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GLOSARIO

Actividad enzimatica: la Comision Internacional de Enzimas sugirié como definicion estandar de
unidad de actividad “la cantidad de enzima que transforma una micromol (umol) de sustrato por
minuto bajo condiciones definidas”. De ese modo, en una fermentacion cuyo objetivo es la
obtencion de una enzima, la produccién no se cuantifica en términos de la cantidad de proteina
producida, sino de la actividad catalitica disponible, expresada en términos de la actividad

enzimatica.

Actividad de trasferencia: cantidad de enzima necesaria para transferir un pumol de glucosa en un

minuto a una temperatura de 30°C y pH 7 empleando como sustrato sacarosa.

Actividad hidrolitica: actividad enzimatica por medio de la cual la sacarosa se desdobla en
fructosa y glucosa. También definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar una

micromol (umol) de glucosa en un minuto.

Dextrano: los dextranos son cadenas de unidades (CsH100s)n que forman un polisacérido en donde
predominan los enlaces a. - (1-6) (95% de los enlaces), con ramificaciones a - (1-3). Los diferentes
tipos de dextrano difieren en la longitud de la cadena y grado de ramificacion. Al igual que las
dextrinas, los dextranos se han utilizado en multitud de aplicaciones importantes, debido a su
naturaleza no iénica y buena estabilidad. Son ampliamente utilizados como expansores de volumen

sanguineo, en la industria farmacéutica, en la industria alimentaria y como medios cromatograficos.

Dextransacarasa: enzima de transferencia que se produce industrialmente por la bacteria lactica
Leuconostoc mesenteroides y que se caracteriza por sintetizar a partir de la sacarosa un polimero
de glucosa con enlaces a-(1-6) en la cadena principal y con ramificaciones en a-(1-3), a-(1-2) o a-
(1-4).

Enzima glucansacarasa: enzimas producidas principalmente por dos géneros bacterianos

Leuconostoc y Streptococcus. La enzima glucansacarasa obtenida en la fermentacion, presenta al

13



menos dos tipos de actividad: de hidrdlisis, con la que la sacarosa se desdobla en fructosa y glucosa,

y de transferencia con la que la glucosa es transferida a la estructura que conforma el biopolimero.

Leuconostoc mesenteroides: microorganismo Gram positivo, de morfologia cocoide
presentandose en parejas o formando cadenas, anaerobio facultativo, no movil y no formador de
esporas. El género Leuconostoc, estd ampliamente distribuido en plantas, productos lacteos y otros
productos alimenticios. No son patdgenos para las plantas ni para los animales, incluido el hombre.

Prebidticos: son ingredientes no digeribles de los alimentos que afectan beneficiosamente al
hospedador por una estimulacion selectiva del crecimiento o por la actividad de una bacteria.
Generalmente estan compuestos por hidratos de carbono de cadena corta, que pueden ser
fermentados a lo largo del tracto gastrointestinal y estimular el crecimiento de bifidobacterias u

otras bacterias potencialmente beneficiosas.
Probidticos: microorganismos vivos que cuando son suministrados en cantidades adecuados

promueven beneficios en la salud del organismo hospedador. Se utilizan en alimentos,

especialmente en productos lacteos fermentados.
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RESUMEN

Algunas de las enzimas con actividad dextransacarasa, son empleadas en la obtencidn de polimeros
con caracteristicas prebiéticas, que pueden ser utilizadas en la industria de alimentos. Para la
obtencion de estas enzimas, se emplean microorganismos como Leuconostoc mesenteroides y
Lactococcus lactis. El objetivo de este trabajo, fue evaluar el efecto de la fuente de nitrégeno y de
carbono en una fermentacion para la produccion de una enzima con actividad dextransacarasa. La
cepa empleada fue Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1, suministrada por el Grupo de
Tecnologia de Enzimas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia.
Las fuentes de nitrégeno empleadas fueron dihidrégeno fosfato de amonio y harina de soya,
evaluadas en 5 niveles (0, 25, 50, 60 y 75%) como sustitutos del extracto de levadura y variaciones

en la concentracion de la fuente de carbono de 5, 6, 7 y 8%.

En cuanto a la evaluacién de las fuentes de nitrégeno, se evidencié un aumento en la actividad
enzimatica de transferencia con la sustitucidn del 25% de extracto de levadura por dihidrogeno
fosfato de amonio, alcanzando 7,44U/mL y superando la actividad obtenida para el medio estandar
que fue de 6,77U/ml. Por otro lado en los ensayos realizados con harina de soya, se obtuvieron
valores de actividad enzimatica de transferencia de 7,06 U/mL y 8,82 U/mL para las sustituciones
del 50% y 60% respectivamente, sin embargo estos valores pueden estar influenciados por la baja
solubilidad de este compuesto en el medio de cultivo. Respecto a la variacion de la fuente de
carbono, ésta se evalu6 en las sustituciones de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de
amonio de 25 y 50%. Observindose que la maxima actividad enzimtica de transferencia
correspondiente a 7,79 U/mL, se alcanz6 con el medio en donde el extracto de levadura estaba
sustituido en un 25% por dihidrogeno fosfato de amonio y se empleaba 5% de sacarosa, lo que
implica una mayor actividad con una menor cantidad de la fuente de carbono respecto al medio

estandar.
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INTRODUCCION

La industria alimentaria se enfrenta con frecuencia a la necesidad de crear productos que ademas
de poseer mejores caracteristicas organolépticas, sean de caracter funcional para el consumidor y
tengan una vida util mas prolongada. Una categoria de los alimentos funcionales, que tiene gran
interés en la poblacion, la industria alimentaria y la comunidad cientifica, son los ingredientes
prebioticos y la fibra dietaria, los cuales pueden modificar positivamente los procesos fisiologicos
y bioldgicos, jugando un papel importante en la nutricion y en el tratamiento de ciertas patologias

humanas.

Dentro de los compuestos que poseen estas caracteristicas se encuentra el dextrano, que puede ser
considerado para el desarrollo de productos funcionales que contemplen la presencia de fibra
soluble. Pues este biopolimero producido por cultivo de Leuconostoc mesenteroides (peso
molecular de 850 KDa vy alta solubilidad en agua), se caracteriza por tener un porcentaje de fibra
soluble de 84,7% y fibra dietaria total de 86,1%.

Actualmente, la produccién del dextrano se lleva a cabo, a partir de sacarosa y de una enzima
obtenida por el cultivo de Leuconostoc mesenteroides, utilizando un medio en el cual se emplea
como fuente de nitrégeno (10% p/v) de extracto de levadura y sacarosa (6% p/v) como fuente de

carbono.

