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RESUMEN

La inulina es un polisacérido tipo fructano presente en diversas especies
vegetales. En la ultima década ha sido usada comUnmente en alimentos
procesados, como sustituto de grasas o azucares, debido al aporte del 25-35%
de energia en comparacion con otros carbohidratos que son digeribles
completamente. Uno de los microorganismos mas utilizados para obtener
inulinasa son los Lactobacillus. El objetivo de este estudio fue optimizar las
condiciones de cultivo para la produccidbn de enzimas glicosidasas, tipo
inulinasa a partir de Lactobacillus casei mediante el empleo de residuos
agroindustriales, especificamente residuos de esparragos. La cepa utilizada fue
Lactobacillus casei ATCC 334 para lo cual se inicid con la conservacion de la
cepa, se prepard el sustrato alternativo (solucion de residuos de esparragos
suplementada), se determiné biomasa y parametros cinéticos. Posteriormente
mediante un disefio central compuesto se procedid a optimizar la produccién de
enzima inulinasa variando la concentracion de la fuente de carbono (solucion
de residuos de esparragos) y nitrogeno (nitrato de amonio). Se obtuvo como
resultado que las concentraciones 6ptimas de carbono y nitrégeno fueron de
20% v/v y 1,8 g L™, respectivamente; generando una produccién de enzima
inulinasa de 3,35 U mL™. Finalmente, los pardmetros cinéticos dieron como
resultado un Km de 30,98 mol L™y Vmax de 1,55 U mL™*

Palabras clave: Lactobacillus casei, optimizacion, residuo de esparragos,

inulinasa, cinética enzimética.



ABSTRACT

Inulin is a fructose polysaccharide present in several vegetable plants, in the
last decade, used in processed products, as a substitute for fats or sugars, due
to the content of 25-35% of energy compared to other carbohydrates that are
completely digestible. One of the microorganisms most used to obtain inulinase
are the Lactobacillus. The objective of this study was to optimize the culture
conditions for the production of glycosidase enzymes, inulinase type from
Lactobacillus casei through the use of agroindustrial waste, as well as
asparagus waste. The strain used was Lactobacillus casei ATCC 334 for which
it was started with the conservation of the strain, the alternative substrate was
prepared, the biomass and the Kkinetic parameters were determined.
Subsequently, by means of a central composite design, the production of the
inulin enzyme was optimized by varying the concentration of the carbon
(solution of asparagus waste) and nitrogen source (ammonium nitrate). Positive
results of 20% v / v and 1,8 g L™ were obtained, respectively; generating an
inulinase enzyme production of 3,35 U mL™. Finally, the kinetic parameters
resulted in a Km of 30,98 mol L™ and Vmax of 1,55U mL™.

Key words: Lactobacillus casei, optimization, asparagus residue, inulinase,

enzymatic kinetics.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La industria agricola es una de las fuentes mas importantes de produccion de
residuos, produciendo cantidades enormes de desechos por afio (Saucedo,
2017), y que en la actualidad son usados como una fuente importante para la
produccion de enzimas, capaces de degradar azUcares como la inulina,
conocidas como inulinasas. Las inulinasas se pueden dividir en: exoinulinasas
(EC 3.2.1.80) que son capaces de catalizar la remocién de unidades de
fructosa de principio a fin de la cadena con la hidrdlisis del residuo de sacarosa;
y las endoinulinasas (EC 3.2.1.7) catalizan la hidrdlisis de los enlaces de las
moléculas de inulina, dando como resultado inulotriosa, inulotetrosa e
inulopentosa los cuales no presentan actividad invertasa, para hidrolizar

residuos de sacarosa (Calderén y Maggi, 2010).

Es una enzima utilizada para procesar polifructanos en jarabes de fructosa-
glucosa, los cuales actian como aditivos dietéticos para producir etanol (Aruna
y Hati, 2014) de la misma manera las inulinasas se pueden usar como
edulcorantes (Baston y Neagu, 2013). La inulinasa es una enzima que rompe
los enlaces 1-2 de oligosacaridos de cadena larga (en especial
fructooligosacéridos), dando lugar a la degradacién de moléculas para la
correcta absorcion de azucar por parte de las células; dicha funciéon la cumplen
Unicamente las bacterias acido-lacticas con actividad prebiotica (Nascimento,
2012).

A estas enzimas se las puede encontrar en varias especies vegetales y frutas,
también, se obtienen de diferentes microorganismos como hongos, levaduras,
bacterias y actinomicetos. Uno de los microorganismos mas utilizados para la
obtencion de inulinasa son las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus,
en su mayoria cepas bacterianas de Lactobacillus spp. (Campos, Roa,

Mosqueda, Cruz y Claudia, n.d.). Han sido estudiadas como prebioticos en



productos alimenticios y medicinales debido a estudios realizados in vitro
(Douillard, 2013). El uso de microorganismos para la obtencién de productos de
interés se ha ido incrementando en los Ultimos afos, ya que presentan ventajas
como la produccion de enzimas en menor tiempo y mayor cantidad de
producto. Otra de las ventajas es que, con el uso de microorganismos, se
puede utilizar materias primas naturales, como desechos, o fuentes que no

sean reutilizadas, ayudando asi al medio ambiente

En el estudio realizado en el afio 2012 por Smetankova y colaboradores se
investigaron tres cepas silvestres de Lactobacillus por su crecimiento y
capacidad para producir acido lactico, acido acético y etanol en condiciones
aerodbicas y anaerdbicas, para ello se probé tres temperaturas diferentes (30,
37 y 45°C). El crecimiento se estudié midiendo la densidad Optica y el valor de
pH, dando como resultado que el rendimiento celular final en condiciones
aerdbicas fue mayor. Ademas la formacion de acido lactico (como el principal
metabolito) fue mas lento durante el cultivo a 30°C, las tres cepas mostraron
una buena capacidad para crecer en cultivo en las tres temperaturas
analizadas en condiciones aer@bicas. Para las temperaturas de 37 y 45°C, la
fase de crecimiento exponencial se observo entre las 2 y 8 horas y a 30°C. En
general, estas cepas de lactobacilos crecieron mas rapido en condiciones

aeroObicas (Smetankova, 2012).

En el estudio realizado por Shahravy y colaboradores en el afio 2012, en
donde, el objetivo del estudio fue optimizar las condiciones de cultivo para una
produccion econdmica de Lactobacillus casei ATCC 334 como probidtico
utilizando como fuente de carbono el polvo proveniente de la palma, donde se
evaluo el efecto de once factores sobre el crecimiento bacteriano, y se encontré
tres factores que incluyen como los pardmetros mas significativos (polvo de
palma, triptona y la velocidad de agitacion). Las condiciones Optimas incluyen
la concentracién de polvo de palma (38 g L™), concentracién de triptona (30 g
L™Y); y se determiné una velocidad de agitacién de 320 rpm y que el pH 6ptimo
para su crecimiento es de 6,9 (Shahravy, Tabandeh, Bambai, Zamanizadeh, y
Mizani, 2012).



Adicionalmente, en el estudio realizado por Jurado Gamez y colaboradores en
el aflo 2014 cuya finalidad fue valorar los parametros cinéticos optimos para la
fermentacién de Lactobacillus casei en dos medios probidticos (MRS y Pro).
Para esto se evalué en cada medio el valor maximo de crecimiento en relacion
a la produccién de biomasa, el nimero de microorganismos viables en placa
(UFC mL™), pH, cantidad total de azlicares que consume (mg L™) y produccién
de acido lactico (%). Se obtuvo como resultado que el crecimiento en la fase
exponencial (UFC mL™) al tiempo 7 fue de 3x10™ UFC mL? con una
concentracién de proteinas de 46,95 g L™, mientras que en el tiempo 6 se
obtuvo un resultado de 7,3x10® UFC mL™ y de 45,83 g L™ para crecimiento y
concentracion de proteinas, respectivamente. Mediante HPLC se determind
que las cepas de L. casei eran homofermentivas debido a que su produccion
de acido lactico fue superior al 80%. Concluyendo que los valores encontrados
en los dos medios revelan que son adecuados para la preparacion de in6culos
probioticos (Jurado Gamez, Calpa Yama4, y Chaspuengal Tulcan, 2014).

Por tal motivo en los dltimos afios las enzimas han sido aisladas a partir de
microorganismos, permitiendo su produccion a nivel industrial a la vez, de su
aplicacion en la industria alimenticia, teniendo como ventajas la produccién a
mayor escala en un tiempo corto y desarrollo de métodos que permiten que
estos microorganismos produzcan enzimas similares a las que existen en

plantas o animales (Shinde, 2015).

