.

En otra investigacion fueron obtenidas dos formas de inulinasa en un cultivo de
Aspergillus niger, las cuales se separaron por cromatografia en una columna de
DEAE cellulofine A — 500, y después separado en una columna Q — Sepharose HP
(Pandey et al., 1999).

Las enzimas obtenidas con el hongo Penicillium rugulosum, se procesaron de la
siguiente forma: La preparacion de las enzimas crudas, se hizo removiendo el
micelio y centrifugando el sobrenadante, para posteriormente concentrarlo por
ultrafiltracion con una membrana de 10 000 Da hasta alcanzar un volumen del
20% inicial. Este se precipité con 4 volimenes de acetona a —30° C. El precipitado
obtenido después de centrifugar fue deshidratado con un flujo de N, y almacenado
a — 18° C. Después de estos pasos se obtuvo un polvo con actividad de entre 29
— 32 U/mg de materia seca (Barthomeuf et al., 1991).

Las exoinulinasas de Aspergillus fumigatus fueron purificadas usando precipitacion
con sulfato de amonio, seguida de cromatografias en DEAE — Sephacel, Octyl —
Sepharose (HIC), Sephacryl S — 200, y cromatografia de afinidad en columnas de
agarosa ConA — CL y Sephacryl S — 100 (Vijayaraghavan et al., 2009).
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Las enzimas crudas de Streptomyces sp. se precipitaron con sulfato de amonio,
seguida de dialisis contra un buffer de citratos — fosfatos a pH 6.0, luego se
aplicaron en una columna DEAE - Sephacel. Las proteinas adsorbidas fueron
eluidas en un gradiente de sal. Las fracciones con actividad de inulinasa fueron
dializadas en buffer de fosfatos citratos a pH 6.0 y posteriormente sujetas a una
cromatografia de afinidad usando una columna empacada con agarosa CoOnA —
CL. Las proteinas adsorbidas fueron eluidas con metil — o — D — manopirandsido

en buffer de citratos (Sharma, 2007).

2.3.5 Sustratos para la produccion de inulinasas.

La inulina es el sustrato mas comun usado para la produccién de inulinasas, pero
se emplean una amplia variedad de sustancias como fuentes de carbono y
energia en la produccion de las enzimas por diferentes microorganismos. Entre
estas sustancias se incluyen sustancias puras, sustratos de origen natural ricos
en inulina y sustratos mezclados. Los sustratos puros mas comunes que se han
empleado en la produccién de inulinasas son los azlcares, entre los que se
encuentran mono, di o polisacaridos, entre los cuales se han preferido la inulina y

la sacarosa (Pandey et al., 1999).

El costo en la produccion de inulinasas comerciales es un factor limitante para
realizar una aplicacion a nivel industrial. Una reduccién de costos se consigue Si
se emplean sustratos de bajo costo y ricos en inulina para la produccién de
inulinasas, de esta manera es posible conseguir un proceso rentable. Muchos
vegetales que contienen inulina pueden ser usados como fuente de carbono en
fermentaciones con microorganismos que producen inulinasas, ya que son de alta

disponibilidad y bajo costo (Kango, 2008; Zhengyu et al., 2005).

Existen reportes en los cuales se usaron sustratos naturales en fermentaciones
sumergidas con algunas cepas de Aspergillus para la produccién de inulinasas,
las materias usadas fueron extractos de alcachofas de Jerusalén (Helianthus
tuberosus) y de diente de ledn (Taraxacum officinale). Una vez obtenidas las

enzimas se ensayO la hidrdlisis de inulina y se evaluaron los productos de la
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reaccion para determinar la presencia de fructooligosacaridos empleando
cromatografia en capa fina Los resultados arrojaron la presencia de
fructooligosacéridos, generados por la endoinulinasa; ademas de monosacaridos,
producidos por la exoinulinasa. Se encontr6 que las enzimas crudas de
Aspergillus ficcum JNSP5-06 y Aspergillus niger NK-126 son una mezcla de

endoinulinasas y exoinulinasas (Zhengyu et al., 2005; Skowronek, 2006).

Los hongos Penicillium rugulosum y Chrysosporium pannorum también
produjeron una mezcla de endoinulinasas y exoinulinasas en fermentaciones
sumergidas, lo cual fue observado analizando con HPLC los productos en la
hidrolisis de inulina (Barthomeuf et al., 1991; Xiao et al., 1988). Otro ejemplo de
este comportamiento en los hongos es Aspergillus niger TISTR 3570 que produce
ambas exo y endoinulinasas, aunque el medio de fermentacién contenia inulina
purificada como fuente de carbono Estos microorganismos producen inulinasas
extracelulares, lo cual facilita la recuperacibn del producto del medio de
fermentacién (Sirisansaneeyakul et al., 2007).

Se han utilizado otras fuentes vegetales para la produccion de inulinasas; el ajo
(Allium sativum) ha servido como fuente de carbono a Streptomyces sp. y se
encontré6 que este sustrato permite la produccién de inulinasas con actividad
hidrolitica mas alta comparada con la que se obtiene al usar inulina de achicoria
(Cichorium intybus) (Sharma et al., 2006).

2.4 Produccién de FOS.

Para la producciéon de fructooligosacéaridos se pueden emplear dos metodologias
alternas. Una consiste en utilizar la enzima fructosil transferasas (Ftasas) y
sacarosa, esta enzima cataliza la produccién de una mezcla de 1 — kestosa (GF»),
1 —nistosa (GF3) y fructofuranosil nistosa (GF,4), ademas de residuos de glucosa.
Esta enzima se puede obtener principalmente de hongos y de algunas bacterias
(Sangeetha et al., 2005; Yun, 1996).
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De manera general, el proceso para la obtencion de lo fructooligosacaridos es:

- Obtencion de las enzimas fructosiltransferasas (Ftasas) por fermentacion
sumergida o en estado semi sélido.

- Purificacion de las enzimas Ftasas.

- Reaccién enzimatica para obtener los FOS.

- Separacion y concentraciéon de los FOS.

La segunda metodologia consiste en utilizar enzimas endoinulinasas e inulina para
obtener una mezcla de fructooligosacaridos con diferentes longitudes. Las
enzimas se obtienen de fuentes microbianas, como los hongos, levaduras y
bacterias (Yun et al. 1997).

El procedimiento consiste en:

- Obtencién de enzimas inulinasas por fermentacion sumergida o en estado
semisolido.

- Purificaciéon de enzimas inulinasas.

- Reaccion enzimética para obtener los FOS.

- Separacion y concentracion de FOS.

2.5 Miel de agave.

El 8 de diciembre de 1998 se otorgo la patente 5 846 333 de los Estados Unidos
de Norteamérica solicitada el 12 de marzo de 1996 titulada “Método para producir
jarabes fructosados a partir de plantas de agave” a los inventores Virgilio Zuhiga
Partida, Arturo Camacho Lépez y Alvaro de Jesis Martinez Gomez, adscritos al
Departamento de Madera, Celulosa y Papel, CUCEI, de la Universidad de
Guadalajara. Dicho proceso consiste en la aplicacion de una enzima comercial a
un extracto de agave libre de soélidos conteniendo principalmente agavinas. La
enzima aplicada es una inulinasa comercial (Fructozyme TM) elaborada por Novo
Nordisk AVS de Dinamarca y aplicada en forma soluble, después de tratar el

extracto con carbon activado y resinas de intercambio idnico con el fin de llevar a
cabo su desmineralizacion. La enzima se agrega a razébn de 1 — 1.5 g/ L de

solucion (2 880 INU / L) y la reaccion procede por 4 — 5 horas a 40 — 50° C.
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La empresa Industrializadora Integral de Agave, S.A. de C.V. elabora a partir de
este proceso un producto liquido en forma de jarabe denominado “Naturel” o
“Sweetrel” que contiene en promedio 68% (P / V) de fructosa y 5% de glucosa.