Con el fin de generar alternativas al proceso actual de obtencion de la enzima dextransacarasa
producida por Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1), surgio el interés por evaluar el efecto que
sobre éste ocasionaba la sustitucion parcial de la fuente de nitrégeno estandar (extracto de levadura)
por fuentes alternas, asi como el efecto de cambios en la concentracion de la fuente de carbono
empleada (sacarosa 6% p/v). En ese sentido, se retomaron trabajos previos realizados por el Grupo
de Tecnologia de Enzimas de la Universidad Nacional de Colombia (GTEUNC), que habian
sugerido la posibilidad de trabajar con harina de soya y dihidrogeno fosfato de amonio, como
posibles sustituyentes del extracto de levadura y se profundizd en su estudio, evaluando dichas
fuentes en 5 niveles de sustitucion; 0, 25, 50, 60 y 75. Adicionalmente, se analizo el efecto al variar

la concentracion de la fuente de carbono entre 5, 6, 7 y 8%.
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Por lo tanto, la pregunta a la que se buscé dar respuesta en esta investigacion fue: ¢Sera posible,
por medio de cambios en las fuentes de nitrégeno y en la concentracion de la fuente de carbono del
medio del cultivo estandarizado por el Grupo de Tecnologia de Enzimas de la Universidad Nacional
(GTEUN) para la obtenciéon de una enzima a partir de Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1,
generar una alternativa que permita igualar o incrementar la actividad enzimatica de transferencia
reportada (5,74 U/mL)?
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los cambios en la fuente de nitrégeno y la concentracion de la fuente de
carbono, del medio estandarizado para la produccién de una enzima con actividad dextransacarasa,

obtenida a partir de cultivos de Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el crecimiento del microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1 por
medio de una curva (patrén) que relacione la concentracion con la biomasa (peso seco).

e Evaluar el efecto de la sustitucion parcial del extracto de levadura empleada en el medio
estandarizado, por harina de soya y dihidrogeno fosfato de amonio, sobre la produccion de
biomasa en el cultivo de Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1.

e Determinar el efecto de cambios en la concentracion de la fuente de carbono estandarizada
(sacarosa 6% p/v) sobre la actividad enzimatica de la enzima obtenida con la fuente o las fuentes

de nitrégeno seleccionadas.
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1. MARCO DE REFERENCIA

En esta seccidn, se describen los aspectos mas relevantes del presente trabajo tales como las
caracteristicas de la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 34.1, medio empleado, parametros
especificos para el crecimiento del microorganismo, las principales fuentes de nitrégeno, la sintesis
de dextrano y el efecto de algunos de los pardmetros de los procesos fermentativos sobre la

obtencion de biomasa y la actividad enzimatica.

1.1 MARCO TEORICO

Durante la tltima década se ha incrementado el nimero de estudios sobre el rol que algunas cepas
de bacterias &cido lacticas, entre las que se encuentran Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus y Leuconotoc mesenteroides, pudieran jugar al ser empleadas como cultivos
probidticos y como productores de prebidticos (Topisirovic, 2006, citado en Cabeza, 2006). Esto
debido a la importancia que hoy en dia se ha dado a la tecnologia enzimética dentro de la
biotecnologia y especificamente dentro del sector alimentario, en donde es empleada para la
hidrolisis de almidones, para obtener jarabes de diferentes composiciones y propiedades fisicas, en
productos lacteos por el uso del cuajo para la produccion de quesos, en panaderia mejorando las
caracteristicas de las harinas, en la industria de frutas para la clarificacion y procesamiento de jugos,
en el procesamiento de carne para el ablandamiento, en la industria cervecera para la fermentacion
de la malta, en la industria de grasas y cereales para minimizar subproductos indeseables y en la

elaboraciédn de peliculas comestibles (Carrera, 2003).

Uno de los cultivos empleados con este fin, es el de la cepa Leucosnotoc mesenteroides, que crece
a temperaturas entre 5 y 30°C, con una condicién 6ptima entre 25y 30°C, a pH entre 6,0 — 6,9, en
ambientes microaerofilicos (Santos, Teixeira y Rodrigues, 1999). A partir de este cultivo, es
posible generar extractos enzimaticos con actividad dextransacarasa, capaces de transformar
sustratos como azUcares (monosacaridos, disacaridos y polisacaridos), polialcoholes, citrato y
algn aminoécido (arginina) en prebioticos (dextranos) (Quirasco, Munguia, Simeon, Monsan y
Farrés, 1999).
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Se ha evidenciado que los glucooligosacéaridos producidos por Leuconostoc son metabolizados por
las bacterias intestinales potencialmente beneficiosas, tales como Bifidobacterium, Lactobacillus y
en especial Bacteroides, mientras que cepas potencialmente nocivas como enterobacterias y
Clostridium no pueden metabolizarlos del mismo modo, generando efectos benéficos para el

organismo de quienes los consuman (Sarbini et al., 2013, p. 1939).

1.1.1 Obtencidon de prebidticos. Los prebioticos se obtienen principalmente por la hidrolisis de
la lactosa, la cual se puede realizar por tratamiento con &cido a alta temperatura (150°C), o por

catalisis enzimatica con B-galactosidasa (Corzo et al., 2015)

En su mayoria, estos compuestos se utilizan como ingredientes en la elaboracion de galletas,
cereales, chocolates, cremas de untar y productos lacteos (Organizacion Mundial de

Gastroenterologia, 2008, p. 5).

1.1.2 Sintesis de dextrano. La sintesis del prebi6tico dextrano, ocurre por accion de la enzima
dextransacarasa, de expresion inducible por sacarosa. Esta enzima utiliza la energia del enlace de
la sacarosa para catalizar la transferencia de una molécula de glucosa a la cadena del polimero,
liberandose una molécula de fructosa. Ademas puede ocurrir que la molécula de glucosa se una a
otro receptor diferente, como la maltosa, originandose en este caso oligosacaridos no digeribles
con propiedades prebiéticas interesantes, algunos de los cuales se comercializan para nutricion

humana y dermocosmética (Monsan et al., 2001).

Cuando la cepa de Leuconostoc mesenteroides es cultivada en medios ricos en sacarosa, se induce
la produccién de una enzima extracelular, la dextransacarasa, que tiene la capacidad de producir

dextrano y fructosa a partir de la sacarosa, como se presenta a continuacion:

nCy,H;5044 EnZima, (CH1005)y + nCeH;,06
Sacarosa Dextrano Fructosa

Para medir el potencial del extracto enzimatico obtenido para la sintesis de estos polimeros, se

habla de las unidades de actividad presentes en un volumen conveniente o en una masa determinada
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de muestra, “de este modo, la unidad de actividad es la medida de velocidad a la cual transcurre la
reaccion, es decir, la cantidad de sustrato consumido o de producto formado en una unidad de

tiempo arbitraria” (Santos et al., 1999, p. 177).

Dicha velocidad de reaccion dependerd de parametros experimentales, como es el pH, tipo de
amortiguador, temperatura (entre 20 y 38°C), naturaleza del sustrato (fuentes de carbono y
nitrégeno), fuerza idnica, concentracion de activadores y otras variables. Por lo tanto, éstos han de
especificarse en la definicion de la unidad de actividad enzimatica, expresada como la cantidad de
enzima que cataliza la conversion de 1umol de sustrato en producto en 1 minuto de reaccion, bajo

condiciones previamente determinadas (Devlin, 1999).

Para el control de la sintesis de enzimas, las células microbianas disponen de los mecanismos
de induccion (en donde se requiere una sustancia, generalmente el sustrato de la enzima, como
inductor) y represion (cuando se presenta inhibicion en la sintesis de enzimas, generalmente
inducibles, por intermediarios producidos por el rapido catabolismo de la fuente de carbono)
(Garcia, Quintero y Lopez, 2004).

En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos en los cuales la fuente de carbono del medio, es el
sustrato de la enzima que se desea producir, desempefiando entonces varias funciones: fuente de

carbono y de energia para el microorganismo e inductor de la enzima.