1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad la produccién de enzimas a partir de microorganismos se lleva
a cabo mediante el uso de reactivos ultra puros, costosos y que no se producen
en el Ecuador; es por este motivo que una gran cantidad de empresas en el
exterior han implementado protocolos para producir enzimas de una manera
mas economica, a traveés de la reutilizacion de desechos organicos. En
Ecuador, particularmente en la regién sierra, existe una tasa del 53,81% de
produccion de desechos organicos por dia, del cual un porcentaje muy
pequefio es reutilizado (Cando, 2014). Cabe mencionar que los residuos

organicos son generados de actividades urbanas, agropecuarias e industriales,



los cuales se relacionan directamente con el modelo productivo actual y
simbolizan una de las formas vitales de deterioro del medio ambiente porque
no existe un aprovechamiento adecuado y un reciclaje sistematico de los
mismos. Es por esto que hace algunos afios se inicia el desarrollo de métodos
para manejar y transformar estos desechos con la finalidad no solo de
disminuir el problema de contaminacién ambiental, sino obtener productos
Gtiles y necesarios para la nutricion tanto de humanos, animales y plantas
(Acosta Duran, 2013). Ademas, no se llevan a cabo investigaciones que
permitan establecer protocolos de produccion de enzimas glicosidasas tipo
inulinasas a escala de laboratorio e industrial, que puedan ser empleadas por
las mismas empresas que producen dichos desechos. Para ello se ha optado
por importar dichas enzimas, lo que genera un precio elevado y alarga el
tiempo de desarrollo de los proyectos, reflejandose a largo plazo en el costo de

los productos generados a partir de estas moléculas.

Por tal motivo, una de las alternativas que se ha evaluado para la produccion
de inulinasa a partir de microorganismos, ha sido el uso de Lactobacillus casei.
Sin embargo, no existen estudios en los que se haya utilizado como sustrato
residuos organicos de esparragos en el establecimiento de las condiciones

adecuadas de crecimiento.

1.3 Justificacién de la investigacion

El estudio del comportamiento de los microorganismos como las bacterias
permite conocer su desarrollo y su correlacion con diferentes tipos de sustratos;
generando proyecciones de investigacion que se relacionan directamente con
la nutricibn y mejora de procesos fermentativos en areas destinadas a la
biotecnologia de alimentos (Onyenweaku, 2016). Es asi que, la produccion
enzimatica es un proceso importante a nivel industrial, debido a que genera
moléculas capaces de participar en las principales reacciones catabodlicas que
influyen en varias areas productivas (Mejia, Chacon, Guerrero y Balmore,
2007).



Actualmente el uso y aprovechamiento de residuos agroindustriales para la
elaboracion de compuestos rentables o como insumos para procesos agricolas,
ganaderos e industriales, son una alternativa en la reduccion del impacto
ambiental que podrian generar dichos desechos. Los desechos agricolas
pueden convertirse en materia prima para distintos propositos, debido a que
posee compuestos lignocelulésicos con bajo costo y que pueden ser
aprovechados para la produccion de metabolitos de interés para diferentes
industrias (Saucedo, 2017)

Sin dejar de lado que se debe plantear una opcién eficaz y rentable para
solucionar la problemética de la contaminacion ambiental producida por
residuos organicos. Para esto se ha planteado la alternativa de que dichos
residuos sean empleados de manera adecuada y sostenible, partiendo de la
reutilizacion de la materia organica que no es aprovechada en ciertos casos y
gue sin duda alguna se pueden extraer componentes Utiles para la sociedad

(Vargas, Torrescano y Sanchez., 2013).

Este trabajo de titulacion tiene como finalidad optimizar las condiciones de
cultivo de Lactobacillus casei para producir enzimas glicosidasas, tipo inulinasa
mediante el empleo de residuos agroindustriales, promoviendo el uso de este
tipo de residuos organicos (desechos de esparragos) como alternativa
econOmica, eficaz y que a la vez pueda contribuir a la disminucién de la
contaminacion ambiental; ademéas de establecer las condiciones de cultivo
adecuadas para que este proyecto pueda ser reproducible en el futuro a escala
industrial y generar metabolitos de interés ademas de la inulina, productos que

puedan ser aprovechados y comercializados.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general:
Optimizar las condiciones de cultivo, para la produccion de enzimas
glicosidasas, tipo inulinasa de Lactobacillus casei mediante el empleo de

residuos agroindustriales.



1.4.2 Objetivos especificos:

= Optimizar las condiciones de cultivo de Lactobacillus casei, concentracion de
fuente de carbono (residuos de esparragos) y concentracion de fuente de
nitrogeno (nitrato de amonio) para obtencion de inulinasa, mediante disefios
estadisticos.

= Determinar los parametros cinéticos y enzimaticos de la fermentacion de

Lactobacillus casei, a escala de laboratorio

2. MARCO TEORICO

2.1 Descripcién de la especie Lactobacillus casei.

Lactobacillus casei es una bacteria Gram positiva (Figura 1), sin motilidad,
incapaces de formar esporas y que tienen un metabolismo rigurosamente
fermentativo. Se presentan como bacilos largos y delgados hasta cortos y
curvados, los cuales tienen forma de bastén y su tamafio varia entre 0,7 y 1,1
pum x 2,0 y 4,0 um (Ramirez, 2011; Panesso, 2015). Estas bacterias en su
mayoria estan compuestas por especies homofermentativas, es decir, cuando
un mol de glucosa es transformada en dos moles de &cido lactico; sin embargo,
algunas son heterofementativas, las cuales representan como resultado final la
produccion de un mol de acido lactico, un mol de etanol y un mol de CO, por

cada mol de glucosa fermentada (Cartes, 2005 y Panesso, 2015).
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Figura 1. Tincion Gram de L. casei
Tomado de (Kamiya, 2011)

Principalmente se localizan en la leche y algunas cepas son usadas para la
preparacion de productos lacteos; también se los encuentra en la fermentacion
de vegetales, carne, boca e intestino humano y en el ambiente (Ramirez, Ulloa,
Veladzquez, Ulloa y Arce, 2011; Panesso, 2015).

De igual manera este microorganismo es usado en la industria lactea para la
elaboracién de prebiéticos (Ramirez, 2011). Este tipo de bacterias son usadas
para la fermentacibn de carbohidratos de manera eficiente junto con la
fosforilacién a nivel de sustrato, lo que quiere decir que, es un paso importante
para la obtencion de energia, debido a que no son capaces de producir la
misma por medio de la actividad respiratoria. Por tal motivo este proceso se
lleva a cabo mediante reacciones durante la glucdlisis, logrando obtener
energia en forma de ATP que sera usada para realizar funciones especificas

como el transporte de nutrientes (Hofvendahl y Hahn—Hagerdal, 2000).

2.1.1 Importancia de la bacteria Lactobacillus casei.



Las bacterias 4cido-lacticas (BAL) son muy importantes en la industria de los
alimentos porque permiten conservar y desarrollar caracteristicas sensoriales
como sabor, olor textura y aumentan su calidad nutritiva; gracias a esto se
puede desarrollar todo tipo de alimentos capaces de satisfacer los
requerimientos del consumidor. Esos microorganismos son usados como
probidticos y esta aplicacién ha animado el interés de cientificos, quienes han
demostrado los beneficios que tienen los probidticos para la salud como
equilibrar la flora intestinal y regular el sistema inmunolégico. Ademas de
efectuar actividades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y anticancerigenas
(Ramirez, 2011; Tiptiri-Kourpeti, 2016). Por otro lado, las BAL presentan
capacidad antagonica por la produccion de acidos organicos y metabolitos
inhibidores y facil reproduccion en ambientes con azUcares fermentables como

la inulina (Samaniego, 2010).

Lactobacillus casei ha sido utilizada mayoritariamente en la industria alimenticia
y medicinal, siendo considerada como un microorganismo capaz de beneficiar
la salud tanto de humanos como de animales (Douillard, 2013). Puede
constituir parte de la estructura intrinseca de varios alimentos conocidos como
funcionales, empleados en la manufactura alimentaria como sustitutos de
azucares, grasas e incluso pueden contribuir textura, estabilizar la formacion de
espuma, mejorar las cualidades sensoriales de productos lacteos fermentados,
galletas, mermeladas, el pan y la leche (Lara, Lara, Julian, Pérez y Benites,
2017).

Es asi que, L. casei ha sido enormemente usada en la industria lactea para
producir derivados lacteos como queso, yogurt y en la industria alimenticia en
el procesamiento del chucrut, vegetales fermentados, carne, vinos y cerveza
(Panesso, 2015).

Adicionalmente, poseen propiedades anticancerigenas cuando se produce una
alteracion de la microflora gastrointestinal y en el metabolismo del colon en
donde, degrada los carcinégenos y produce antimutagénicos para mejorar la

respuesta inmune del huésped (Tiptiri-Kourpeti, 2016).