Se trata de un proceso enzimatico que constituye un exitoso desarrollo que

permite canalizar los excedentes de agave (Lopez — Munguia, 2004).

2.6 Producciédn de etanol a partir de inulina.

La inulina es el principal carbohidrato de reserva de la alcachofa de Jerusalén y
la achicoria, y se encuentra entre 16 — 20 % en base humeda. La hidrdlisis de
estos carbohidratos resulta en al menos 75 % de fructosa, es por esto que
algunos vegetales que contienen inulina se han convertido en atractivos para la
produccion industrial de fructosa para edulcorantes y en la obtencion de etanol
(Zhen-Ming et al., 2011; Guiraud, 1981).

Como parte de los experimentos para producir etanol se han utilizado extractos
de vegetales ricos en inulina como materia prima. La levadura Kluyveromyces
marxianus se ha empleado como microorganismo productor de enzimas que
degradan la inulina, ademéas se ha aprovechado su capacidad para fermentar la
fructosa y producir etanol. Utilizando extractos de inulina derivados de achicoria y
de dalia se han realizado hidrélisis y fermentacion simultanea utilizando
Kluyveromyces marxianus (Ohta et al., 1993).

Sin embargo se ha observado que la levadura S. cerevisiae es mas tolerante al
etanol que K. marxianus (Graciano et al., 2008). Por lo que en busqueda de
mejorar el rendimiento en la produccion de etanol se han montado sistemas de
hidrélisis y fermentacion, que consisten en emplear un sustrato de inulina pura
obtenida de dalia y achicoria, enzimas de Aspergillus niger exo y endo inulinasas,
para hidrolizar la inulina de una manera eficiente hasta obtener fructosay una
vez completada la hidrélisis se emple6é una cepa de S. cerevisiae resistente al
etanol para fermentar la fructosa. Asi se obtuvieron concentraciones del 20 — 21 %
(V /V) de etanol, en un periodo de 72 horas (Ohta et al., 2004; Ohta et al., 1993).
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El mismo sistema de produccion de fructosa y fermentacion alcohdlica
simultaneas, utilizando cepas de A. niger y S. cerevisiae, se ha empelado para
hidrolizar inulina en forma de polvo extraida de alcachofas de Jerusalén, que se
obtuvo de tubérculos deshidratados y molidos, por este medio se alcanzaron
rendimientos de etanol superiores al 20 % v /v (Nakamura et al., 1996).

Otros estudios realizados con alcachofas de Jerusalén han abordado la
produccion de etanol utilizando una cepa de K. marxianus que produce inulinasas
para hidrolizar la inulina hasta fructosa la cual posteriormente se utilizd6 para
producir etanol en el mismo cultivo, con rendimientos de 0.49 etanol/sustrato.
Este procedimiento tiene como ventaja la disminucion de las operaciones de
produccién con respecto a la hidrdlisis y fermentacion alcohdlica realizada con dos

microorganismos diferentes (Negro, 2006).

El costo de la produccién de etanol esta ligado en parte a la pérdida de la mitad de
la fuente de carbono durante la fermentacibn de azucares por los
microorganismos. La produccion de etanol con cafia de azlcar es un proceso
relativamente simple, la complejidad se incrementa cuando el etanol se produce
con almidon de maiz o trigo, ya que se requiere hidrolizar el almidon como paso
previo a la fermentacion. La produccion de etanol a partir de biomasa vegetal
necesita de procesos mas complejos y caros, relacionados con la hidrdlisis de
celulosa y hemicelulosa presentes en las plantas. Para complicar aun mas la
obtencion de etanol, en el proceso de liberacibn de azlcares se generan
subproductos que inhiben la fermentacién, ademas algunos de los azucares de la
biomasa celuldsica son dificiles de fermentar.

Tomando en cuenta los puntos anteriores se ha considerado a la inulina como
fuente alterna al maiz en la produccion de fructosa, ademas de vislumbrar su
potencial en la produccién de bioetanol, dado que es posible obtenerla partiendo
de fuentes vegetales que no se emplean en la alimentacion, aunado a lo anterior
los procesos de hidrélisis son menos complejos que aquellos empleados en la

degradacion de celulosa y hemicelulosa (Mielenz, 2001).
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2.7 Hongos.

Taxondmicamente los hongos filamentosos corresponden a un amplio grupo de
microorganismos. Los miembros de éste ocupan un amplio rango de micro y
macro habitats, los hay desde los saprofitos heterotrofos hasta los simbiontes y los
parasitos. El factor que esta asociado al éxito de los hongos filamentosos es su
diversidad en el metabolismo y bioquimica. Esto les ha permitido una adaptacion y
aprovechamiento de ambientes que son inhospitos para otros organismos (Arora,
1992).

Como todos los hongos, los filamentosos son heterotrofos. Es decir requieren
compuestos organicos como fuente de carbono y energia; aqui entran un amplio
rango de carbohidratos, acidos grasos y amino acidos Las fuentes de carbono son
de gran importancia porque proveen el carbono necesario para la biosintesis de
varios constituyentes celulares como carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos

nucleicos y para su oxidacion que provee energia para la célula.

Los hongos tienen preferencia por los monosacéaridos solubles, por los acidos
grasos y acidos organicos, que pueden ser usados sin sintetizar ni excretar
enzimas hidroliticas. Los disacéaridos, polisacaridos y lipidos son generalmente
hidrolizados por enzimas extracelulares o superficiales, las cuales estan bajo
control de la represion por glucosa Yy la induccion de un sustrato en particular.

Algunos azucares son asimilados lentamente o tienen una tasa de entrada lenta,
como es el caso de la galactosa o por la produccién de cantidades limitadas de

enzimas extracelulares, como en el metabolismo de la lactosa.
La utilizaciébn de los sustratos insolubles como el almidén y la celulosa esta
acompafiada de una accion secuencial de varias enzimas que facilitan la hidrolisis

total del compuesto (Gadd, 1988).

Ya que los hongos son sapréfitos, pueden utilizar un amplio rango de fuentes de

nitrogeno. Como en el caso de las fuentes de carbono, las unidades mas
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pequefias suelen ser usadas primero ya que no requieren la produccion de
enzimas. El amoniaco puede ser usado por todos los hongos y muchos pueden
aprovechar los nitratos. Las proteinas y los aminoacidos son excelentes fuentes

de nitrégeno y que a la vez pueden servir como fuente de carbono (Arora, 1992).

Las melazas de cafia o remolacha, el agua de cocimiento de maiz, suero de leche,
harina de soya o extracto de levadura pueden usarse también como materiales
ricos en nitrdgeno. Como fuente de fésforo se pueden usar fosfatos o bien fuentes
organicas de fésforo, las cuales son las mas usadas en los procesos industriales.

El nitrégeno y el fésforo juegan un papel importante en la sobreproducciéon de
metabolitos y afectan la morfologia del hongo. La ausencia de nitrégeno afecta

gravemente el crecimiento y la produccion de metabolitos (Papagianni, 2004).

2.7.1 El Género Aspergillus.

El género Aspergillus pertenece a la division Eumycota y esta dentro de la
subdivision Deuteromycotina, esta enlistado en la clase de los Hyphomycetos.