Tabla 1. Medios de cultivo para la produccion de enzimas, donde la fuente de carbono es sustrato e
inductor de la enzima

Enzima Fuente de carbono Microrganismo

a-Amilasa Almidon Bacillus subtilis

Celulasa Celulosa Trichoderma viride
Dextranasa Dextrana Penicillium funiculosum
Glucoamilasa Almidon Aspergillus niger
Dextransacarasa Sacarosa Leuconostoc mesenteroides
Naringinasa Naringina Aspergillus niger

Lactasa Lactosa Kluyveromyces lactis
Levansacarasa Sacarosa Bacillus subtilis

Glucosa oxidasa glucosa Aspergillus niger

Fuente: Garcia, Quintero y Lopez (2004), p. 588.

Por otro lado, la fuente de nitrégeno empleada para la obtencion de las enzimas, puede ser

seleccionada de un gran nimero de alternativas. Es evidente que en el caso de enzimas proteoliticas
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la seleccidn es un punto critico: se prefieren como fuentes de carbono almidones o lactosa y desde

luego proteinas. La tabla 2 muestra las principales fuentes de nitrogeno, disponibles para la

produccion de enzimas microbianas, aunque por lo general se prefiere a las formas complejas por

ser méas economicas (Garcia et al. 2004, p. 588).

Tabla 2. Fuentes de nitrogeno empleadas en medios de cultivo para la produccion de enzimas
microbianas.

Fuentes inorganicas
Sulfato de amonio
Nitratos (potasio, calcio...)

Fuentes organicas no proteicas
Urea
Bases nitrogenadas

Fuentes proteicas vegetales

Pasta de soya

Pasta de girasol

Pasta de algodén

Salvado de trigo

Salvado de arroz

Agua de cocimiento de maiz
Diversos hidrolizados

Malta (cebada)

Fuentes proteicas animales

Caseina

Proteinas de suero de leche
Peptonas

Hidrolizado de pescado
Hidrolizado de carne

Fuentes proteicas microbianas

Extracto de levadura
Vinazas

Fuente: Garcia, Quintero y L6pez, (2004), p. 588

En la obtencion de dextranos por medio de un extracto enzimatico con actividad dextransacarasa,

ocurren tres procesos: crecimiento del microorganismo, sintesis y excrecion de la enzima

dextransacarasa y sintesis del dextrano por accién de la enzima. Dado que la enzima es inducible

en el género Leuconostoc, se requiere de sacarosa en el medio de cultivo para la obtencién del

polimero. La sacarosa actia como fuente de carbono y energia para el microorganismo, ademas de

inductor y sustrato para la enzima. Con una concentracion de 100g/L de sacarosa es posible obtener

25¢/L de dextrano. Ademas de la sacarosa, en el medio de cultivo se debe emplear extracto de

levadura (2,5%), sulfato de magnesio (0,2%), fosfato dipotésico (5%) y oligoelementos (Garcia et

al., 2004).
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1.1.3 Caracteristicas generales de Leuconostoc mesenteroides. Leuconostoc mesenteroides es
un microorganismo Gram positivo, de morfologia cocoide, anaerobio facultativo, no movil y no
formador de esporas. Generalmente suele tener forma cocoide, presentdndose en parejas o
formando cadenas. Sin embargo, la morfologia celular puede variar en funcién de las condiciones
de crecimiento. Asi, cuando el medio de cultivo es agar, las células presentan una apariencia
esférica, mientras que cuando este microorganismo es cultivado en caldo, las células suelen tener
forma bacilar, pudiéndose confundir con lactobacilos y formando largas cadenas. Las colonias
normalmente son pequefias, con unos diametros inferiores a 1 mm, lisos, redondos y de un color
blanco grisaceo. Diferentes tipos de colonias se pueden diferenciar cuando crecen sobre agar de
sacarosa, dependiendo de la estructura quimica del tipo predominante de dextrano formado.
(Sneath et al., 1986).

o Crecimiento y metabolismo. Leuconostoc mesenteroides, se desarrolla en un rango de
temperatura de 10-37°C, siendo la Optima 20-30°C. En cuanto a la velocidad de crecimiento,
Leuconostoc mesenteroides presenta un tiempo de generacion mas corto que otras subespecies y

un buen crecimiento puede ser obtenido en 24 horas a una temperatura de 30°C.

Cuando Leuconostoc mesenteroides crece en medio de cultivo liquido es frecuente observar una
importante y uniforme turbidez debido a la formacion de largas cadenas celulares que tienden a
sedimentar. En cuanto a los requerimientos nutritivos es necesario un medio enriquecido para su
crecimiento, que contenga factores de crecimiento y aminoacidos. De hecho, Leuconostoc
mesenteroides precisa acido glutamico y valina, y de forma adicional, entre el 11-86% de las cepas

requieren riboflavina, piridoxal y acido folico para su crecimiento.

El crecimiento también es dependiente de la presencia de carbohidratos fermentables, como la
lactosa, fructosa, sacarosa y la glucosa, que es fermentada por medio de la enzima glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa. Los productos finales mas importantes resultantes de la fermentacién son el
lactato, etanol, D (-) acido lactico y CO2. Normalmente los polisacaridos y los alcoholes no son
fermentados (Sneath et al., 1991).
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1.2 ESTADO DEL ARTE

A continuacion, se presentan algunos estudios asociados a la produccion de una enzima con
actividad dextransacarasa a partir de Leuconostoc mesenteroides, que fueron tomados como base

para el desarrollo de esta investigacion.

Tsuchiya et al. (1952) describieron la produccion de dextranos por medio de un proceso de dos
etapas: la primera de fermentacion, donde se emple6 un bajo contenido de sacarosa (2%), con el
fin de minimizar la produccion de dextrano y maximizar la produccion de un extracto enzimatico
con actividad dextransacarasa y la segunda de produccién del dextrano, donde se realizo la
aplicacion de la enzima cruda o parcialmente purificada, para la sintesis de dextrano, utilizando
como sustrato sacarosa (150g/L). Con dichas condiciones produjeron entre 1 y 2 unidades de

actividad/mL.

Santos et al. (1999) estudiaron la produccion de dextransacarasa, dextrano y fructosa por
fermentacion de sacarosa usando Leuconostoc mesenteroides NRRL B512, evaluando cambios de
temperatura (20 a 40°C), pH (5,5 y 6,7) y concentracion de sacarosa (10 a 120g/L) sobre el
rendimiento del proceso. Encontraron que las condiciones Optimas de temperatura y pH para la
produccion de dextrano y fructosa fueron de 35°C y 5,5 respectivamente. Asi mismo evidenciaron
que el crecimiento celular no se inhibe por altas concentraciones de sacarosa. Hallaron que la
actividad de la enzima aumentd con la concentracion de sacarosa hasta que ésta alcanzo los 40
g/dm?3. Igualmente, observaron que para concentraciones de sacarosa entre 80 y 120 g/dm?, las
mediciones de la actividad de la enzima, se tornaron dificiles debido a la presencia de dextrano y
fructosa en los extractos, atn despues de las operaciones de lavado y centrifugado.