Se han realizado estudios preclinicos en ratones para determinar la eficacia
protectiva y terapéutica frente a infecciones microbianas inducidas, en la cual
se afirma que L. casei puede aumentar la capacidad de activacion de
macrofagos, 1o que provoca el incremento de monocitos provenientes de la
circulacion hacia el sitio de la infeccion, dando como resultado el aumento de
las funciones antimicrobianas y la disminucién en la duracion e incidencia de

algunos procesos infecciosos (Cobo, Mateos, y Mufioz, 2006; Lujan, 2007).

2.2 Inulinasas

2.2.1 Generalidades de las enzimas inulinasas

Fue aislada por primera vez en 1804 por Rose, cientifico aleman, quien aislo6
“‘una sustancia peculiar de origen vegetal” como él lo llamd; a partir de Inula
helenium que Thomson en 1818 la renombré como inulina. Sin embargo, en
1864 Julius Sachs, fisiblogo aleman de plantas fue el pionero en investigar los
fructanos, ademas de detectar en tubérculos de Dahlia, Heliantus tuberus e
Inula los cristales esféricos de inulina (Lara, Lara, Julian, Pérez y Benites,
2017). La inulinasa (E.C. 3.2.1.7) es una enzima que pertenece a la familia de
las glicésido-hidrolasas, las cuales son capaces de catalizar la hidrélisis de
inulina a fructosa. Ademas, tiene la capacidad de liberar fructosa y oligo-
fructosa de la inulina, que es un polimero natural de almacenamiento de
energia, unido por enlaces B (2-1) que se encuentran en algunas especies de
plantas de la familia de las Asteraceae, como la alcachofa de Jerusalem, la

achicoria, los esparragos (Johnson y Echavarri-Erasun, 2011).

Se clasifican en las exoinulasas, las cuales inician fragmentando la primera
molécula de D-fructosa, continuando su recorrido hasta llegar a romper el
ultimo enlace que se encuentre dentro de la molécula de inulina, liberando una
molécula de D-glucosa; mientras que las endoinulinasas realizan cortes
internos en la molécula de inulina originando inulo-oligosacéaridos, generando

inulopentosa, inulotetrosa, inulotriosa, sin actividad invertasa para hidrolizar el
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residuo de sacarosa (Calderén y Maggi, 2010). Esta propiedad de que la
enzima sea exo 0 endo inulinasa depende del origen microbiano de la que se

obtuvo la inulinasa (Tharun, Guttikonda, Vanitha y Anuradha, 2017).

Pueden obtenerse de diversas especies vegetales, ademas de
microorganismos, los cuales se encuentran en la capacidad de producir la
cantidad necesaria de inulinasa para ser usada en diversas areas industriales
(Calderén y Maggi, 2010). Entre los microorganismos productores de la enzima
inulinasa se pueden citar a los hongos del género Aspergillus, Rhizopus,
levaduras del género Pichia, Kluyveromyces, y bacterias del género
Lactobacillus (Singh y Gill, 2006).

2.2.2 Aplicaciones industriales de la enzima inulinasa

Actualmente las enzimas que han sido producidas a partir de microorganismos
son enormemente reconocidas a nivel mundial por su amplio uso en la industria
quimica, agricola, médica, farmaceutica, alimentaria y energética. Su
importancia se debe a las caracteristicas que presentan como la reduccién del
tiempo de los procesos, menor consumo de energia, ademas de ser ecoldgicas
y no téxicas. Existen factores que motivan a reducir el tiempo de los procesos
en la industria, la conservacion de recursos naturales y la seguridad ambiental
(Singh, Kumar, Mittal y Kumar, 2016).

En la industria de los alimentos se han empleado microorganismos capaces de
producir enzimas importantes para la nutricion de los seres vivos y en la uUltima
década la inulina ha sido usada comunmente en alimentos procesados, como
sustituto de grasas o azucares, debido a que presenta un aporte de 25-35% de
energia en comparacién con otros carbohidratos que son digeribles por
completo, pero solo cuenta con el 10% de dulzura en relacion a la sacarosa
(Shoaib, 2016).

Como funcién se ha encontrado que estimula el crecimiento de la microbiota

intestinal a través de la produccién de sacéridos inulocolisacéaridos, porque en
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su trayecto hacia el intestino delgado no es digerida (Lara, Gordillo, Pascual,
Pérez y Benites, 2017), y en el intestino la inulinasa puede ser metabolizada
por microorganismos intestinales como el L. casei (Singh y Chauhan, 2017)..

Gracias a estas evidencias cientificas, la inulina puede ser considerada un
prebibtico y de acuerdo a investigaciones realizadas, los prebidticos de cadena
corta como los fructooligosacaridos (FOS), tienen de 2 a 8 enlaces por
molécula de sacarido, son fermentados mas rapido en el lado derecho del
colon alimentando a las bacterias de esa parte. Por el contrario, los prebi6ticos
de cadena larga, como la inulina que tienen de 9 a 64 enlaces por molécula de
sacarido, son fermentados de forma mas lenta, alimentando a las bacterias del

lado izquierdo del colon.

En la industria farmacéutica la inulina es empleada para fortalecer la microbiota
intestinal y contribuye en la sustitucion o complementacion de la leche materna.
Ademas, se usan sus derivados como material excipiente en tabletas,
coadyuvantes en vacunas, los principales usos son como sustitutos no
carcinogénicos e hipocaldricos de azucares edulcorantes en donde se ven
afectadas sus propiedades sensoriales aln en concentraciones tan altas como
un 15% (Lara, 2017). Adicionalmente, son utilizadas para procesar
polifructanos en jarabe de fructosa- glucosa, el cual tiene un contenido de D-
fructosa que supera el 75%, o para la produccién de fructooligosacaridos los
cuales son aditivos dietéticos para producir etanol (Aruna y Hati, 2014)
ademas, son usados como edulcorantes (Baston y Neagu, 2013). La fructosa,
que tiene el estado generalmente reconocido como seguro (GRAS), se conoce
como un edulcorante alternativo seguro, que es importante por sus
propiedades funcionales en lugar de su dulzura. Su demanda es cada vez
mayor debido a que juega un papel beneficioso para pacientes diabéticos,
disminuye la actividad cariogénica y la asistencia en la absorcion de hierro
(Montafiez, Venegas, Vivar, y Ramos, 2011). El desarrollo de un nuevo método
de obtencién de jarabes de fructosa mediante la hidrdlisis enzimatica de la
inulina empleando inulinasas, ha sido estudiado durante las tres ultimas

décadas con la finalidad de contribuir en el mejoramiento de la salud humana y
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es que en niveles de administracion bajos puede metabolizarse sin necesidad
de insulina, resultanto favorable para pacientes con diabetes como se

menciono con anterioridad (Ros, Fernandes, y Jiang, 2013).

2.2.3 Produccién de enzimas inulinasas en bacterias

Los microorganismos producen una amplia variedad de enzimas que son
diferenciadas por sus mecanismos de regulacion, lugar de sintesis (intra o extra
celulares) y sus propiedades cataliticas. Una de las ventajas que presentan las
bacterias para la produccion de enzimas es su resistencia a elevadas

temperaturas (Aruna y Hati, 2014).

Los niveles de obtencion de inulinasas en bacterias no se comparan con los
obtenidos en levaduras y hongos. Sin embargo, gracias a la capacidad que
tienen muchas bacterias para sobrevivir a altas temperaturas, se han realizado
intentos para aislar cepas bacterianas que pueden producir grandes cantidades
de inulinasa térmicamente estable (Singh y Gill, 2006).

La produccion de enzimas inulinasas en bacterias como Bacillus
stearothermophilus, Bacillus polymyxa, bacterias acido Ilacticas como
Lactobacillus casei, se produce de forma extracelular en rangos 6ptimos de
temperatura (50-70°C) y pH &cidos (5,5- 9) , a pesar de que estos parametros
varian de acuerdo a la cepa con la que se trabaje (Chi, Chii, Zhang, Liu y Yue,
2009; Singh y Pandey, 2009)

2.30ptimizacion de Bioprocesos de produccién de inulinasas

2.3.1 Parametros y condiciones de cultivo

L. casei es cultivado en medio MRS que fue desarrollado por Man Rogosa y
Sharpe el cual presenta una formulacion que favorece el desarrollo de
lactobacilos y demés bacterias acido-lacticas. Es asi que, el extracto de carne,
glucosa, peptona y extracto de levadura son la fuente nutritiva que aporta

minerales, vitaminas, nitrégeno y carbono mostrando asi que las BAL son mas
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exigentes debido a la limitada capacidad de biosintesis. El magnesio,
manganeso, sales de sodio y el manoleato de sorbitan proveen cofactores para
el crecimiento bacteriano, ademas de inhibir el desarrollo de otros
microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del
crecimiento de bacterias Gram negativas. La temperatura para su incubacién
debe ser de 35-37°C por un tiempo de 24-72 horas (Neogen, 2010).