El nombre genérico de Aspergillus se deriva del latin aspergillum, un tipo de
escobilla para distribuir el agua bendita en la liturgia catdlica y se refiere a la
apariencia de los conidiéforos maduros, los cuales son los medios de

esporulacion asexual dentro del género (Williams, 1988).

Un conidioforo crece perpendicularmente a la hifa-sustrato y a los lados se
desarrolla una protuberancia, la vesicula. A partir de la vesicula crecen numerosas
hifas cortas. Estas desarrollaran la conidia o se pueden ramificar para dar forma a
una hifa corta que soporte la conidia. Las cadenas de conidias crecen en gran
cantidad a partir de la vesicula y producen la apariencia de escobilla del
microorganismo. Las conidias son muy hidrofébicas y no se pueden humedecer
facilmente. Por lo tanto en la madurez, las conidias se separan facilmente y se
dispersan con las corrientes de aire. Aspergillus es tolerante a una baja actividad
de agua, siendo posible que crezca sobre sustratos con alto potencial osmético y

pueden esporular en una atmosfera con humedad relativa baja.
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El género Aspergillus esta dividido en subgéneros y secciones, comunmente
llamados grupos. Cada grupo se nombra a partir de una de sus especies mejor
conocida. Algunos grupos tienen gran significancia en el aspecto practico.

Los miembros del grupo de Aspergillus niger han tenido importancia en las
fermentaciones a nivel industrial, como la principal fuente de acido citrico para
alimentos; y mas recientemente para la produccién de enzimas (Carlile, 1994;
Schuster, 2002).

El género Aspergillus puede utilizarse para producir una gran variedad de enzimas
de importancia comercial, la mayoria de éstas son extracelulares. La tabla 5 nos

permite observar algunas de las mas representativas.

Tabla 5. Enzimas de importancia industrial producidas por el género
Aspergillus (Smith, 1993).

Enzima

Microorganismo

o — amilasa

A. niger, A. oryzae

Glucoamilasa

A. niger, A. oryzae

Glucosa oxidasa

A. niger, A. oryzae

Lipasa A. malleus, A. oryzae
Proteasa neutra A. ochraceous, A. oryzae
Catalasa A. niger
Hemicelulasa A. niger
Lactasa A. niger, A. oryzae
Endo poligalacturonasa A. niger

Endo polimetil galacturonasa

A. foetidus, A. niger

Exo poligalacturonasa

A. niger, A. foetidus

Oligo 1,6 — glucosidasa

A. awamori

Pectin trans eliminasa

Varias especies Aspergillus

o — glucosil transferasa

Varias especies Aspergillus

B - glucosil transferasa

Varias especies Aspergillus

B - 1,4 - xilanasa A. niger
Ciclohexaglucanasa A. oryzae
Cicloheptaglucanasa A. oryzae

B - 1,2 - glucanhidrolasa

A. fumigatus

2.7.2 Morfologia de los hongos en cultivo sumergido.

Los hongos filamentosos son microorganismos morfologicamente complejos, que
exhiben diferentes estructuras a lo largo de su ciclo de vida. La estructura

vegetativa basica de crecimiento consiste en un filamento tubular conocido como
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hifa, que se origina de la germinacion de una sola espora reproductiva. Mientras la
hifa continGia su crecimiento, puede ramificarse en forma repetida, para formar una
masa de filamentos hifales llamados micelio. Cuando crece en fermentaciones
sumergidas, estos hongos crecen en forma diferente, arreglandose de filamentos

miceliales dispersos hacia masas miceliales entretejidas nombradas pellets.

La forma de crecimiento es determinada, por el material genético del hongo, la
naturaleza del indculo, los constituyentes del medio de cultivo, la temperatura, el
pH vy las fuerzas mecanicas. En algunas fermentaciones con hongos se prefiere
una morfologia particular, para alcanzar el mayor rendimiento. El crecimiento
filamentoso de Aspergillus niger se prefiere para la produccion de enzimas
pécticas, mientras la formacion de pellets es mejor para la produccién de acido

citrico (Papagianni, 2004).

Aspergillus niger es uno de los hongos mas usados en la industria, pues se utiliza
para la obtencién de acido citrico y de un gran niumero de enzimas comerciales y
ha recibido la certificacion GRAS (generalmente reconocido como seguro, por sus
siglas en inglés) por la FDA de Estados Unidos (Bennett, 2009; Schuster et al.,
2002).

2.7.3 Importancia econémica de los hongos.

Los hongos pueden provocar grandes pérdidas economicas, sus actividades
dafiinas como saprofitos incluyen descomposicién de madera, combustibles,
alimentos y bienes manufacturados. Como parasitos pueden causar pérdidas en
cultivos y enfermedades en animales y humanos. En el aspecto benéfico los
hongos y las levaduras, también tiene importancia econémica Estos se han
explotado como alimentos, para la produccion de alimentos procesados y en la

produccion de alcohol.

Actualmente la industria de las fermentaciones ha incrementado el rango de

productos con alto valor, los cuales incluyen antibidticos, vitaminas y enzimas. La
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tabla 5 nos da una perspectiva de la importancia de los hongos desde el punto de

vista econdémico por su valor en el mercado (Bennett, 1998).

Tabla 6. Productos de interés comercial obtenidos por biotecnologia con hongos
(Bennett, 1998).

Proceso o producto | Organismos
Antibidticos y otros farmacéuticos
Penicilinas Penicillium chrysogenum
Cefalosporinas Cephalosporium acremonium
Ciclosporinas (inmunosupresivo) Tolypocladium inflatum
Griseofulvina Penicillium griseofulvin
Mevalonina Aspergillus terreus
Enzimas
o-Amilasas A. niger, A. oryzae
Humicola insolens, Penicillium
Celulasas

funiculosum,
Trichoderma viride

Glucoamilasas Aspergillus phoenicis, Rhizopus delemar,R.
niveus
Glucosa oxidasa A. niger
Invertasas A. niger, A. oryzae
Lacasa Coriolus versicolor
Pectinasas A. niger, A. oryzae, Humicola insolens
Proteasas A. oryzae, Aspergillus melleus, R. delemar
Rennina (microbiana) Mucor miehei, M. pusillus
Acidos Organicos
Acido citrico A. niger
Acido itacénico A. terreus
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La industria productora del tequila emplea el Agave tequilana Weber var. azul para
la obtencion de azucares que se usan en los procesos de fermentacion para la
produccion de etanol. Sin embargo, de la totalidad de la planta se desechan las
raices y las pencas, pues solo se aprovecha la pifia que consiste en el tallo de la

planta y la base de las pencas.

En el campo de cultivo el agave es jimado y se obtienen las pifias, las pencas se
dejan en el lugar, donde se descomponen y pueden llegar a ser una fuente de
contaminacion. Algunos de los carbohidratos que contienen las pencas son la
pectina, fructanos y los xilanos, los cuales que se pueden aprovechar como fuente
de carbono en fermentaciones sumergidas y ser inductores en la produccién de
enzimas de interés industrial. Adicionalmente cuando se hidrolizan
enzimaticamente las pencas se pueden obtener azucares fermentables, para la

produccion de etanol.

El hongo Aspergillus niger CH — A — 2010, aislado en campos de cultivo de
agave, ha demostrado que produce inulinasas en fermentaciones sumergidas con
pencas de Agave tequilana como fuente de carbono, por lo que se requiere
seleccionar las condiciones para producir las enzimas a nivel matraz de 1 L y
fermentador de 10 L. Una vez obtenidas las enzimas se deben establecer las
operaciones unitarias que permitan obtener un extracto crudo con actividad

enzimatica para la produccién de azucares fermentables y FOS.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos generales.