Rodrigues, Lona y Franco (2003) estudiaron el efecto de la concentracion de fosfato en la
produccién de dextransacarasa mediante la fermentacion de Leuconostoc mesenteroides NRRL
B512 en presencia de sacarosa como sustrato, una fuente de nitrogeno variable (licor de maiz o
extracto de levadura) y minerales. EI medio estandar para la produccién de dextransacarasa lo
prepararon utilizando 0,1 M de KoHPO4. Obtuvieron como resultados, que el aumento en el nivel

de fosfato a 0,3M, promovidé la produccion biomasa y el aumento de la actividad enzimética. Asi
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mismo, encontraron que una concentracion de fosfato superior a 0,3M era capaz de mantener los
valores de pH por encima de 5,0 durante todo el proceso, evitando la desnaturalizacion de la

enzima.

Rodriguez y Hanssen (2007) en su trabajo con la cepa Leuconostoc mesenteroides NRRLB512-F,
para la obtencion de algunos complejos enzimaticos, obtuvieron dextrano y fructosa utilizando
residuos agroindustriales. Los residuos empleados fueron de: naranja, pifia y cachaza de cafia
panelera, con un porcentaje de sacarosa entre 2 y 5%, sometidos a pretratamientos. En el analisis
fisicoquimico, los resultados mostraron que todos los sustratos presentaban concentraciones por
encima de 20g/L de sacarosa, caracteristica adecuada para llevar a cabo el proceso de fermentacion
sin necesidad de adicion de otra fuente de carbono. Un factor importante en la producciéon y el
crecimiento bacteriano fue la temperatura de proceso, observando que en un intervalo de
temperatura entre 20 y 35°C, se incremento la produccién de dextrano en 3,4g/L y 5,04g/L de
fructosa utilizando como sustrato la cascara de naranja. Segun los resultados encontrados, el mejor
rendimiento en cuanto a los productos, se obtuvo con la cascara de naranja, con un rendimiento

global de dextrano de 24,21% y un rendimiento global de fructosa de 43,32%.

Soler (2009) estudio la transferencia de oxigeno durante la fermentacion con Lactococcus lactis,
mediante fermentaciones en biorreactor, variando los niveles de agitacion y aireacion externo, con
el fin de observar el comportamiento de la concentracion de oxigeno en el transcurso de la
fermentacion y su relacion con los pardmetros de evaluacion del cultivo. Se encontrd que las
variables que mayor efecto tuvieron sobre la actividad transferencia, fueron los cambios en el flujo
de recirculacion, la agitacion, la presion en el aireador externo y el diametro de la burbuja. Se
alcanz6 un maximo de actividad de trasferencia de 6,75 U/mL , empleando baja aireacién (1,75

vvm) y una agitacion de 250 rpm.

Vanegas (2006) determino la influencia de las fuentes de carbono y nitrégeno sobre la produccion
de la glucansacarasa, obtenida por fermentacion con la cepa Lactococcus lactis IBUN 34.1. Empled
diferentes fuentes de nitrdgeno inorganicas y organicas (harina de soya, dihidrdégeno fosfato de
amonio, urea y caseina) y variaciones en las concentraciones de la fuente de carbono (sacarosa),

encontrando que la concentracion de fuente de nitrdgeno en el medio que permitia la mayor
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actividad de transferencia era de 0,7% en peso de extracto de levadura y la concentracion de fuente
de carbono de 7% en peso de sacarosa. Bajo dichas condiciones la enzima obtenida present6 una
actividad de transferencia de 6,3 U/mL.

Helen, Mukerjea y Robyt (2011) estudiaron 9 métodos para la determinacion de actividad
enzimatica, encontrando que la digestion gravimétrica fue la medicion més precisa. Mientras que
los métodos de DNS y ferricianuro/arsenomolibdeno, indicaban valores méas altos para la actividad,

asociados a una sobreoxidacion de D-fructosa, D-glucosa, leucrosa, y dextrano.
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2.  METODOLOGIA DE LA EXPERIMENTACION

La experimentacion se desarrollo en el Laboratorio de Tecnologia de Enzimas del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional - IBUN y en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad de La Salle, sede Norte en la Ciudad de Bogota — Colombia, involucrando la ejecucion
de siete etapas:

e ETAPA 1. Caracterizacion del microorganismo.

e ETAPA 2. Banco activo y curva de calibracion.

e ETAPA 3. Cinética de crecimiento.

e ETAPA 4. Evaluacion de la fuente de nitrégeno.

e ETAPAS5. Evaluacion de la fuente de carbono.

e ETAPA 6. Método de digestion y gravimetria para la cuantificacion de la actividad

enzimatica aplicado a los 3 mejores ensayos.
e ETAPA 7. Anaélisis estadistico.

2.1 ETAPA 1. CARACTERIZACION DEL MICROORGANISMO

La cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1 fue suministrada por el Grupo de Tecnologia de
Enzimas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional y criopreservada a -70°C en
microtubos de 1,5mL hasta el desarrollo de la experimentacion. ElI microorganismo Leuconostoc
mesenteroides IBUN 34,1 fue caracterizado por medio de tincion de Gram (anexo 1) para verificar
su morfologia, pureza y para asegurar que no presentara contaminacion. Para ello, se empleé el

microscopio binocular 3292ZB.

2.2 ETAPA2.BANCO ACTIVO Y CURVA DE CALIBRACION

2.2.1 Banco activo. Una vez hecha la caracterizacion se procedio a realizar el banco activo con
el vial entregado por el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN),
siguiendo el protocolo establecido por el IBUN de banco activo para la cepa Leuconostoc

mesenteroides, como se describe a continuacion:
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Se tomaron 250uL del microorganismo criopreservado en condiciones estériles y se adicionaron a
100mL del medio de cultivo estdndar (tabla 3) en un Erlenmeyer de 250mL, esterilizado a 121°C
durante 15 minutos (figura 1). Este cultivo se mantuvo en condiciones de agitacion a 150rpm y

temperatura de 30°C por 12h (indculo).

Figura 1. Formulacion estdndar del medio de cultivo

Una vez obtenido el indculo se adicionaron 5mL de éste a 95mL de medio de cultivo previamente
estéril, se agitd un poco para homogenizar y se procedio a repartir la mezcla en 3 tubos falcon, que
fueron sometidos a un proceso de centrifugacion a 7.500rpm por 5min, desechando el sobrenadante
y resuspendiendo el pellet de cada tubo, con 20mL de medio de cultivo fresco estéril, se
homogenizaron en vortex Yy bajo condiciones asépticas en cabina de flujo laminar se realizé una

sola mezcla en un beaker esteéril (solucion madre).

Posteriormente, se procedi6 a adicionar 800uL de esta solucién madre en microtubos de 1,5mL
previamente esterilizados que adicionalmente contenian 200uL de glicerol (trabajando en camara
de flujo laminar). Los microtubos fueron sometidos a un proceso de homogenizacion en vortex.
Finalmente el banco activo fue almacenado en criopreservacién a -70°C, hasta ser utilizados en

ensayos posteriores.

28



Tabla 3. Medio de cultivo estandar

COMPONENTE CANTIDAD*
Agua destilada (ml) 200
HsPO4 (g) 2,76
Sacarosa (g) 12
Extracto de levadura (g) 2
MnSO; (g) 0,004
MgSOs (9) 0,008
FeSO4 (9) 0,008
CaCl; (9) 0,028
KOH (g) 4

*Base de calculo 200 mL

Fuente: IBUN (2006)

2.2.2 Curva de calibracién. Para la cuantificacion del peso seco, se elabord una curva de
calibracion relacionandola con la absorbancia del medio leida a 600nm (anexo 2). Esta curva se
elabor0 con el objetivo de generar un instrumento que permitiera cuantificar la concentracion de
biomasa de los cultivos de manera indirecta, informacion que se requeria para la etapa de
evaluacion del efecto de la sustitucion parcial de la fuente de nitrégeno y de los cambios en la

concentracion de la fuente de carbono.