El uso de diferentes fuentes de sustrato de origen organico como residuos de
vegetales y lacteos, ha hecho que el estudio de la obtencion a nivel industrial
de las enzimas inulinasas sea de interés, en donde la optimizacion de la
produccion de las mismas en bacterias presenta investigaciones recientes

(Laowklom, Chantanaphan, y Pinphanichakarn, 2012)

Puede emplearse materia prima bruta o residuos agroindustriales como
sustratos para la produccién de bacterias acido lacticas con el fin de producir
enzimas inulinasas. La inulina de origen vegetal es una fuente de carbono
suficiente para la produccion de este tipo de enzimas (Lara, 2017). El carbono
es uno de los principales elementos que se necesitan para el crecimiento del
microorganismo y produccion de enzimas de interés, ya que el mismo
proporciona energia necesaria para realizar estos procesos (Singh y Gill,
2006).

Entre los parametros mas importantes que se deben tomar en cuenta para
cultivo de Lactobacillus casei se encuentra la fuente de nitrégeno, carbono, tipo

de fermentacion, entre otros.

Uno de los nutrientes que se encuentra en pequeilas cantidades es el
magnesio el cual es el constituyente de la lactosa deshidrogenasa. Es de vital
importancia cuidar las cantidades de nutrientes que se emplea, debido a que
un exceso de los mismos puede causar una inhibicién del crecimiento celular
(Hofvendahl y Hahn—Hé&gerdal, 2000).

Otro parametro importante a tomar en cuenta es la concentracion de iones
hidrogeno, este factor juega un papel importante en la produccion de acidos

organicos que se forman durante la fermentacién debido a que la acumulacién



14

de caldo en dicho proceso, inhibe el crecimiento del microorganismo. Para
controlar su acumulacién se puede adicionar agentes neutralizantes (Shahravy,
Tabandeh, Bambai, Zamanizadeh y Mizani, 2012). El ph optimo para el
creciemineto de L. casei debe encontrarse entre 5,5y 6,2 (Panesso, 2015).

Al ser considerada como una bacteria mesofila cuya temperatura 6ptima para
su crecimiento es de 37 °C, encontrandose dentro del rango anteriormente
mencionado de 30-40 °C (Hofvendahl y Hahn—Hagerdal, 2000).

2.3.2 Cuantificacion enzimatica y medicién de parametros cinéticos

La actividad enzimatica es la velocidad en la que una enzima determinada
reacciona, la misma que se establece por la medicién de la velocidad en la que
se transforma el sustrato (Muller, 2008). Existen dos procedimientos de
medida: el primero es la reaccion a punto final o medida a dos puntos y el
segundo es el método cinético o medicién continua. Para ello, se efectia una
medicion de la cantidad de sustrato no transformado de forma continua en
ciertos periodos de tiempo o la cantidad de producto formado (Koolman y
Roéhm, 2005)

La Vmax representa la velocidad méaxima en donde la concentracion de
sustrato incrementa hasta llegar a una velocidad constante, es decir, toda la
enzima se encuentra formando el complejo enzima-sustrato. La Vmax es
directamente proporcional a la concentracion de la enzima (Battaner, 2014). Se
considera que Vmax es la medida cuantitativa de la intensidad de la
transformacién catalitica del sustrato, mientras que Km simboliza la fijacion al

mismo (Koolman y R6hm, 2005).

La concentracion de sustrato cuando la reaccion ha alcanzado la mitad de su
velocidad maxima se conoce como Km o constante de Michaelis-Menten, la
cual es un valor caracteristico de cada enzima e indica la afinidad de la unién
enzima- sustrato, es decir, cuando el valor de Km es bajo, indica que existe una
alta afinidad entre la enzima y el sustrato; mientras que un valor alto indica que
existe una baja afinidad entre las mismas (Koolman y R6hm, 2005). La Km no
depende de la concentracién de la enzima, cuando el valor del contenido de
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sustrato es igual al valor de Km la velocidad de reaccién es Vmax/2, ademas,
es un parametro intrinseco y su cambio de debe a la temperatura y al pH
(Christensen y Palmer, 1980).

3. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

3.1Diagrama de flujo

burificacion del . Determinacion de

urificacion de - » )
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Figura 2.Diagrama del proceso a realizarse para la optimizacién de las
condiciones de cultivo de Lactobacillus casei para produccion de inulinasa.
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4. PROCEDIMIENTOS
4.1 Poblacion y muestra

Se utilizé Lactobacillus casei (ATCC® 334™) obtenida de la casa comercial
Microbiologics®. La muestra es el coctel de enzimas extracelulares contenidas

en el sobrenadante del medio de cultivo

4.2 Materiales y métodos para la obtencién de datos

4.2.1 Elaboraciéon de medio de cultivo alternativo

El medio usado para el crecimiento del microorganismo fue el medio MRS broth
modificado (Himedia Laboratories, 2010) cuya composicion se presenta en la
Tabla 1
Tabla 1.

Composicion del medio de cultivo alternativo para el crecimiento de
Lactobacillus casei

Acetato de sodio 5,00
tri hidratado

Sulfato de 0,05
manganeso

Fosfato de sodio 2,00

Cabe destacar que cada sal se disolvi6 de manera individual con una

concentracion de 0,05 M.

4.2.2 Purificacion de la bacteria Lactobacillus casei

La purificacién de cepas se llevo a cabo siguiendo el método modificado de
Sanchez, (2005), en el que se sembraron las cepas en medio de cultivo MRS
liqguido y se incubo por 72 h a 37 °C. Posteriormente se sembro 15 pL de
cultivo en medio solido MRS mediante la técnica de extension en placa y se

incubd igualmente por 72 h a la misma temperatura. Se observo la presencia
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de colonias puras y se comprobd su purificacion mediante tincion Gram y

visualizacion microscopica.

4.2.3 Preparacion del sustrato alternativo (Solucién de residuos de
esparragos)
Para la elaboracién del sustrato se tritur6 200 g de esparragos frescos, se

procedio a licuar con 50 mL de agua destilada para su posterior filtrado. Dicho
filtrado se autoclavé para realizar un segundo filtrado hasta obtener la solucion

de esparragos libre de solidos suspendidos.

4.2.4 Determinacion de biomasa
Para determinar el crecimiento de Lactobacillus casei se llevaron a cabo dos

procedimientos diferentes con la misma finalidad.

4.2.5 Método peso seco

Consiste en una determinacion gravimétrica de biomasa, en donde se tomaron
4 mL de la muestra los cuales fueron centrifugados (Sigma ®3-18KS) a 10000
rpm durante 10 min, se recupero la biomasa (pellet) y se resuspendioé en 2 mL
de agua destilada estéril para posteriormente colocarla en capuchones secos
de aluminio (previamente pesados). Se procedid a secar las muestras por 24 h
a 80°C en la estufa. Para finalizar se peso los capuchones y se restd el peso

inicial (Arndiz, Isac y Lebrato, 2000; Camacho y Torres, 2010).

4.2.6 Meétodo de absorbancia

Consiste en medir la absorbancia de la biomasa que se encuentra en una celda
utilizando el espectrofotometro. Para medir la biomasa se utiliz6 un blanco
especifico, que en este caso fue la solucion de esparragos sin indculo. Seguido
de esto, se tom6 1 mL de la muestra que se centrifugdé a 6000 rpm durante 10
min. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mL de agua

destilada estéril para después medir la absorbancia a 600 nm.
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4.2.7 Curvade calibrado de biomasa

Se procedid a realizar la curva de calibrado del microorganismo de acuerdo a
las diluciones establecidas en la Tabla 2, para lo cual se midié la concentracion
de biomasa por medio de los dos procedimientos descritos en los apartados

anteriores.

Tabla 2.
Diluciones para efectuar la curva de calibrado para la determinacién de
biomasa

1 5,0 50
2 4,0 6,0
3 3,0 7,0
4 2,0 8,0
5 1,0 9,0
6 0,5 9,5

4.2.8 Pre ensayo de crecimiento con el sustrato alternativo (solucién de
residuos de esparragos al 20%)

Para el ensayo de crecimiento de L. casei se utiliz6 un medio alternativo de 40
mL en el cual se afiadié los siguientes reactivos: Acetato de sodio (5 g L™),
sulfato de manganeso (0,05 g L™?), fosfato de di sodio (2 g L™?), solucién de
residuos de esparragos (20% v/v) y nitrato de amonio (2,85 g L™), se
homogeniz6 al medio, se ajustdé a un pH de 6,5, se autoclavd y se incubo a
37°C y 150 rpm durante 72 h. Se observé si crecia la bacteria en el medio
alternativo (Oh, 1995) .