Establecer las condiciones de cultivo de Aspergillus niger CH — A — 2010 para la
produccion de inulinasas, utilizando como sustrato penca de agave y evaluar la
capacidad hidrolitica de estas enzimas sobre sustratos ricos en fructanos tipo
agavinas, teniendo como marco de referencia las enzimas comerciales y la inulina

comercial.

4.2 Objetivos particulares.

a) Establecer las condiciones de cultivo de A. niger CH — A — 2010 para producir

enzimas a nivel fermentador de 10 L.

b) Establecer las operaciones unitarias que permitan la obtencion de extractos con

actividad de inulinasa.

c) Evaluar el nivel de actividad inulolitica de los extractos crudos enzimaticos

obtenidos.
d) Valorar la actividad enzimatica de los extractos crudos sobre sustratos ricos en
fructanos, como los fructanos de agave en polvo, inulina de achicoria, jugo de

agave crudo, penca de agave.

e) Comparar las actividades enzimaticas de los extractos crudos mediante el uso

de enzimas comerciales.

f) Evaluar la hidrélisis acida de los sustratos ricos en fructanos con relacion a las

hidrélisis enziméticas.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Microorganismo utilizado.

La cepa Aspergillus niger CH — A — 2010 utilizada en este estudio es un hongo
saprofito del suelo en el campo de cultivo de Agave tequilana en el estado de
Jalisco y asilado en el laboratorio del Dr. Carlos Huitron V. (Huitron et al., 2008).
Este microorganismo produce enzimas con actividad de inulinasa cuando se utiliza
penca de Agave tequilana como fuente de carbono en fermentaciones

sumergidas.

5.2 Reactivos.

Agar papa dextrosa (PDA; Merck), bacto agar (Oxoid), fosfato de potasio
monobasico (Baker), fosfato de potasio dibasico (Baker), sulfato de amonio
(Baker), inulina de achicoria (Sigma), acido clorhidrico (Baker), hidroxido de sodio
(Baker), acido acético glacial (Baker), acetato de sodio (Baker), acido 3 - 5 dinitro
salicilico (Sigma), tartrato de sodio y potasio (Merck), metabisulfito de sodio
(Baker), fenol (Baker), glicerol (Baker), cloruro de sodio (Baker), inulinasas liquidas
(Sigma), inulinasas liofilizadas (Fluka), cloranfenicol (Sigma).

5.3 Medios de cultivo.

5.3.1 Medio para la propagacion de la cepa.

Se utiliz6 PDA al 3.9 % (P/V) adicionado con bacto agar al 2.0 % (P/V), se
esteriliz6 15 minutos a 121° C y 15 Ib de presion; posteriormente se vacié en
placas de Petri. Las placas se mantuvieron durante 24 horas a 37° C, para

verificar su esterilidad.
5.3.2 Medio para la conservacion de esporas.

Las esporas de A. niger CH — A — 2010 se conservaron a — 20° C en crioviales.
Para este fin se prepar6 el glicerol a una concentracion de 30 % (V/V) ajustado
con solucién isotdnica al 0.85 % (P/V); esta solucion se esteriliz6 por 15 minutos a
121° Cy 15 Ib de presion.
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5.3.3 Medio para la produccioén de inulinasas por Aspergillus niger CH - A -
2010.

Se utilizaron 200 mL de agua desionizada para disolver las sales, K;HPO,4al 0.05
% (P/V), KH,PO,4 al 0.05 % (P/V) y (NH4)2SO4 al 0.4 % (P/V), se ajusto el pH a
4.5y se reservo. Como fuente de carbono se utilizé6 penca de Agave tequilana al
1.0 % (P/V), la penca se cort6 en trozos de alrededor de 5 mm?, y se suspendié en
800 mL de agua desionizada Se ajusto el pH a 4.5 para la fuente de carbono. Se
esterilizaron sales y fuente de carbono por separado durante 15 minutos a 121°
C, 15 Ib. Después de la esterilizacion las sales se agregaron a la fuente de
carbono y se obtuvo un volumen final de 1 litro. Este procedimiento se utilizé para
preparar matraces inéculo (Ml), matraces testigo (MT). Para los fermentadores con
10 L de medio, se suspendi6 la fuente de carbono en 8.8 L de agua desionizada y
por separado se esterilizan las sales en 200 mL de agua desionizada. Las sales se
agregan a la fuente de carbono una vez estériles y se completa un volumen de 9

L. Al final se incorpor6 el Ml (matraz inoculo) de 1 L al reactor.

5.4 Conservacion y propagacién de la cepa.

Los hongos se propagaron en el medio solido PDA, las placas se sembraron por
estrias con la suspension de esporas en glicerol y se incubaron a 37° C por 5 dias,

para permitir la esporulacion.

Una vez que esporuld el hongo se hizo un raspado del crecimiento miceliar y las
conidias con un asa bacteriologica y éstos se suspendieron en 10 mL la mezcla de
glicerol con solucién salina isotonica estéril. Posteriormente se agregé un volumen
de 1 mL de suspension de esporas a los crioviales. Estos crioviales se
establecieron como banco de trabajo y se mantuvieron a — 20° C con el fin de

conservar su viabilidad.
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5.5 Preparacion del inéculo.

Para inocular matraces de 1 L (Ml y MT), se recolectaron esporas por raspado, de
un placa Petri donde se propag6 el hongo en 15 mL de agua desionizada. Se
midi6 la densidad Optica de la suspension con el espectrofotdmetro a 550 nm y se
inoculé con un volumen correspondiente a 1 en D. O. en cada matraz. En el caso
del reactor de 10L, éste fue inoculado con el cultivo de un matraz Fernbach (Ml)

con 24 horas de incubacion.

5.6 Produccién de inulinasas.

La produccion de las inulinasas se realiz6 en matraces Fernbach de 2800 mL con
1000 mL de medio de cultivo y a nivel de fermentador de 16 L con 10 L de medio
de cultivo en. Los matraces con 1 L de medio se utilizaron como testigo (MT) y

como in6culo (MI), diagrama 2.

Los matraces Fernbach inoculados se incubaron 37° C y 200 RPM en agitadora
orbital (New Brunswick Scientific). Los matraces testigo (MT) se incubaron durante
120 bajo las mismas condiciones. El matraz Fernbach que se us6 como indculo
(MI) se incubd por 24 horas a 37° C y 200 RPM, transcurrido este periodo se
adiciond al fermentador en proporcion del 10 % (V/V). El fermentador de 16 L
(New Brunswick Scientific) con 9 L de medio contenia la fuente de carbono al 1%
(VIV) estéril, fue adicionado las sales aproximadamente 200 mL y posteriormente
se agrego el in6culo del matraz Fernbach (MI) con aproximadamente 1 L de

medio, con lo cual se completd un volumen de 10 L.

El fermentador se mantuvo a 37° C, 200 RPM y 1 vvm de aire, durante 120 horas.

La muestras se tomaron cada 24 horas, retirando un volumen de 10 mL en
condiciones de esterilidad, posteriormente se centrifugaron estas muestras a 2500
RPM durante 15 minutos en una centrifuga clinica (Solbat), el sobrenadante se

separd y se utilizé como filtrado enzimatico libre de biomasa.
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5.7 Determinacién de la actividad de inulinasa.