Para la realizacion de ésta curva de calibracion se sigui6 el protocolo descrito en el anexo 2,
establecido por Malagon (2007) de elaboracion de la curva de calibracion de Leuconostoc
mesenteroides, realizando una fermentacion durante 7 horas, y registrando la densidad Optica a
600nm en un espectrofotdbmetro Spectronic 20 genesys cada hora, las muestras se diluyeron en
solucion estéril en relacion 1:10. Una vez medida la densidad Optica y la biomasa se realiz6 la curva
de calibracion (anexo 2), empleada en los posteriores ensayos de fuente de nitrégeno y fuente de

carbono.

2.3 ETAPA3.CINETICA DE CRECIMIENTO
Se realizo6 una curva de crecimiento cinético con el medio de cultivo estandar (100% extracto de

levadura como fuente de nitrégeno y 6% de sacarosa como fuente de carbono) que involucré el

tiempo y la biomasa con el fin de estandarizar los tiempos de detenciéon en el crecimiento
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exponencial, tenidos en cuenta para el momento de realizar los cultivos para las sustituciones de

fuente de nitrogeno y variacion en la fuente de carbono.

Siguiendo protocolos establecidos por el IBUN, se involucraron dos fases para el crecimiento del
microorganismo; el inéculo y la fermentacion. Para la preparacion del inoculo, mediante
condiciones estériles se adicion6 a un erlenmeyer de 250mL con un volumen total de 100mL de
medio de cultivo estéril, 250uL de la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1 (usando un vial
del banco activo criopreservado a -70°C), sometiendolo a condiciones de 150rpm y 30°C, al cual
se le realizd una cinética de crecimiento haciendo un seguimiento cada hora a la densidad Optica

durante 16 horas.

Para la preparacion de la fermentacion, una vez definido el tiempo en que se detendria el
crecimiento del indculo, se adicionaron mediante condiciones estériles 5mL de éste (preparacion
nueva deteniendo el crecimiento en el tiempo establecido) a un erlenmeyer de 250mL con un
volumen total de 95mL de medio de cultivo estéril (Ilevando el volumen a 100mL), sometiéndolo
a condiciones de 150rpm y 30°C, al cual se le realizd una cinética de crecimiento haciendo un

seguimiento cada 30min a la densidad Optica durante 6 horas.

Dichos pardmetros de tiempo se definieron teniendo en cuenta todas las fases de crecimiento
(latencia, exponencial, estacionaria y muerte) de la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 34. La

biomasa se obtuvo por medio de la curva de calibracion previamente realizada (anexo 2).

24 ETAPA 4. EVALUACION DE LA SUSTITUCION DE LA FUENTE DE
NITROGENO

Como sustancias alternas al extracto de levadura, empleado como fuente de nitrégeno en el medio
estandar, se evaluaron el dihidrogeno fosfato de amonio y la harina de soya, por sus caracteristicas
especificas y resultados positivos en experimentaciones anteriores hechas en el IBUN. Cada una
de las fuentes de nitrdgeno para cada uno de los niveles de sustitucion establecidos (25, 50, 60 y
75%), se evaluo en unidades experimentales con un volumen de 200mL, por duplicado y teniendo

en cuenta los dos procesos descritos en el apartado 2.3 (inoculo y fermentacion).
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La preparacion de los medios descritos en la tabla 4 se realizo teniendo en cuenta que la proporcion
total de nitrégeno (entre el extracto de levadura y la fuente alterna) aportada fuera del 10% (0,29
de nitrogeno total). Para ello, se considerd que 1g de dihidrogeno fosfato de amonio aporta 0,1053g

de nitrogeno y 1g de harina de soya aporta 0,1576g de nitrdégeno, los célculos completos se
presentan en el anexo 3 para cada medio de cultivo.

Tabla 4. Composicion de los medios de cultivo empleados y calculados para la evaluacién de la
fuente de nitrogeno

* HS: HS: HS: HS: | DFA: | DFA: | DFA: | DFA:
COMPONENTES 2506 | 50% | 60% | 75% | 25% | 50% | 60% | 75%
Agua destilada (mL) 200 200 200 200 200 200 200 200
H3PO, (9) 2,76 2,76 | 2,76 | 2,76 | 2,76 | 2,76 | 2,76 | 2,76
Sacarosa (g) 12 12 12 12 12 12 12 12
Extracto de levadura (g) 1,5 1 0,8 0,5 1,5 1 0,8 0,5
Harina de soya (g) 0,32 0,63 0,76 0,95 - - - -
D|h|drogen9 fosfato de ) i ) | 024 | 047 | 057 | 071
amonio (g)
MnSO4 (9) 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004
MgSO4 (9) 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008
FeSO4 () 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008 | 0,008
CaCl; () 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028 | 0,028
KOH (g) 4 4 4 4 4 4 4 4

*Base de calculo 200 mL de medio. HS: Harina de soya. DFA: Dihidrégeno fosfato de amonio
Fuente: *componentes y composicion segln tabla 3

En la figura 2 se presentan las 4 formulaciones de los medios de cultivo con sustitucion parcial de
extracto de levadura por di-hidrogeno fosfato de amonio antes de esterilizacion, una vez finalizado
el proceso de esterilizacion y finalizado el proceso de fermentacion.

Figura 2. Formulaciones sustitucion parcial de extracto de levadura por di-hidrogeno fosfato de
amonio

a. Medios de cultivo sin esterilizar

c. Medios de cultivo terminado el proceso de fermentacion

31



En la figura 3 se presentan las 4 formulaciones de los medios de cultivo con sustitucion parcial de
extracto de levadura por harina de soya una vez finalizado el proceso de esterilizacion, una vez

finalizado el proceso de activacion y de fermentacion.

Figura 3. Medios de cultivo estériles con la sustitucidn parcial de extracto de levadura por harina
de soya

2 > o

b. Medios de cultivo terminado el
proceso de activacion

c. Medios de cultivo terminado el proceso de fermentacién

Con estos medios se desarrollaron las fermentaciones siguiendo lo descrito en el apartado 2.3 y
pasado el tiempo establecido para el cultivo, se cuantifico la biomasa empleando la curva de peso
seco (anexo 2) y se determind la actividad enzimatica, aplicando el protocolo descrito a

continuacion.

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé por el método indirecto, para ello, las
muestras obtenidas de la fermentacién se centrifugaron a 7500rpm por 15min y al sobrenadante se
le cuantificd la concentracidn de azUcares reductores por la técnica de Miller (anexo 4) y de glucosa
mediante el kit Glucose-TR Spinreact (anexo 5). En la figura 4 se presenta el método de azucares
reductores (DNS), para la curva de calibracion donde se evidencia la etapa en que se someten las

muestras a ebullicion y la etapa de dilucion con agua fria.
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Figura 4. Preparacion de la curva de calibracion para la cuantificacién de azUcares reductores
<~ o P AT ] ¥ v < W ——
[H i \ v g y

[ 29 ) : "A‘f‘."':..;'i., 5 ot

a. Ebullicion de muestras por 5min ~ b. Dilucion de muestras con 5mL de agua destilada

25 ETAPAS5. EVALUACION DE LOS CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE LA
FUENTE DE CARBONO

Para dar inicio a esta etapa, se seleccionaron las dos mejores sustituciones de fuente de nitrégeno
(aquellas que permitieron alcanzar las actividades de transferencia mas altas) y se procedié a
determinar el efecto de la variacion en la concentracion de la fuente de carbono como factor
independiente (niveles de variacion: concentraciones de 5, 6, 7 y 8%), sobre la variable de

respuesta: actividad enzimética (tabla 5).