4.2.9 Curvade crecimiento de biomasa en medio 6ptimo

La curva de crecimiento de Lactobacillus casei se llevo a cabo con la finalidad
de determinar la fase exponencial de su crecimiento. Para esto se realizaron
tres réplicas de la siguiente manera. Se tomaron 5 mL de la muestra cada hora
y se los colocd en tubos falcon de 15 mL, y se dividié en dos procesos. El

primero se realizo por el método de absorbancia, en el cual se utilizé un blanco
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que fue el medio sin inocular. Seguido, se extrajo 1 mL de la muestra, se lo
coloco en una celda y se midié6 la absorbancia a punto fijo en el
espectrofotometro a 600 nm. En el segundo procedimiento, a los 4 mL
restantes se los centrifug6 por 10 min a 10000 rpm con el fin de que se separe
la biomasa. Se desechdé el sobrenadante dejando el pellet en el falcon, se
afadi6 2 mL de agua destilada estéril, se homogeniz6 con vortex y se lo
centrifugd a 10000 rpm por 5 min. Se realizé el paso anterior 2 veces mas y a
la tercera vez que salid de la centrifuga se desechd el sobrenadante y se
coloco 2 mL de agua destilada estéril. Se homogenizd nuevamente y se colocé
en sus respectivos capuchones durante 24 h, los cuales se colocaron en el

desecador durante 15 min para posteriormente pesarlos

4.2.10 Consumo de sustrato

Para la obtencion del consumo de sustrato se realiz6 una curva de calibrado
mediante el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). En la misma se utilizd
solucion de fructosa y se diluy6é en agua destilada estéril, en las cantidades que
se indican en la Tabla 3. Una vez realizadas las diluciones se colocaron 500 pL
de cada dilucion en microtubos de 1,5 mL y se adicionaron 500 pL del reactivo
del DNS. Se hizo reaccionar en el termobloque a una temperatura de 95 °C por
5 min. Se dejé enfriar las muestras y se las traspasé a las celdas del
espectrofotometro y se midié la absorbancia a 540 nm. El blanco utilizado fue el
reactivo del DNS puro que también fue incubado a 95 °C por 5 min (Miller,
1959).
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Tabla 3.
Diluciones para realizar la curva de calibrado para determinar el consumo de
sustrato (fructosa)

Diluciones Volumen de la Volumen de

fructosa agua destilada

(mL) estéril

(mL)

1 50 0,0
2 4,5 0,5
3 4,0 1,0
4 3,5 1,5
5 3,0 2,0
6 2,5 2,5
7 2,0 3,0
8 1,5 3,5
9 1,0 4,0
10 0,5 4,5
11 0,0 5,0

Para medir el consumo de sustrato de Lactobacillus casei se tomaron 500 pL
de la muestra de cada hora y se colocdé en un microtubo de 1,5 mL y se
agregaron 500 pL de DNS. Se incubo6 en el termo bloque a 95 °C por 5 min, se
dejé enfriar las muestras y se midié la absorbancia en el espectrofotémetro a
540 nm generando asi una curva de consumo de sustrato. Seguido de esto se
procedié a determinar el rendimiento de biomasa con el sustrato mediante el
uso de la ecuacion 1.
X=X,
o, =

Ecuacion 1

4.2.11 Parametros cinéticos de Lactobacillus casei
Para la medicion de los parametros cinéticos de la bacteria Lactobacillus casei,

se lo realiz6 tanto para el sustrato no 6ptimo y para el medio éptimo.

En la misma se midieron parametros como velocidad especifica de crecimiento
(1) (Ecuacion 2), velocidad maxima de crecimiento (umax) (Ecuacién 3), tiempo
de duplicacion (td) (Ecuacion 4) y productividad global de biomasa (Yxgiobal)

(Ecuacion 5) (Zapata, Hoyos y Quinchia, 2005).

InX ¢—InXgp .
n= —L 0 Ecuacion 2
At
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lan—lnXl .
pmax = ——— Ecuacion 3

td = — Ecuacion 4

Y _ XZ_XI
Xglobal tr—tq

Ecuacion 5

Formacion de producto

4.2.12 Curva de calibrado
Se utilizé la misma curva de calibrado de fructosa que se realizé en el consumo

de sustrato.

4.2.13 Actividad enziméatica

Para medir la actividad enzimatica, se utilizé la solucion de esparragos al 20%
vlv, con un pH de 6,5 y se adicionaron 2,86 g L™ de nitrato de amonio. Se
utilizé dicho compuesto debido a que esta es una sal que contiene el 35% de
nitrégeno, el cual ayuda en la fermentacion de L. casei, ademas que es
utilizado como fertilizante y abono por la cantidad de nitrégeno que presenta.
Adicionalmente es un reactivo que se lo puede adquirir de forma no tan costosa
(Meena, 2014). Se siguié el procedimiento descrito por Kavitha, Angel,
Vidyadharani y Roy, (2012) con modificaciones para determinar la actividad
enzimatica de la inulinasa. Se centrifugé el in6culo y se colocaron 350 uL de
buffer de acetato sédico con una concentracion de 0,1 M, 100 pL de inulina al
1% y 50 uL del sobrenadante, para posteriormente incubar a 50 °C por 20 min.
Se agregaron 500 pL de DNS y se elevé su temperatura a 95 °C en el termo
bloque (Thermo scientific) por 5 min, posteriormente se midi6 la absorbancia en
el espectrofotometro a una absorbancia de 540 nm. A partir de estos datos se
genero una curva de produccion de enzima inulinasa, a la cual se la transformé

a concentracion de enzima gracias al uso de la curva de calibrado de fructosa.
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4.2.14 Determinacién de proteinas totales

Para esta etapa se procedié a realizar una curva de calibrado utilizando el
método de Biuret, en el cual se utiliza la albimina de suero bovino (BSA)
mediante un stock de 10 mg mL™. Se realizaron diluciones como se observa en
la Tabla 4 y se midi6 la absorbancia en el lector de placas a una longitud de
onda de 540 nm. De igual manera este procedimiento se realizo por triplicado y
se obtuvo del promedio de las absorbancias, la curva de calibrado para la
determinacion de proteinas (Zheng, Wu, He, Yang y Yang, 2017).

Tabla 4.

Diluciones para la curva de calibrado de Biuret utilizando albumina de suero
bovino (BSA)

# H,0 BSA Biuret
Tubo (mL) (mL) (mL)
1 1,0 0,0 2,0
2 0,9 0,1 2,0
3 0,8 0,2 2,0
4 0,7 0,3 2,0
5 0,6 0,4 2,0
6 0,5 0,5 2,0

Para la cuantificacion de proteinas totales se realizé de la misma manera por
triplicado. Se realizé el siguiente procedimiento: Se centrifugdé la muestra a
10000 rpm por 7 min y se tomo el sobrenadante. Del mismo se tom6 0,4 mL, se
le adicion6 0,7 mL del reactivo de Biuret y se lo dejé reaccionar durante 30 min
a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se colocaron 200 pL de
la muestra en los pocillos de las placas (Placas 96 MicroWell™, Nunclon™) y
se midio la absorbancia en el lector de absorbancia en placas a una longitud de
onda de 540 nm. Para obtener la cantidad exacta de proteinas totales se tomo
la ecuacion de la recta de la curva de calibrado de Biuret, se despejo X y se
tomé como valor de Y al promedio de las absorbancias de la muestra,

generando asi el resultado.
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4.2.15 Calculo de parametros cinéticos de lainulinasa Km y Vmax

Se midié la cinética enzimatica en funcion de la concentracion de sustrato
después de haber realizado los experimentos de actividad enzimética de la
inulinasa. Para esto se utilizaron las diferentes concentraciones de sustrato
(20%, 30%, 37,5%, 45% y 50% v/v) y la velocidad inicial que se midi6 a cada
una de éstas concentraciones. Se utilizd la ecuacion de Lineweaver-Burk
(Ecuacién 6). Para utilizarla primero se calcul6 el inverso de los datos, es decir
1/[S] y 1/v,, seguido de esto se procedio a realizar una gréfica y se realizé una
aproximacion a la ecuacion de la recta, en la cual Y=1/v, y X=1/[S]. Una vez
realizada la grafica se calcul6 Km y Vmax. Para Vmax de dividié 1/b y Km es

igual a Vmax*m (Dorén, 1995)

1 1 km 1

— = + . Ecuacion 6
Vo vmax vmax |[s]

4.2.16 Cinética de formacién de producto

Se determind la cinética de formacion de producto, para lo cual se midié a cada
hora la actividad enzimética, a partir de la fase exponencial del crecimiento
bacteriano para verificar el tiempo en que hay mayor actividad por parte de la

enzima inulinasa.