La actividad de inulinasa se determin6 como el aumento de los azUcares
reductores de una soluciéon de inulina comercial al 2.5 % (P/V) en buffer de
acetatos. La mezcla de reaccion contenia 1 mL de inulina comercial al 2.5 % (P/ V)
disuelta en buffer de acetatos 0.1 M, 0.5 mL de agua desionizada y 0.5 mL de
filtrado enzimatico libre de células, este ultimo es la muestra a la cual se le
determina actividad. Para preparar los tubos testigo se inactivaron 0.5 mL de
filtrado enzimético, hirviendo 5 minutos la muestra. Este filtrado sin actividad se

traté de la misma manera que el filtrado enzimatico.

La reaccion fue incubada a 50° C por 30 minutos; posteriormente para detener la
reaccion se adicionaron 3.0 mL de DNS. Este reactivo nos permite determinar los
azucares reductores presentes en el medio (Miller, G. L. 1959). Las muestras se
agitaron y se hirvieron durante 5 minutos, una vez frias se les adicionaron 15 mL
de agua a cada tubo. Las lecturas se llevaron a cabo en el espectrofotometro
[Beckman Coulter] a 550 nm de longitud y se utiliz6 una curva estandar de 0 — 20
umoles de fructosa. Una unidad (U) de actividad de inulinasa se determina como
la cantidad de enzima que libera un micromol de azucares reductores por minuto,

en la mezcla de reaccién (Garcia, 1999).

5.8 Purificacion del filtrado enzimaéatico del fermentador de 10 L.

Después de las 120 horas de fermentacion en el reactor se drend el cultivo y se
determind el volumen final, posteriormente se hizo pasar por un filtro de gasa y
algodén. Para eliminar la biomasa residual de la muestra se utilizé una centrifuga
de discos (Westfalia Separator). Se determiné el volumen que se obtuvo después
de la centrifugacion y se le denominé muestra clarificada. La muestra clarificada
se concentrd utilizando un equipo de ultrafiltracion por flujo tangencial (Pellicon
Millipore) con membrana de corte de 10 000 Da MWCO, se midié6 nuevamente el
volumen, esta porcion fue denominada muestra concentrada. A esta muestra se

le determind el nivel de actividad de inulinasa.
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El siguiente paso fue liofilizar la muestra concentrada (Lyph Lock 4.5 Labconco)
hasta obtener polvo libre de agua. La muestra liofilizada se peso y se le determiné
el nivel de actividad. De esta manera se pudo conocer las unidades de actividad

de inulinasa por cada gramo de enzimas liofilizadas.

5.9 Hidrélisis de sustratos ricos en fructanos.

Los filtrados enziméticos liofilizados se utilizaron para hidrolizar diferentes
sustratos. El sistema se llevé a cabo en matraces de 250 mL, con 50 mL de buffer
de acetatos 1.0 M de pH 4.8 y para prevenir la contaminacion se adicionaron 30
ug de cloranfenicol por mL de medio. Se utilizaron 0, 10, 100 y 1000 unidades de
enzima liofilizada, por lo cual se prepararon cuatro matraces diferentes. El sustrato
se agregd en proporcién del 5 % P/V, éstos eran: fructanos de agave (jugo de
agave clarificado y secado por aspersion, el cual contiene un alto grado de
agavinas Yy fructooligosacaridos), fructanos de agave nanofiltrados (jugo de agave
clarificado, nanofiltrado por membranas y posteriormente secado por aspersion),
inulina comercial de achicoria, al 10 % P/V en el caso de penca de Agave
tequilanay 20 % P/V jugo de agave crudo. Las condiciones de incubacién fueron
50° C, 200 RPM, durante 72 horas. Se tomaron muestras cada 24 horas. Cada
muestra se inactiva a ebullicion por 5 minutos y posteriormente se refrigeré hasta

Su uso.

5.9.1 Hidrdlisis fisicoquimica de sustratos ricos en fructanos.

Como comparativo se realizaron hidrélisis fisicoguimicas en matraces de 250 mL
con 50 mL de agua desionizada utilizando una correspondiente de 5, 10 o 20 %
P/V de sustrato respectivamente, se empled H,SO, al 0.01 % V/V en condiciones
de 121° C y 15 Ib, durante 3 horas. De estos sistemas se evaluaron los azucares
reductores liberados por la actividad hidrolitica de las enzimas sobre el sustrato,
con la técnica de DNS. Se utilizé la misma curva estdndar que se emple6 para
determinar la actividad de inulinasa. Los azucares reductores se expresaron como

gramos por litro (Miller, 1959).
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Diagrama general de procesos
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Diagrama 2. Proceso general empleado para la produccion de enzimas y el uso de éstas
para hidrolizar diferentes sustratos ricos en fructanos.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Produccion de enzimas inulinasas a nivel fermentador 10 L utilizando

Agave tequilana como fuente de carbono.

Las fermentaciones se realizaron a nivel de matraz Fernbach con 1 L de medio
de cultivo y a nivel de fermentador de 10 L. En la figura 3 se muestra la
produccion de inulinasas extracelulares con la cepa Aspergillus niger CH — A —
2010 en los dos sistemas. Se muestra que en estas condiciones no parece haber
diferencia y al cabo de 120 horas de fermentacion se obtienen el niveles de

actividad muy similares de 1.2 U/mL.

1.6

0.6 / /
0.4 /

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (horas)

Actividad inulinasa (U/mL

‘ == ernbach =% Reactor 10 L ‘

Figura 3. Comparacion de actividad de inulinasa de Fernbach con 1 L y fermentador con 10 L de
medio; 1.0 % (P/V) de penca de Agave tequilana, 37° C, 200 RPM, 1 vwvm de aire para el
fermentador.

En la produccién de inulinasas a nivel Fernbach se observo que las actividades
obtenidas son similares a las reportadas en la literatura por Huitron et al., 2008,
donde ya se habia determinado la concentracion de las fuentes de carbono,

nitrogeno y sales de fosfatos, por lo que para la produccién a nivel fermentador
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con 10 litros se establecieron las condiciones de agitacion y aereacion de 200

RPMy 1 vvm respectivamente.

Cabe sefialar que las pencas de Agave tequilana son la fuente de carbono y

energia, ademas de ser probables inductores en la produccién de inulinasas.

Los cultivos obtenidos a nivel de fermentador de 10 L, se purificaron de forma
parcial, empleando filtracion y centrifugacion para separar la biomasa a partir de
los caldos de cultivo, posteriormente, se concentré el clarificado por ultrafiltracion,
después de la purificacién se perdié aproximadamente 10 % de actividad. El
concentrado se liofilizé y se obtuvieron polvos con actividad enzimética. Al tener
las enzimas en forma de polvo, se facilit6 el manejo pues no requieren

refrigeracion.

A estos extractos enzimaticos se les determiné actividad de inulinasas, aunque
es posible encontrar otros tipos de actividad enzimatica como las pectinasas,
celulasas y xilanasas, dado que el sustrato puede inducir también la produccién

de éstas enzimas (Huitron et al. 2008).
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6.2 Aplicaciones de las enzimas obtenidas en las fermentaciones

sumergidas con A. niger CH - A - 2010.

Las enzimas obtenidas en los cultivos con A. niger CH — A — 2010 se utilizaron
para llevar a cabo estudios para determinar la capacidad de hidrdlisis de sustratos
ricos en fructanos como: la penca de Agave tequilana, inulina de achicoria,
fructanos de jugo de agave en polvo y jugo de agave fresco. Ademas se
emplearon enzimas comerciales liofilizadas para comparar la capacidad hidrolitica
de las enzimas de A. niger CH — A — 2010 (Rica et al., 2009; Waleckx et al.,
2011).
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6.3 Hidrdlisis enziméatica de penca de agave.