Tabla 5. Sustituciones de la fuente de carbono evaluadas

Ensayo % Sacarosa (p/v) | Sacarosa (g/100mL)
1 5 5
2 6 6
3 7 7
4 8 8

Para las fermentaciones se emplearon las condiciones descritas en el apartado 2.3., y éstas se
desarrollaron por duplicado. En este caso, se repitio el procedimiento descrito en la evaluacion de
la sustitucion de la fuente de nitrégeno para la cuantificacion de la actividad enzimatica (apartado

2.4), teniendo en cuenta las formulaciones seleccionadas.
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26 ETAPA 6. APLICACION DEL METODO DE DIGESTION Y GRAVIMETRIA
DEXTRANSACARASA / SACAROSA

Una vez obtenidos los resultados de la evaluacién de las diferentes concentraciones de la fuente
de carbono (sacarosa), se eligieron las 3 mejores, es decir aquellas que permitieron alcanzar las
actividades enzimaticas de transferencia mas altas, para aplicar el método de digestion y
gravimetria dextransacarasa/sacarosa, con el fin de comparar esta metodologia con el método
indirecto empleado con anterioridad (método basado en la cuantificacion de azlcares reductores y

glucosa), el cual se realizé como se describe a continuacion:

En un bafio termostato se adicionaron 50mL de tampdn fosfato pH5,5 y 16% sacarosa y se
precalentaron a 30°C por 5min, posteriormente se adicionaron 50mL del extracto dextransacarasa
(resultado del sobrenadante de la centrifugacion de las muestras obtenidas a partir de la
fermentacidn a 7500rpm por 15min). A partir del instante en que se adiciond la enzima, se tomaron
alicuotas de 1mL de la reaccién de digestion en los siguientes tiempos: 0, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
60, 70 y 80min, en tubos de ensayo, se inactivaron las muestras en agua hirviendo por 5min, se
enfriaron en hielo y se refrigeraron en nevera a -4°C. La primera muestra (tiempo 0) se distribuyd
en 12 microtubos cada uno con 500uL de muestra. A estas alicuotas se les afiadié 1mL de etanol
anhidrido frio, se centrifugaron durante 15min a 7500rpm. El sobrenadantes se descarté y el
precipitado se disolvio en 500uL de agua y 1mL de etanol anhidrido, se centrifugaron, se descartd
el sobrenadante y se precipito de nuevo con 1mL de etanol. Los precipitados se trataron tres veces
con 1mL de acetona y una cuarta vez con 1mL de etanol anhidrido. Finalmente se dejaron secar las
muestras en estufa a 60°C y se pesaron. Este mismo procedimiento se realiza con cada una de las
muestras por duplicado (Helen, Mukerjea y Robyt, 2011).

2.7 ETAPA 7. ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de varianza se realizo con el programa Minitab ® version 17, a un nivel de confianza
del 95%.
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Para el caso de la fuente de nitrégeno, se consideraron dos factores de variacion correspondientes
al sustituto de la fuente estandar (dos niveles: harina de soya y dihidrégeno fosfato de amonio) y
el porcentaje de sustitucion (cinco niveles: 0 (medio estandar), 25, 50, 60 y 75%). Igualmente, se
aplico una prueba de Dunnet para comparar cada uno de los tratamientos con el patron, que
correspondia al medio estandar (100% extracto de levadura como fuente de nitrogeno y 6% de

sacarosa como fuente de carbono).

En el caso de la evaluacidn de la fuente de carbono, se tenian dos factores de variacion, el porcentaje
de sacarosa en el medio (4 niveles: 5, 6, 7, 8 %) Y el porcentaje de sustitucion de extracto de
levadura por dihidrégeno fosfato (2 niveles: 25 y 50%). Y se aplicd una prueba de Dunnet para
comparar cada uno de los ensayos con el patron que correspondia al medio estandar (100% extracto

de levadura como fuente de nitrégeno y 6% de sacarosa como fuente de carbono).

Se presentan las siguientes hipotesis:

e Hipdtesis nula: Todas las medias son iguales de la biomasa y la actividad enzimatica de
transferencia para todas las sustituciones no presentan diferencias significativas debido a la
variacion del factor evaluado.

e Hipotesis alterna: Por lo menos una media es diferente de alguna de las sustituciones evaluadas
presenta biomasa y actividad enzimatica de transferencia significativamente diferente a las

demas debido a la variacién del factor estudiado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al realizar la evaluacion de los cambios en la
fuente de nitrégeno y la concentracion de la fuente de carbono, sobre la produccion de una enzima
con actividad dextransacarasa a partir del cultivo de Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1y la
comparacion de cada variacion, con un blanco, que en este caso correspondié al medio de cultivo
estandar: 100% extracto de levadura como fuente de nitrogeno y 6% de sacarosa como fuente de

carbono.
3.1 IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

La identificacion del microorganismo se realizd como se expone en el apartado 2.1, evidenciando
largas cadenas en forma cocoide Gram positivas y ausencia de contaminacion, como se puede
evidenciar en la figura 5, donde se presenta la vista microscopia del microorganismo en el aumento
de 100X.

Figura 5. Vista microscépica al 100X deI mlcroorganismo Leuconostoc mesenteriodes IBUN 34,1

oY RT3

3.2 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Leuconostoc mesenteroides (IBUN 34,1)

Se realizo el estudio de la cinética de crecimiento de este microorganismo, para determinar el
tiempo en el que alcanzaba su fase exponencial y se debia detener la fermentacion. Se definid
mediante estos ensayos realizar la activacion por 12h para la obtencion del indculo y tomar como
tiempo para la fermentacion 3h. En la tabla 6 se presenta el resumen de los datos, donde se calculd

la biomasa con la ecuacion de la curva de calibracion para peso seco (anexo 2).
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Tabla 6. Resumen de datos para cinética de crecimiento del indculo y la fermentacion

Inoculo Fermentacion
Tiempo D.O. Biomasa Tiempo D.O. Biomasa
(h) (600nm) (mg/mL) (h) (600nm) (mg/mL)
0 0,036 0,169 0 0,090 0,437
1 0,042 0,199 1 0,132 0,645
2 0,046 0,219 13 0,232 1,140
4 0,045 0,214 2 0,325 1,601
6 0,045 0,214 2,3 0,446 2,200
7 0,068 0,328 3 0,548 2,705
8 0,120 0,585 3,3 0,544 2,685
9 0,215 1,056 4 0,537 2,648
10 0,421 2,076 4,3 0,507 2,504
11 0,560 2,765 5 0,499 2,465
12 0,665 3,284 53 0,475 2,346
13 0,663 3,272 6 0,438 2,162
14 0,652 3,220
15 0,629 3,106
16 0,462 2,279

Comparando el crecimiento del microorganismo en las dos etapas involucradas en la produccion
de la enzima (inoculo y fermentacion), En la figura 6 se evidencia una disminucion en los tiempos

de la cinética de crecimiento en la fermentacion respecto al indculo.