Una vez obtenidas las gréficas de produccion de proteinas se procedié a
calcular la productividad especifica maxima de proteina (Ecuacién 7) y la
productividad volumétrica maxima de proteina (Ecuacién 8), de los datos

Recuperados de la grafica de proteinas totales vs tiempo.

dp o1 £ on 7
= — %= cuacion
dp dt X

__ap
T dt

O

Ecuacion 8
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4 .3Evaluacién estadistica de los resultados

Se realiz6 un analisis estadistico (ANOVA), en donde se varid el la
concentracion de fuente de carbono dejando como valor estandar la
concentracion de fuente de nitrégeno al 2,9 g L™. Los resultados obtenidos de
este andlisis se procesaron en el Software Statistica™. Cabe mencionar que

cada prueba se lo realizé por triplicado.

Para la optimizacion de la produccion de inulinasa se utilizé un disefio, las
variables independientes fueron la fuente de nitrégeno (nitrato de amonio) y
carbono (solucién de residuos de esparragos); siendo la actividad enzimatica
de la inulinasa la variable dependiente o de respuesta. Se determinaron los
valores centrales de cada una de los factores (C y N) para asi poder generar
datos al azar con el fin de formar una tabla con los valores decodificados para
el disefio central compuesto (Tabla 5), de acuerdo con los disefios ya antes
planteados y también a la bibliografia consultada, es decir, 50% v/v de solucién
de residuos de esparragos y 2,90 g L™ de nitrato de amonio. De esta manera
se generan los tratamientos (Tabla 6) que se van a utilizar en el disefio central

compuesto, gracias a la combinacién de los valores de carbono (C) y nitrégeno
(N).

Tabla 5.

Concentraciones de fuente de carbono y nitrdgeno empleadas para la
optimizacién de la produccién de enzimas inulinasas en el disefio de central
compuesto.

Valores decodificados

Caddigo C N
(Solucion de (Nitrato de
esparragos amonio

(% vIv)) @L™h)
1,4 0,85 3,90
1,0 0,75 3,60
0,0 0,50 2,90
-1,0 0,25 2,10

-1,4 0,15 1,80
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Tabla 6.
Tratamientos del disefio central compuesto
C N
(Solucion de (Nitrato de amonio
esparragos (% v/v)) (g L-1))
Tratamientos Cdodigo | Valor Cddigo | Valor

1 -1,0 25 -1,0 2,10
2 -1,0 25 1,0 3,60
3 1,0 75 -1,0 2,10
4 1,0 75 1,0 3,60
5 -1,4 15 0,0 2,90
6 1,4 85 0,0 2,90
7 0,0 50 -1,4 1,80
8 0,0 50 1.4 3,90
9 0,0 50 0,0 2,90
10 0,0 50 0,0 2,90
11 0,0 50 0,0 2,90
12 0,0 50 0,0 2,90

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Purificacion de la bacteria Lactobacillus casei

Se puede observar en la Figura 3 (A) una coloracion morada, lo cual indica que
es una bacteria Gram positiva. Ademas, en la Figura 3 (B) se puede observar
que la bacteria presenta forma alargada como bacilo. Esto se puede corroborar
con el estudio hecho por James, Velastegu, y Cruz, (2017); Marin, Cortés, y

Montoya, (2009), en donde la tinciébn gram generé el mismo resultado.
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L. casei
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Figura 3. Tincion Gram de Lactobacillus casei

5.2Determinacién de biomasa
5.2.1 Curvade calibrado de biomasa

Se obtuvo una curva de calibrado de L. casei (Figura 4), haciendo uso del
método de gravimetria (g L™) y el método de absorbancia (nm). Se obtuvo la
ecuacion de la recta y=1760,4x+0,5464. Por otro lado, se presenta un
coeficiente de regresion Rz de 0,9925. Segun Rodrigues, Moldes, Teixeira y
Oliveira, (2006) en el estudio de los cinéticos de la produccion fermentativa de
biosurfactantes por cepas de Lactobacillus determinaron que el valor del
coeficiente de regresiéon R? en su estudio fue de 0,991, valor que se aproxima
al obtenido en la presente investigacion. Cabe mencionar que dicho valor debe
ser mayor a 0,95 para ser un coeficiente que indique una relacién lineal exacta,
lo que se obtiene en el presente estudio, sefialando asi que los datos se

ajustan a la ecuacion de la recta.
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Curva de Calibrado de Biomasa
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Figura 4. Curva de calibrado de biomasa

5.2.2 Pre-ensayo de crecimiento de biomasa en sustrato alternativo

Se obtuvo una curva de crecimiento en la condicién de cultivo del medio con
sustrato no 6ptimo, con el fin de evidenciar el crecimiento de la cepa de la
bacteria como se muestra en la Figura 5. Ademas, se puede observar las
diferentes fases de crecimiento de la bacteria medidas cada hora, es decir,
desde la hora cero a la hora 10 se observa que la bacteria se estuvo
acondicionando, lo cual indica que estuvo en fase de latencia; a partir de la
hora 10 hasta aproximadamente la hora 37 la bacteria tuvo su crecimiento
exponencial, para posteriormente entrar a fase estacionaria hasta la hora 73.
Por ultimo, desde la hora citada hasta las 97 h la bacteria tuvo su fase de

muerte.
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Figura 5. Curva de crecimiento de biomasa (pre-ensayo) en medio
alternativo

5.2.3 Curva de crecimiento de biomasa utilizando las condiciones de
operacion optimizadas

Se obtuvo una curva de crecimiento de L. casei (Figura 6), en la cual se
establecio la cinética de crecimiento en un periodo de 74 h. La fase de latencia
se produjo desde el tiempo 0 a 6 h en donde la bacteria se adapt6 al medio de
cultivo, mientras que la fase logaritmica se produce a las 6 a 34 h
aproximadamente, donde la bacteria crecié significativamente. La fase
estacionaria se da entre 34 a 83 h en la cual la bacteria consumio todos los
nutrientes que se encontraban en el medio y la fase de muerte de 83 a 100 h
en la cual la bacteria ya no poseia sustrato que consumir y murid, como se
observa en la Figura 6.
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Figura 6. Curva de crecimiento de biomasa (6ptimo) en el sustrato alternativo

Segun el comportamiento observado de L. casei en la curva de crecimiento a
escala de laboratorio, se puede aseverar lo obtenido por Velasquez, Giraldo,
Padilla y Giraldo, (2015) en el estudio del crecimiento de Lactobacillus casei
spp. casei ATCC 393 en suero clarificado, la misma que presenta la fase de
latencia hasta la sexta hora y una fase logaritmica aproximada de 24 h,
resultados que se aproximan a los obtenidos experimentalmente en este

proyecto.

Una de las causas principales para establecer la cinética del microorganismo
es la formulacién del medio de cultivo, tal como lo menciona Garcia, Polaina y
Hernando (2016), en el estudio de la produccidon enzimética de compuestos
prebibticos, se asevera que los nutrientes que se administran al medio de
cultivo influyen en cada una de las etapas de la fase de crecimiento de la
bacteria. Se presume que al afiadir con una solucion de residuos de
esparragos como fuente de carbono, la bacteria obtuvo energia necesaria para
la produccion de enzimas inulinasas. De igual forma al suplementar con nitrato
de amonio como fuente de nitrégeno para la formulacion del medio, la bacteria
L. casei obtuvo los aminoacidos que se necesitan para su crecimiento y a la
vez se utilizd un reactivo de menor costo haciendo posible su escalamiento a
nivel industrial (Ertan, 2003)
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5.2.4 Parametros cinéticos de Lactobacillus casei

Se obtuvo los pardmetros cinéticos de la bacteria L. casei antes y después de
la optimizacion del medio de cultivo a escala de laboratorio dando los
resultados que se muestran en la Tabla 7. Se puede observar que los
resultados para el sustrato no 6ptimo son: velocidad especifica de crecimiento
de 0,04 h; velocidad méaxima de crecimiento de 0,18 h™; tiempo de duplicacién
de 17,33 h y productividad global de biomasa de 0,05 g L*h™. De igual manera
en el sustrato éptimo, dando valores de: velocidad especifica de crecimiento de
0,05 h*; velocidad méxima de crecimiento de 0,23 h™; tiempo de duplicacién de
13,86 h y productividad global de biomasa de 0,08 g L™ h™. Se determina una
productividad global de biomasa de 1,6 g L*h™.
Tabla 7.
Pardmetros cinéticos de L. casei en el sustrato alternativo no 6ptimo y el 6ptimo
a escala de laboratorio

Medio con Medio con

sustrato sustrato
no optimo optimo

Y 0,04 ht 0,05 h ™t
pmax 0,18 ht 0,23 ht
Td 17,33 h 13,86 h
Y'x 0,05gL™t 0,08gL®
ht 1

Se han realizado investigaciones de la cepa Lactobacillus casei, las cuales
muestran que la fuente de carbono, es decir, el sustrato influye en la mayor
produccion de biomasa, como se puede observar en la Tabla 6 en el medio con
sustrato no 6ptimo la velocidad méaxima de crecimiento es de 0,18 h™ ya que no
posee la cantidad necesaria de carbono, asi mismo para el medio con el
sustrato éptimo que dio un valor de 0,23 h™, este resultado se obtuvo por que
en el medio habia la cantidad necesaria de sustrato para el crecimiento y
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produccion enzimatica del microorganismo . En el estudio de Jurado, (2014)
sobre la determinacion de parametros cinéticos de Lactobacillus casei en dos
medios probidticos, en los cuales se han realizado la determinacién de biomasa
con diferentes tipos de sustratos en el medio de cultivo, se ha comprobado que
el sustrato, es decir la fuente de carbono, influye en un gran porcentaje para el

crecimiento de biomasa.