En la figura 4, se observa la hidrdlisis de penca de agave 10 % P/V fresca y
deshidratada con las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010. Ambos
sistemas tuvieron un comportamiento similar, aungque se observaron diferencias en
los azucares reductores producidos después de 24 horas de hidrolisis. Se observa
que al hidrolizar pencas de agave frescas se obtienen mas azlcares reductores
(10 g/L) comparado con la penca deshidratada (5 g/L), lo cual puede deberse a la
mayor difusién de las enzimas sobre la penca fresca, que da lugar a mayor
degradacion del sustrato. En la penca seca la estructura se ha modificado por la
deshidratacion y el acceso de las enzimas hacia la matriz donde se encuentra el

sustrato puede ser dificil.
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Figura 4. Hidrdlisis de penca fresca y deshidratada de Agave tequilana (10 % P/V) con extractos
enzimaticos crudos de A. niger CH — A — 2010, usando 500 U de inulinasa, a 50° C y 200 RPM.
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6.4 Hidrdlisis de fructanos de agave nanofiltrados con enzimas de A. niger
CH - A -2010.

Las enzimas de A. niger CH — A — 2010 se emplearon para hidrolizar fructanos
de agave nanofiltrados y secados por aspersion (50 g/L); en la figura 5 se observa
que a las 24 horas de incubaciéon empleando diferentes concentraciones de
enzimas se llegd a un maximo de hidrdlisis. En los primeros minutos de la
hidrélisis comienzan a producirse azucares reductores, los cuales se incrementan
con la concentracion de las enzimas, esto pudiera deberse a la alta disponibilidad
del sustrato, la especificidad de las enzimas por el mismo y la cantidad de enzimas
usada. Al utilizar 1000 unidades de enzima se obtuvo el mayor grado de hidrdlisis
desde los primeros minutos y hasta las 24 horas, pero después de este tiempo la
cantidad de azlcares reductores liberados es muy similar con las tres
concentraciones de enzimas utilizadas. En el ensayo de control no se usaron
extractos con actividad enzimética, pero hubo presencia de azlcares reductores
libres en el medio desde el inici6 los cuales no se incrementaron a lo largo de las

72 horas de incubacion.

6.4.1 Hidrdlisis de fructanos de agave nanofiltrados con enzimas Sigma.

Para valorar la capacidad hidrolitica de las enzimas de A. niger CH — A — 2010,
sobre fructanos de agave nanofiltrados se realiz6 un comparativo de la hidrolisis
con enzimas comerciales bajo las mismas condiciones de reacciéon. En la figura
6 se observa el perfil de hidrdlisis del sustrato donde los azlcares reductores se
liberaron en menor proporcion (38 g/L) con respecto a lo que se obtuvo con las
enzimas de A. niger CH — A — 2010 (43 g/L). La rapidez de la hidrélisis a tiempo
cero también fue menor. Los ensayos con 100 y 1000 unidades de enzimas
mostraron cantidades de azucares reductores muy similares a los tiempos 48y 72

horas.
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Figura 5. Hidrélisis de fructanos nanofiltrados de Agave tequilana (50 g/L) con extractos
enzimaticos crudos de A. niger CH — A — 2010; 50° C y 200 RPM.
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Figura 6. Hidrdlisis de fructanos nanofiltrados de Agave tequilana (50 g/L) con enzimas Sigma; 50°
Cy 200 RPM.

44



RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar las figuras 5 y 6 se observa un ligero incremento de hidrélisis de
alrededor de 5 g/L utilizando las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010
comparado con las enzimas de Sigma y también la rapidez de la hidrolisis mostré
ser superior a tiempos anteriores de las 24 horas. Sin embargo después de 24
horas las cantidades de azucares reductores liberados por las dos enzimas son
muy similares en las cinéticas con 100 y 1000 unidades. Solamente cuando se
usan 10 unidades se muestran diferencias en los azlcares reductores que se
liberan al medio de reaccién debido a la presencia de endoinulinasas y
exoinulinasas en las enzimas de A. niger CH — A — 2010, pues la presencia de
ambas permitiria la hidrélisis mas eficiente del sustrato, pues las enzimas endo
facilitarian la actuacién de las exo, al crear mas extremos donde ataquen estas
altimas. Los fructanos nanofiltrados que se utilizaron como sustrato contenian
azucares reductores de origen (10 g/L), sin embargo mostré estabilidad a las
condiciones de incubacion pues en el matraz testigo no se registré6 aumento de los

reductores aun cuando se mantuvo a 50° C durante 72 horas continuas.

6.4.2 Comparativo de hidrdlisis de fructanos de agave nanofiltrados.

En la figura 7 se observa el comparativo de hidrélisis de fructanos de agave
nanofiltrados con los registros maximos de azlcares reductores en cada sistema,
donde se aprecian las diferencias entre los métodos enzimaticos y el
fisicoquimico. En esta ultima condicion la liberacion de azlcares reductores
puede deberse a las condiciones de acidez y temperatura, puesto que hay lugar
para reacciones de caramelizacién y formacién de melanoidinas, lo cual afectaria
las caracteristicas organolépticas del hidrolizado y disminuiria la cantidad de
azucares reductores disponibles. Entre los métodos enziméaticos hay diferencias
desde los primeros minutos, donde destacan los sistemas con 1000 U de
enzimas pues se obtuvo una diferencia de 15 g/L, atribuible a la especificidad de
las enzimas de A. niger CH — A — 2010 por los fructanos de agave.
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Figura 7. Concentracién maxima de azUcares reductores obtenidos de la hidrdlisis de fructanos de
agave nanofiltrados en concentracion de 50 g/L, empleando tres métodos distintos: fisicoquimico e
hidrélisis con 1000 unidades de enzimas Sigma y de A. niger CH — A — 2010.
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6.5 Hidrolisis de fructanos de agave en polvo utilizando enzimas de A. niger
CH - A -2010.

En la figura 8 se observa la hidrélisis de fructanos de agave en polvo a una
concentracion de 50 g/L con enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010. Los
fructanos utilizados se obtuvieron de jugo de agave que no se purificO por
nanofiltracién ni se seco por aspersion. En este experimento se utilizaron 100 y
1000 unidades de enzimas. Las enzimas hidrolizan tan rapidamente el sustrato
gue desde los primeros minutos se detecto la presencia de azucares reductores.
A las 24 horas, utilizando 1000 unidades de enzimas se alcanza el grado maximo
de hidrdlisis y la cantidad de azlcares obtenida se mantiene hasta las 48 horas.
La concentracidén de azlcares reductores obtenidos cuando se utilizan 100 y 1000
unidades es de 41 y 43 g/L respectivamente. Esto muestra que la concentracion
maxima de azucares reductores obtenidos puede ser similar hacia las 24 horas,

pero la velocidad de hidrélisis es mayor al emplear 1000 unidades de enzimas.