Figura 6. Cinética de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides (IBUN 34,1)
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a. Indculo b. Fermentacién

Se puede observar, que en el indculo, la fase de adaptacion es lenta variando la concentracion de
biomasa de 0,169mg/mL a 0,214mg/mL durante las 6 primeras horas. Mientras que a partir de la
hora 8, se presentd un aumento significativo del crecimiento indicando el inicio de la fase
exponencial, para la cual se registra una variacion de la biomasa desde 0,585mg/mL, hasta

3,284mg/mL a las 12h de cultivo. Con esta informacion se calculd la velocidad especifica de
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crecimiento que fue de 0,591h (tabla 7). Después de las 12h empieza la fase estacionaria, que
termina con la fase de muerte que inicia a partir de la hora 15. Rodriguez y Hanssen (2007),
observaron una fase de adaptacion con una duracion de 6h, una fase logaritmica que se prolongd
durante 7h, exhibiendo un rapido crecimiento y agotando parte de la sacarosa antes de entrar a la
fase estacionaria desde la hora 14 hasta la 18, cuando observaron la zona de maximo consumo,
mientras los metabolitos continuaban aumentando levemente en el medio. La maxima cantidad de
biomasa obtenida fue de 4,2g/L después de 15h de fermentacion. Tsuchiya et al., (1952) encontrd
un crecimiento similar utilizando un tiempo de residencia de 24h, donde la fase de adaptacion fue
de 6-8h en sustratos de pifia y naranja. Florez (2014) encontro que el tiempo de adaptacion en la
fase de activacion era de 12h con una generacion méaxima de biomasa de 1,81 mg/mL y una
velocidad especifica de crecimiento de 0,44h™, que coincide con la hallada en la presente
investigacion en cuanto al comportamiento del indculo en las 12 primeras horas de crecimiento

(fase exponencial).

Con respecto a la curva de fermentacion, la concentracion inicial de biomasa fue més alta,
0,437mg/mL y se supera rapidamente la fase de adaptacion (en la primera hora). También se
aprecia que la fase exponencial finaliza a la hora 3 con una concentracién de 2,705mg/mL, para
una velocidad especifica de crecimiento en ésta fase de 1,03h (tabla 7). La fase estacionaria se
empieza a evidenciar a partir de la tercera hora y la fase de muerte a partir de la hora 4. Soler (2009)
indica que los estudios cinéticos llevados a cabo en sus fermentaciones, presentaban una variacion
al inicio de los cultivos de la biomasa, entre 0,15 y 0,33mg/mL para las diferentes condiciones
(variacion de aireacion y agitacion), y observé las etapas caracteristicas del crecimiento
microbiano, con una fase lag variable y corta -hasta de 1h-, una fase exponencial entre la hora 1 y
3, una de desaceleracion desde la hora 3 y una estacionaria desde la hora 5, coincidiendo con los
tiempos registrados en este trabajo, para la fermentacion. Florez (2014) encontr6 que en el tiempo
de adaptacion de la fase de fermentacion fue de 1h, con una méaxima generacion de biomasa de
2,29mg/mL y una velocidad especifica de crecimiento de 1,16h™,

Estas variaciones y comportamientos, son producto de la normalizacion de la actividad bioquimica
del microorganismo disminuida por la exposicion a la criopreservacion, que le genera estrés

metabdlico (mecanico, térmico y osmotico) (Mukamolava, Kaprelyants, Kell y Young, 2003).
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Tabla 7. Parametros cinéticos de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides IBUN 34,1 en las etapas
de obtencion de indculo y fermentacién

Etapa Tiempo de Biomasa méxima | Velocidad especifica de
adaptacion (h) (mg/mL) crecimiento p (h™?)
Inoculo 12 3,284 0,591
Fermentacion 3 2,705 1,030

3.3 EVALUACION DE FUENTE DE NITROGENO

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para los ensayos correspondientes a la
sustitucion del extracto de levadura como fuente de nitrdgeno por las fuentes alternas, dihidrogeno

fosfato de amonio y harina de soya para los niveles de sustitucién (0, 25, 50, 60 y 75%).

3.3.1 Sustitucidn de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio. En la tabla 8 se
reporta el resumen de datos obtenidos para la sustitucion de la fuente de nitrégeno por dihidrégeno
fosfato de amonio, en los 5 niveles de sustitucién evaluados para la variable de respuesta biomasa.

En la figura 7, puede observarse que existe una tendencia a que la biomasa disminuya como
consecuencia del incremento en la sustitucion del extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de
amonio, pasando de 5,93mg/mL para una sustitucion del 25% a 4,76mg/mL cuando la sustitucion
era del 75%. Con respecto al medio estandar que presenté un biomasa de 5,34mg/mL, puede
observarse en la tabla 8 que con las sustituciones de 25 y 50% se obtiene una cantidad de biomasa
superior siendo éstas de 5,93mg/mL y 5,46mg/mL respectivamente, lo que evidencia que no existen
diferencias significativas entre algunas sustituciones de fuente de nitrégeno con respecto al control
(medio estandar), teniendo en cuenta la desviacion, presentando un comportamiento muy similar,
a diferencia de la muestra que contiene 75% de dihidrégeno fosfato de amonio y 25% de extracto
de levadura que tiene una biomasa de 4,77 mg/mL, siendo inferior con respecto a la tendencia de

las demas.
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Tabla 8. Densidad dptica y biomasa al término de la fermentacion para las diferentes sustituciones
de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio

Porcentaje de D?grsr':::t;%:]ca Biomasa Promedio Desviacion
Sustitucion* (nm) (mg/mL) | Biomasa (mg/mL) biomasa
Medio 1,108 5,50
estandar 5,34 0,20
0% 1,051 521
1,246 6,18
0 1 )
25% 1152 571 5,93 0,33
1,180 5,85
% 4 4
20% 1,027 5,10 >:46 05
1,101 5,46
0,
60% 0.989 291 5,17 0,39
0,95 4,71
0,
75% 0.971 2.82 4,77 0,10

*El porcentaje de sustitucion es la cantidad de extracto de levadura reemplazada por dihidrogeno fosfato
de amonio (de acuerdo a los calculos presentados en el anexo 3)

Figura 7. Comportamiento de la biomasa para la sustitucion de dihidrégeno fosfato de amonio.
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De acuerdo al analisis de varianza ANOVA vy la prueba de Dunnet presentados en la seccién a del
anexo 10, realizados para evaluar los 4 niveles de sustitucion para la fuente alterna de nitrogeno
por dihidrégeno fosfato de amonio (25, 50, 60 y 75%), en comparacion con el control (medio
estandar, nivel de sustitucion del 0%), se observa que para la variable de respuesta: biomasa, no
existen diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), rechazando la hipotesis alterna,

evidenciandose en la tabla 9 que todas las formulaciones comparten la misma letra de agrupacion.
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Tabla 9. Comparacion multiple de Dunnett con el control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrdgeno) para las sustituciones del extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de
amonio para la obtencion de biomasa

%sustitucion N Media Agrupacién
1 (control) 2 5,340 A
2 (25%) 2 5,930 A
3 (50%) 2 5,460 A
4 (60%) 2 5,165 A
5 (75%) 2 4,7650 A

En latabla 10 se reporta el resumen de datos obtenidos para la sustitucion de la fuente de nitrégeno
por dihidrogeno fosfato de amonio, en los 5 niveles de sustituciéon evaluados para la variable de
respuesta: actividad enzimatica de transferencia, en la figura 8, se observa que la actividad
enzimatica de transferencia paso de 7,44U/mL a 3,82U/mL, disminuyendo a medida que el nivel
de sustitucion del extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio era méas alto. Esto
coincide con lo reportado por Vanegas (2006) quienes encontraron que a medida que se disminuia
la cantidad de extracto de levadura en el medio, la enzima obtenida poseia una menor actividad
enzimatica de transferencia, ya que cuando en el medio se aportaba solo el 25% de dihidrogeno
fosfato de amonio, pasaban de 5.84U/mL a 1.65U/mL cuando el aporte de dihidrogeno fosfato de
amonio era del 75%.