5.2.5 Consumo de sustrato

Como se puede observar en la Figura 7 se generd una curva de consumo de
sustrato, en la cual se tomd una muestra cada hora hasta llegar a las 80 horas
en la cual indicaba que ya no habia consumo de sustrato por parte de la
bacteria. Se presenta un coeficiente de regresion R2 de 0,9924 generando
también una ecuacion lineal Y=0,9978x-0,0124. Segun Marin, (2009) en el
estudio de la evaluacién de la viabilidad de crecimiento de la cepa nativa
Lactobacillus plantarum LPBM10 y la cepa comercial Lactobacillus casei ATCC
393 en pulpa de uchuva y en solucion isoténica de glucosa, determinaron que
el valor del coeficiente de regresion lineal para utilizar una curva de calibrado
en el caso del consumo de sustrato, utilizando el 95% de confiabilidad en el
estudio, y de igual manera se utilizé el mismo porcentaje en el presente estudio

obteniendo un coeficiente de regresion de 99,24%,
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Figura 7.Curva de calibrado de fructosa

Una vez que se realizé la curva de calibrado de fructosa, se obtuvo la grafica
de consumo de sustrato de L. casei durante las 80 h de crecimiento de
biomasa como se observa en la Figura 8. En la misma se puede observar que
el medio empieza con una concentracién de 2,020 g mL™ de sustrato y a
medida que transcurre el tiempo las bacterias se acondicionan al medio desde
las 0 h hasta las 18 h. Posteriormente h las bacterias empiezan a consumir de

forma rapida el sustrato hasta las 38 h y es alli donde cesa el consumo de

sustrato.
Consumo de sustrato de L. casei
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Figura 8.Curva de consumo de sustrato de L. casei
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Se obtuvo un rendimiento de biomasa/sustrato (Y */5) de 0,04 g/g. El estudio
de James, (2017) de Evaluacion de las condiciones de cultivo de Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei a nivel de laboratorio, con inulina como fuente
de carbono, obtuvieron un mayor rendimiento de 0,24 g/g, sin embargo, este
estudio fue realizado con inulina a grado reactivo, es decir, totalmente pura,
mientras que en el presente estudio se utilizé residuos de espéarragos, es decir,

una fuente de carbono que no es puray por ello el menor rendimiento obtenido.

Formacion de producto.
5.2.6 Actividad enzimética

5.2.6.1 Efecto de diversos porcentajes de carbono en la produccion
de inulinasa por L. casei

Se obtuvo como resultado una curva de actividad enzimética en relacion con el
tiempo como se observa en la Figura 9, a su vez también se observa que a
diferentes porcentajes de carbono la actividad enzimatica va a tener un
comportamiento distinto a los demas, teniendo una actividad maxima de 1,277
UmLth?

Actividad enzimatica de acuerdo al porcentaje
de fuente de carbono
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Figura 9. Actividad enzimatica a diferentes porcentajes de
concentracion de la solucién de residuos de esparragos.

Segun Ayyachamy, Khelawan, Pillay, Permaul y Singh (2007), en el estudio de

produccion de inulinasas por Xanthomonas campestris pv phaseoli utilizando
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cebolla (Allium sativa) y ajo (Allium sativum), respectivamente en fermentacion
de estado solido, determinaron que existen diversos tipos de fuentes de
carbono para la produccion de inulinasa a partir de la primera hora hasta las
ochenta horas de crecimiento, cuya produccion coincide con la obtenida en el
presente estudio que fue a las 74 horas y con un porcentaje de 20% de
solucion de residuos de esparragos.

5.2.6.2 Actividad enzimatica en relacidon con el crecimiento
bacteriano

En la Figura 10 se puede observar el comportamiento que presenta la actividad
enzimatica cada hora, desde la 0 del crecimiento de biomasa. Se observa que
la misma no presenta actividad enzimatica hasta las 65 h, dando una actividad
en dicho tiempo de 1,3x10* U mL™? y generando una actividad méaxima de
0,0027 U mL™" a las 74 h de fermentaci6n

Actividad enzimatica vs Tiempo de
fermentacion
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Figura 10. Actividad enzimatica vs tiempo de fermentacion de L. casei

Estudios de Ayyachamy, (2007), en el estudio de produccién de inulinasas por
Xanthomonas campestris pv phaseoli utilizando cebolla (Allium sativa) y ajo

(Allium sativum), respectivamente en fermentacién de estado sélido, indican
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que se produce mayor actividad enzimética pasadas las 30 h, lo cual se puede
comprobo con el presente estudio en el que se produjo actividad enzimética
pasada las 50 h y una mayor actividad a las 74 h, con un sustrato organico

como son los residuos de esparrago.

5.2.7 Determinacién de proteinas totales

Se obtuvo una curva de calibrado de Biuret como se puede apreciar en la
Figura 11. Ademas, se obtuvo como resultado la ecuacion de la recta
y=0,3878x+0,06 y un coeficiente de regresion Rz igual a 0,992 en el cual indica

que el 99,2% de los datos se ajustan a una linea exponencial.

Curva de calibrado de Biuret
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BSA

Figura 11. Curva de calibrado de Biuret con suero de albumina bovina

Una vez obtenidos los datos, para realizar la cuantificacion de proteinas totales
se procedi6 a despejar X de la féormula antes mencionada y se reemplaza a la
Y por el valor del promedio de la absorbancia de proteinas que en este caso es
0,531 dando como resultado X=1,21 mg L™.

5.2.8 Produccién de proteinas totales en funcion del tiempo

Como se puede observar en la Figura 12, la obtencién de proteinas totales
varia a lo largo del tiempo, durante el crecimiento microbiano de Lactobacillus
casei, de la misma manera la mayor produccion de proteinas totales es de

12,08 (mg mL™) que se producen pasadas las 70 h de crecimiento de la
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bacteria, de igual manera antes de las 65 h no hubo presencia de produccion
de proteinas totales y por esto en la Figura 12 se observan valores negativos

las primeras horas.
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Figura 12. Determinacion de proteinas totales en funcion al tiempo de
fermentacion de L. casei

En el estudio de Aguirre, Ramirez, Aguilar y Alvarez, (2009) en la produccién
de proteina seca y congelada de Lactobacillus casei, se determiné una
generacion de proteinas totales de la misma bacteria utilizando suero de leche
cabra, dando un resultado de 25,97 (mg mL™) de proteinas totales a diferencia
del resultado obtenido en el presente estudio; esto indica que depende de la
composicion en la que se encuentra el sustrato para tener una mayor obtencion
de proteinas totales.

5.2.9 Determinacion de parametros cinéticos de Lactobacillus casei: Km
y Vmax

En la Figura 13 se puede observar la grafica de Lineweaver-Burk que se
emplea como herramienta para calcular los parametros cinéticos de la
inulinasa. A partir de la misma se pueden obtener datos que son utiles para el

calcuo de Ky Y Vmax2 generando asi una ecuacidon de la recta
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y=19,976x+0,6447 de la cual se pudo calcular los parametros en el presente

estudio.
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Figura 13. Gréafica de Lineweaver-Burk para la determinacion de Km y Vmax de
la enzima inulinasa

La inulinasa presenté un valor K, de 30,98 (mol L™) experimentalmente que
segun Johnson y Echavarri, (2011), en el estudio del aislamiento de bacterias
productoras de inulinasa del suelo de cafia de azucar, el cual se evidencia que
el resultado que ellos obtuvieron de K, elevado por lo tanto este valor no tiene
mayor afinidad al sustrato, al igual que el obtenido experimentalmente en este
estudio. Por otro lado, Vimax corresponde es de 1,55 U mL™, el mismo que es un
valor 6ptimo para el ya antes mencionado K,
Tabla 8.
Parametros cinéticos: K, Y Vmax de la enzima inulinasa

Km (MOl L) Vinax (U mL™)

30,98 1,55
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5.30ptimizacion de la produccion de inulinasa

5.3.1 Disefo central compuesto

Los resultados de la actividad enzimética se muestran en la Tabla 9. Se
visualiza los valores codificados y los decodificados que representan los
tratamientos a las diferentes concentraciones de carbono y de nitrégeno.