6.5.1 Hidrdlisis de fructanos de agave en polvo utilizando enzimas Sigma.

Por otra parte en la figura 9 se muestra la hidrélisis de fructanos de agave con
enzimas comerciales Sigma, como parte del comparativo con las enzimas de A.
niger CH — A — 2010 para determinar la eficiencia de estas ultimas. A los primeros
minutos de la hidrdlisis las concentraciones de azlcares reductores son menores
con las enzimas Sigma, comparada con las enzimas de A. niger CH — A — 2010.
Se encuentran diferencias de hasta 20 g/L menos azUlcares reductores producidos
con 100 unidades enzimas comerciales Sigma comparado con los generados
utilizando enzimas de A. niger CH — A — 2010. Dado que las enzimas de A. niger
CH — A — 2010 fueron obtenidas en cultivo sumergido con penca de Agave
tequilana como fuente de carbono, éstas deben tener diferencias con las enzimas
comerciales de Sigma, en cuanto a las condiciones 6ptimas de pH y temperatura
ademas de la especificidad por el sustrato, que pueden ser la causa de las
diferencias en la produccion de azucares reductores en el ensayo con 100
unidades de enzimas. En el ensayo con 1000 unidades de inulinasa ambas

enzimas mostraron comportamientos muy similares.
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Figura 8. Hidrdlisis de fructanos de Agave tequilana en polvo a 50 g/ L con extractos enziméticos
crudos de A. niger CH — A — 2010; 50° C y 200 RPM.
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Figura 9. Hidrdlisis de fructanos de Agave tequilana en polvo a 50 g/L con enzimas Sigma; 50° C y

200 RPM.
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6.5.2 Comparativo de hidrdlisis de fructanos de agave en polvo.

En un comparativo de hidrolisis de fructanos de agave en polvo con los tres
métodos se puede observar en la figura 10, que el grado de hidrélisis es muy
similar para ambas enzimas cuando se utilizan 1000 unidades y es menor la

concentracion de azucares liberados cuando se emplea un método fisicoquimico.
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Figura 10. Concentracion maxima de azucares reductores obtenidos de la hidrélisis de fructanos de
agave en concentracion de 50 g/L, empleando tres métodos: fisicoquimico e hidrélisis con 1000
unidades de enzimas Sigma y de A. niger CH — A — 2010.
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6.6 Hidrdlisis de inulina comercial con enzimas de A. niger CH—- A -2010 y
con enzimas Sigma.

Como parte de la evaluacion de las inulinasas, se llevdé a cabo la hidrdlisis de
inulina comercial de achicoria (50 g/L) con 1000 unidades de inulinasa de
Aspergillus niger CH — A — 2010 y con enzimas comerciales Sigma. Asi la
capacidad hidrolitica de estas enzimas queda patente en sustratos comerciales.
En la figura 11 se observa que la mayor parte del sustrato fue convertido en
azucares reductores, por lo cual las enzimas de A. niger CH — A — 2010 también
son eficientes al hidrolizar inulina de grado reactivo proveniente de achicoria. La
cual es lineal y no posee ramificaciones como los fructanos de agave. A partir de
las 24 horas ya no se produjeron cantidades importantes de azlcares reductores,

por lo que las cinéticas podrian acortarse a este intervalo.
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Figura 11. Hidrdlisis de inulina comercial a 50 g/L con extractos enziméticos crudos de A. niger CH
— A —2010 y con enzimas Sigma 50° C y 200 RPM.
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De la hidrdlisis de inulina de achicoria con enzimas comerciales se observa que la
produccion de azucares reductores fue menor a los que se obtuvieron con las
enzimas de A. niger CH — A — 2010. Es posible que la mayor produccion en el
ensayo con enzimas de A. niger CH — A — 2010 se deba a la presencia de
inulinasas con condiciones 6ptimas distintas diferentes a las inulinasas de Sigma,
0 bien las inulinasa tipo exo y endo en proporciones distintas, lo cual da lugar a

comportamientos hidroliticos diferentes.
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6.6.1 Comparativo de hidrélisis de inulina comercial.

En la figura 12 se comparan los datos de produccion de azucares reductores en
cada uno de los sistemas de hidrélisis, se determind que al usar como sustrato
inulina de achicoria, las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010 liberaran
mas azucares comparado con la hidrélisis con enzimas Sigma y con la
fisicoquimica. La hidrdlisis fisicoquimica liber6 gran cantidad de azucares
reductores (42 g/L), sin embargo se producen en menor cantidad que en las
hidrolisis enzimaticas (A. niger CH — A — 2010 49 g/L y Sigma 44 g/L), aunado a lo
anterior presento una coloracion oscura lo cual constituye una desventaja frente a
las hidrdlisis enzimaticas. Los tonos oscuros se presentan por la formacion de
subproductos y la caramelizacion de los azUcares. Las hidrélisis enziméticas
liberaron azucares reductores en cantidades mayores a la hidrdlisis fisicoquimica,
porque las enzimas tienen alta especificidad por el sustrato. En las reacciones
con catalizadores biolégicos no hay reacciones secundarias que impliquen la
pérdida de productos, lo que si sucedié en la hidrdlisis fisicoquimica (Mancilla —
Margalli, 2002).
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Figura 12. Concentracion méxima de azlcares reductores obtenidos de la hidrélisis de inulina
comercial de achicoria en concentracion de 50 g/L, empleando tres métodos: fisicoquimico e
hidrélisis con 1000 unidades de enzimas Sigma y de A. niger CH — A — 2010.
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6.7 Hidrdlisis enzimatica de jugo de agave al 20 % utilizando enzimas de A.
niger CH - A — 2010.

El jugo de agave es un sustrato de interés para la produccién de azucares
reductores, por lo que se llevaron a cabo hidrolisis de este jugo con enzimas de
Aspergillus niger CH — A — 2010 y enzimas comerciales Sigma, a concentraciones
de 10, 100 y 1000 unidades. Los azucares reductores obtenidos provienen
fundamentalmente de los polimeros de fructosa presentes en el jugo. En la figura
13 se observa que el grado maximo de hidrolisis se alcanzé a las 24 horas siendo
mayor la concentracion de azlcares reductores cuando se utilizan 1000 unidades
de enzimas. La mayor velocidad con que actlan las enzimas sobre este sustrato
se aprecia cuando se utilizan 1000 unidades, pues desde los primeros minutos ya
hay cantidades significativas de azUcares reductores (15 g/L), mientras que al usar
10 y 100 unidades de inulinasa no hay liberacién de reductores y sus maximos son

de 22 g/L alas 72 horas y de 27 g/L a las 24 horas respectivamente.

6.7.1 Hidrdlisis enzimética de jugo de agave al 20 % utilizando enzimas
comerciales Sigma.

Se llevd a cabo una hidrdlisis de jugo de agave al 20 % P/V con enzimas
comerciales Sigma y se cuantificaron los azucares reductores que libera esta
enzima comercial para compararlos con los producidos por las enzimas de A.
niger CH — A — 2010 vy asi determinar las capacidad hidrolitica de éstas. En la
figura 14 se observa que el nivel maximo de hidrdlisis de jugo de agave con las
enzimas comerciales se presenta a las 24 horas al emplear 1000 unidades de
enzimas (27 g/L). Y al comparar estos resultados con los de las enzimas de A.
niger CH — A — 2010, la concentracion de azucares reductores es menor en todas
las proporciones de enzimas usadas, lo cual podria deberse a que las enzimas de

A. niger tienen mayor especificidad por este tipo de sustrato.
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Figura 13. Hidrdlisis de jugo de Agave tequilana al 20 % P/V con extractos enzimaticos crudos de
A. niger CH — A — 2010; a 50° C y 200 RPM.
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Figura 14. Hidrdlisis de jugo de Agave tequilana al 20 % P/V con enzimas Sigma; 50° C y 200

RPM.
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6.7.2 Comparativo de hidrolisis de jugo de agave al 20 % P/V.