Tabla 9.

Resultado de la actividad enziméatica de la inulinasa dentro del disefio central
compuesto

Respuesta: Actividad
enzimatica
Tratamientos |Promedio |Desvest
1 0,181 0,129
2 0,189 0,150
3 0,259 0,135
4 0,154 0,145
5 0,15 0,250
6 0,217 0,156
7 0,609 0,609
8 0,236 0,236
9 0,372 0,433
10 0,364 0,456
11 0,371 0,467
12 0,376 0,468

En la Figura 14, se observa la influencia de la concentracion de carbono y la de
nitrdgeno en la actividad enzimatica de la inulinasa, dando como resultado que
el mejor tratamiento es el 7, cuya concentracién de carbono es del 50% v/v de
solucién de residuos de esparragos y 1,80 g L™ de nitrato de amonio como
fuente de nitrégeno. Por otro lado, el tratamiento que menor actividad tuvo fue
el 5 con una concentracién de 15% v/v de carbono y 2,9 g L™ de nitrégeno,

como se observa en la Figura 14.
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Figura 14.Gréfico de barras con lineas de error de la actividad
enzimatica de la inulinasa en los distintos tratamientos.

5.3.2 Gréfico de superficie y respuesta

Se realizé un analisis estadistico (ANOVA) como se puede observar en la
Tabla 10, en la cual se determiné que existe una diferencia significativa en el
factor fuente de carbono cuadratica y de nitrégeno linea, lo cual significa que la
fuente de carbono cuadrética va a tender a ser significativamente dispersa en
una relaciéon cuadratica, mientras que a su vez la fuente de nitrégeno va a tener
una diferencia significativa de sus resultados en una tendencia lineal, en
relacion con la actividad enzimatica de la inulinasa. Esto corresponde a que el

valor de la probabilidad es menor a 0,05.

El error tipico fue de 0,0450, lo que representa un valor aceptable para la
evaluacion de respuesta en este disefio. Ademas, se obtuvo un valor del
coeficiente de regresion (R?) de 0,7658, que indica que el 76,58% de los datos

se encuentran representados en la regresion cuadratica y grafica de superficie



40

Tabla 10.
ANOVA de la variacion de la concentracion de carbono y concentracion de
nitrégeno para la produccion de inulinasa
ANOVA
Var: Actividad (U/mL); R-sqr=0,76579
2 factors, 1 Blocks, 12 Run; MS Residual=
0,0075076
DV: Actividad (mg/mL)
FACTOR SS Df MS F P

(1)Carbono (L) 0,003 1 0,003 0,353 0,574
Carbono (Q) 0,094 1 0,094 12,572 0,012
(2)Nitrégeno(L) 0,046 1 0,046 6,080 0,049
Nitrogeno (Q) 0,000 1 0,000 0,028 0,873
1L by 2L 0,003 1 0,003 0,406 0,547
Error 0,045 6 0,008

Total SS 0,192 11

Se obtuvo la grafica de superficie y respuesta (Figura 15). Mediante este
grafico se puede observar la optimizacién del disefio experimental, utilizando
las variables independientes de la concentracién de carbono al 50% v/ivy 3,9 g
L™ de la concentracion de nitrégeno la cual se puede determinar en la gréfica

de color rojo oscuro.



41

Fitted Surface; Variable: Actividad enzimatica (U/mL)
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0078042
DV: Actividad enzimatica (U/mL)

Il >05
Bl <05
Il <04
B <0,3
[1<0,2
<01
Bl <0

B <-0,1

Figura 15. Grafica de superficie y respuesta: variables independientes (X:
concentracion de carbon; Y concentracion de nitrégeno) variable dependiente
(Actividad enzimética de la inulinasa)

También se puede diferenciar gracias a este grafico que la fuente de carbono
es totalmente influyente para la formacion de enzimas inulinasa por la forma de
la Figura 15; sin embargo, el nitrégeno no afecta en la producciéon de estas
enzimas, como se observa en la forma del grafico ya que no existe una
conexién de la figura en cual indica el valor central del mismo. De acuerdo a
Ayyachamy, Khelawan, Pillay, Permaul y Singh, (2007), en el estudio de
produccion de inulinasas por Xanthomonas campestris pv phaseoli usando
cebolla (Allium cepa) y ajo (Allium sativum) en cultivo sélido, asevera que la
fuente de carbono es indispensable para la produccién de enzimas, lo cual se
confirma en este estudio en la figura 15 al momento de analizar la forma y

colores de la misma.
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La regresiéon multivariable del disefio experimental proporciona también una
ecuacion cuadrética (Ecuacion 9) en la que describe como afectan las variables
X1y Xz con la variable de respuesta que en este caso es la actividad

enzimatica.
y=f+a X+ b Xo+ ¢ (X1)2+d (X2)2 + e X1 Xz Ecuacion 9

Dénde: f= -0,158, a= 0,025, b=0,031, c= -0,0002, d= 0,002 y e= -0,010; estos
valores se determinaron por la derivacion parcial de la ecuacion anterior en

funcion de cada variable estudiada, obteniendo las siguientes ecuaciones:

6X ’ (:’C 0 GZ)‘(1 l ( 0,010)}(2 Ecuacion 10

1

6X ! (:’C DZ)‘(1 l ( 0'010)X1 Ecuacion 11
2

Con las ecuaciones 10 y 11 se obtuvieron los valores codificados tanto para la
variable X; como también para la variable X,. Utilizando la ecuacion 12 y 13 se

obtienen los valores éptimos reales.
X real = (Xl codificado * 0, 25) +0,5 Ecuacion 12
X,real = (X3 codificado * 0, 75) + 2,9 Ecuacion 13

Una vez empleadas las ecuaciones anteriores se obtuvo una concentracion
optima de 50% de la concentracion de la fuente de carbono (solucion de
residuos de esparragos) y 2,92 g L de la concentracién de la fuente de
nitrégeno (nitrato de amonio). La produccion maxima obtenida de enzimas
inulinasas fue de 2,85 U mL™. Experimentalmente el valor obtenido de la
actividad enzimatica fue de 3,35 U mL™ que se puede observar en la Figura 15,

en la parte roja mas oscura.

Segun Angel, Kavitha, Vidyadharani y Roy, (2012) la cantidad oOptima de
sustrato que debe contener un medio para la produccién de inulinasa es de 2%
de inulina en el cultivo, cuando se emplea cepas de Lactobacillus casei; lo que
indica una produccion considerable de enzimas. Otro estudio de Ge, Qian, y
Zhang, (2009) utilizan cepas de L. casei , donde la fuente de carbono son



43

tubérculos de alcachofa de jerusalem y optimizaron las condiciones cultivo y la
produccién de inulinasas fue de 50 U L™ y también una produccién de acido

lactico, el mismo que se aproxima a la produccién de inulinasas que se
obtuvieron en el presente estudio.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

En el presente estudio se obtuvieron las maximas concentraciones de enzima
extracelular a las 74 horas de crecimiento de la bacteria Lactobacillus casei a

escala de laboratorio.

Se concluye que el valor 6ptimo de la fuente de carbono que se necesita para
la produccién de inulinasa utilizando una solucion de residuos de esparragos es
50% v/v.

Del mismo modo se concluye que el valor 6ptimo de la fuente de nitrégeno
necesaria para la produccion de inulinasa utilizando nitrato de amonio es de 1,8
g L, estos valores se obtuvieron gracias al uso de un disefio central

compuesto.

La actividad enzimatica maxima gue se obtuvo del proceso de optimizacion es
de 3,35 U mL™ de la enzima inulinasa, sobre una solucién de esparragos rica
en inulina. Los parametros cinéticos fueron de velocidad especifica de
crecimiento de 0,05 h™'; velocidad méaxima de crecimiento de 0,23 h™*; tiempo

de duplicacién de 13,86 h y productividad global de biomasa de 0,08 g L*h™:

6.2 Recomendaciones
Se sugiere el estudio con otros tipos de sustratos que sean residuos organicos

para probar una mayor produccién de enzimas inulinasas utilizando la bacteria

Lactobacillus casei

Se sugiere realizar la purificacion parcial de la enzima inulinasa y medir la

actividad especifica después de cada purificacion.

Se recomienda realizar un estudio que sea complementario, en el cual se
determinen los tipos de proteinas que se encuentran en el extracto, utilizando

técnicas de purificacion y separacion de proteinas.

Para complementar la investigacién se sugiere realizar el estudio a escala de

banco.
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