Como parte del comparativo, se hidrolizé jugo de agave al 20 % P/v con el método
fisicoquimico y se obtuvieron azlcares reductores en cantidades comparables a
los métodos enzimaticos, sin embargo se generaron colores oscuros provenientes
de reacciones secundarias entre los azucares del jugo (Mancilla — Margalli,
2002). La concentracion maxima de azucares reductores obtenidos para cada uno
de los métodos de hidrdlisis se muestra en la figura 15. Observamos que en los
tres ensayos que las concentraciones mas altas de azlcares reductores se

obtienen al utilizar las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010.
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Figura 15. Concentracion méaxima de azUcares reductores obtenidos de la hidrélisis de jugo de
agave de 160.58 mg / mL de azUcares totales, en concentracion de 20 % P/V empleando tres
métodos: fisicoquimico e hidrélisis con 1000 unidades de enzimas Sigma y de A. niger CH — A —
2010.
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6.8 Hidrolisis de fructanos de agave y de inulina comercial marca Sigma, con
enzimas de A. niger CH- A -2010y con enzimas comerciales Sigma

Como parte de los estudios realizados se incluyeron hidrdlisis de inulina comercial
de achicoria y fructanos de agave (50 g/L en cada ensayo), con enzimas
comerciales Sigma y de A. niger CH — A — 2010. Estos ensayos las hidrolisis se
llevaron a cabo por 72 horas en una primera etapa y se observan en la figura 16.
Estas enzimas producen cantidades similares de azucares reductores (43 — 50
g/L) ademas la concentracion de éstos se mantiene constante por todo el tiempo
de hidrdlisis. En las hidrdlisis de fructanos e inulina se habia observado que a
partir de los primeros minutos se generaban azucares reductores en el sistema de
reaccion. Por tal motivo se llevd a cabo una hidrélisis a tiempos cortos para

determinar cdmo se hidrolizaban los fructanos entre 0 y 120 minutos.
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Figura 16. Hidrolisis de fructanos de agave e inulina comercial con enzimas de Aspergillus niger
CH — A — 2010 y enzimas Sigma, con 50 g/L de inulina y 500 unidades de enzimas, a 50° C, 200
RPM.
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En la figura 17 se observa la presencia de azucares reductores libres desde los
primeros minutos de hidrélisis en todos los ensayos excepto en el testigo sin
enzimas, lo cual nos muestra la velocidad con que son hidrolizados los fructanos.
A partir de 10 minutos de hidrolisis se habia alcanzado alrededor de 40 g/L de
azucares reductores en el ensayo de inulina comercial con enzimas de A. niger
CH — A - 2010, pero hacia los 120 minutos la concentracibn de azlcares
reductores es muy similar para todos los ensayos con alrededor de 45 g/L. Las
observaciones anteriores nos permiten plantear que las enzimas tienen capacidad
hidrolitica muy similar a tiempos cortos reduciendo ampliamente el tiempo de

hidrdlisis de 72 horas a solamente 2 horas.
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Figura 17. Hidrdlisis de fructanos de agave e inulina comercial con enzimas de Aspergillus niger
CH - A —-2010 y Enzima Sigma con 50 g/L de fructanos y 500 unidades de enzimas, a 50° C, 200
RPM.
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En la figura 18 se muestra la hidrélisis de los dos tipos de fructanos del
experimento anterior, pero el tiempo de reaccion se extendio a 180 minutos de
incubacion con las mismas enzimas probadas. Se observa que desde los primeros
minutos de reaccién ya habia produccion azucares reductores en cada uno de los
ensayos. Y a los 10 minutos de incubacion los de azucares reductores obtenidos
de la inulina comercial se incrementan notablemente, como en el experimento
anterior. A tiempos mayores de 60 minutos en todos los ensayos habia
porcentajes de hidrdlisis similares. Ademas la inulina comercial es hidrolizada
rapidamente a tiempos cortos, pero a partir de los 60 minutos la concentracion de
azucares reductores tiende a ser similar para los dos tipos de fructanos y se
mantiene constante hacia los 180 minutos del ensayo (45 — 50 g/L). También se
puede observar que los fructanos de agave son hidrolizados mas lentamente con
ambos tipos de enzimas a tiempos cortos, lo cual puede deberse a las

ramificaciones presentes en las agavinas (Lopez et al., 2003).
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Figura 18. Hidrolisis de fructanos de agave e inulina comercial con enzimas de Aspergillus niger
CH - A - 2010 y Enzima Sigma, con 50 g/L de fructanos y 500 unidades de enzimas, a 50° C, 200
RPM.
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CONCLUSIONES

CAPITULO 7. CONCLUSIONES

El hongo Aspergillus niger CH — A — 2010 es capaz de producir inulinasas en
cultivos sumergidos en un medio que contiene penca de Agave tequilana Weber
como fuente de carbono, sulfato de amonio como fuente de nitrégeno y sales de

fosfato.

Las condiciones de cultivo seleccionadas a nivel reactor de 10 litros fueron 200
RPM y 1 vwm de aire permitieron la produccion de inulinasas en niveles de 1.2
U/mL.

Se emplearon operaciones unitarias de filtracion, centrifugacion, ultrafiltracion y

liofilizacion, para obtener extractos enziméticos crudos con actividad de inulinasa.

Se evalué la capacidad de hidrolisis de los extractos crudos con actividad
enzimatica de inulinasa sobre sustratos ricos en fructanos y se comparé con la
actividad hidrolitica de las enzimas comerciales. En estos ensayos se encontré lo

siguiente:

Cuando se utilizan sustratos ricos en fructanos (penca de agave, fructanos de
agave en polvo y nanofiltrados, inulina de achicoria y jugo de agave) la capacidad
hidrolitica de las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010 es muy similar a la

actividad de las enzimas comerciales utilizadas con fines comparativos.
En las hidrélisis de fructanos a tiempos cortos (120 y 180 minutos) utilizando
ambas enzimas, se observd la presencia de azucares reductores desde los

primeros minutos de la reaccion.

En las hidrolisis de fructanos a 120 y 180 minutos la mayor parte de los azucares

reductores se obtuvieron entre 10 a los 60 minutos.
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La hidrdlisis fisicoquimica produce menores concentraciones de azucares
reductores comparado con las enzimas de Aspergillus niger CH — A — 2010 y con

las enzimas Sigma.

Al utilizar las pencas de Agave tequilana Weber, éstas pueden obtener un valor
agregado al ser empleadas como sustrato para la producciéon de enzimas con

interés comercial.

Las pencas de Agave tequilana Weber son un sustrato potencial para la
producciéon de azucares reductores con capacidad de obtener biocombustibles

derivados de los azucares fermentables en la penca.
El jugo de Agave tequilana Weber y los fructanos en polvo, son sustratos

potenciales para a produccion de jarabes de fructosa, Utiles en la industria

alimentaria.
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CAPITULO 8. PERSPECTIVAS

Optimizar las condiciones de la fermentacion para obtener mayores rendimientos
en la produccion enzimatica, para lo cual se requiere modificar las fuentes de
carbono y nitrégeno, ademas optimizar las condiciones agitacion y aireacion para

fermentaciones en reactor.

Probar jugo de agave como fuente de carbono, para mantener condiciones de
agitacion uniformes que aumenten la disponibilidad de nutrientes en la

fermentacion.

Determinar las actividades de enzimas pectinasas, xilanasas y celulasas, en los

cultivos.

Medir la cantidad de proteinas extracelulares en el medio de la fermentacién para

determinar las actividades enzimaticas especificas.

Determinar la presencia de invertasas en las los cultivos y observar la proporciéon

Inulinasas / Invertasas con fines comparativos.

Establecer los pardmetros cataliticos de las inulinasas, tales como Vmax y Km.

Determinar la presencia de fructooligosacaridos en las hidrdlisis de fructanos con
enzimas de A. niger CH — A — 2010.

Probar eficiencia de las enzimas como parte del procedimiento de elaboracién de

mieles de agave.
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