Tabla 10. Actividad enzimatica al término de la fermentacién para las diferentes sustituciones de
extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio

Porcentaje de Actividad de Desviacién | Actividad hidrolitica | Desviacion
Sustitucion* | transferencia (U/mL) | estandar (U/mL) estandar
Medio Estandar 6,77 0,26 8,10 0,21
25/75 7,44 0,39 7,80 0,11
50/50 5,92 0,04 6,27 0,06
60/40 4,75 0,16 4,04 0,44
75/25 3,82 0,44 2,88 0,31

*El porcentaje de sustitucion es dihidrogeno fosfato de amonio vs levadura
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Figura 8. Comportamiento de la actividad enzimatica de transferencia con sustitucién de
dihidrégeno fosfato de amonio.
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De acuerdo al analisis de varianza ANOVA presentado en la seccion ¢ del anexo 10, realizado para
evaluar los 4 niveles de sustitucion para la fuente alterna de nitrégeno por dihidrogeno fosfato de
amonio (25, 50, 60 y 75%), en comparacién con el control (medio estandar, nivel de sustitucion
del 0%), se observa que para la variable de respuesta: actividad enzimatica, existen diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05). Al aplicar la prueba de Dunnett se acepta la hipétesis
alterna, evidenciandose en la tabla 11 que las formulaciones correspondientes al 60 y 75% de
sustitucion, al no compartir la misma letra de agrupacién son significativamente diferentes con

respecto al control, presentando una actividad enzimatica de transferencia inferior.

Tabla 11. Comparaciéon multiple de Dunnett con el control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrdgeno) para las sustituciones del extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de
amonio en cuanto a la actividad enzimdtica de transferencia obtenida

%osustitucion N Media Agrupacion
1 (control) 2 6,775 A
2 (25%) 2 7,435 A
3 (50%) 2 5,9150 A
4 (60%) 2 4,745
5 (75%) 2 3,815

Analizando los resultados obtenidos, se establece entonces que en la evaluacion de las sustituciones
parciales de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio, la sustitucion del 25%
presenta una actividad enzimatica de trasferencia de 7,44U/mL mayor a la actividad enzimatica de

transferencia registrada para el medio estandar (100% extracto de levadura) que fue de 6,77U/mL,
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convirtiendo esta sustitucion en una alternativa viable para el proceso, puesto que permitiria

disminuir los costos asociados al medio de cultivo y mejorar los rendimientos del proceso.

3.3.2 Sustitucion parcial de extracto de levadura por harina de soya. En la tabla 12 se reporta

el resumen de datos obtenidos para la sustitucion de la fuente de nitrégeno por harina de soya, en

los 5 niveles de sustitucion evaluados (0, 25, 50, 60 y 75%) correspondientes a la concentracion de

biomasa alcanzada luego de la fermentacion para cada tratamiento. En la figura 9, se evidencia que

las lecturas de densidad dptica son directamente proporcionales con los resultados obtenidos para

biomasa.

Tabla 12. Densidad 6ptica y biomasa al término de la fermentacion para las diferentes sustituciones
de extracto de levadura por harina de soya

Porcentaje de D?n5|dad O|_o,t I’ | Bjomasa | Promedio Biomasa | Desviacién
) ermentacion ;
Sustitucion* (nm) (mg/mL) (mg/mL) biomasa
Medio 1,108 5,50
estandar 1,051 5,21 534 0,20
1,029 5,11
25/75 1148 5,69 5,40 0,42
0,976 4,84
50/50 ’ ’ 5,04 0,28
1,057 5,24 ’ ’
0,95 4,71
60/40 ’ ’ 4,45 0,37
0,845 4,19 ’ ’
0,441 2,19
75/25 0494 246 2,32 0,19

*El porcentaje de sustitucion es harina de soya vs levadura

Figura 9. Comportamiento de biomasa con sustitucion de harina de soya
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De acuerdo al andlisis de varianza ANOVA presentado en la seccion b del anexo 10, realizado para
evaluar los 4 niveles de sustitucion para la fuente alterna de nitrogeno por harina de soya (25, 50,
60y 75%), en comparacién con el control (medio estandar, nivel de sustitucion del 0%), se observa
que para la variable de respuesta: biomasa, existen diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0,05). Al aplicar la prueba de Dunnett se acepta la hipotesis alterna, evidenciandose en la tabla
13 que la formulacion del 75%, al no compartir la misma letra de agrupacion es significativamente

diferente con respecto al control, presentando una biomasa inferior.

Tabla 13. Comparaciéon multiple de Dunnett con un control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrégeno) para las sustituciones del extracto de levadura por harina de soya en cuanto a
la obtencion de biomasa

%bsustitucion N Media Agrupacién
1 (control) 2 5.340 A
2 (25%) 2 5.385 A
3 (50%) 2 5.030 A
4 (60%) 2 4.440 A
5 (75%) 2 2.310

Continuando con el andlisis en la tabla 14 se reporta el resumen de datos obtenidos para la
sustitucion de la fuente de nitrogeno por harina de soya en los 5 niveles evaluados (0, 25, 50, 60 y
75%) para la variable de respuesta actividad enzimatica de transferencia en la figura 10, se observan

las actividades enzimaticas alcanzadas por los tratamientos.

Tabla 14. Actividad enzimatica de transferencia al término de la fermentacion para las diferentes
sustituciones de extracto de levadura por harina de soya

Porcentaje de Actividad de Desviacién | Actividad hidrolitica | Desviacion
Sustitucion* | transferencia (U/mL) | estandar (U/mL) estandar
Medio Estandar 6,77 0,26 8,10 0,91
25/75 5,88 3,12 0,87 0,73
50/50 7,06 0,98 1,05 0,25
60/40 8,82 0,66 0,53 0,58
75/25 3,71 2,35 2,09 0,42

*EIl porcentaje de sustitucion es harina de soya vs levadura
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Figura 10. Comportamiento de la actividad enzimatica de transferencia con sustitucion de harina
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Con respecto a la harina de soya como sustituyente, ésta presentd una precipitaciéon muy marcada
en el medio debido a sus caracteristicas fisicas (figura 11) que causo interferencia en la medicion
de biomasa y actividad enzimatica. Por esa razén, aunque los valores de actividad de trasferencia
superan el valor registrado para el medio estandar (6,77 U/mL), la actividad hidrolitica es muy
baja, indicando que posiblemente la actividad de transferencia no represente adecuadamente las
condiciones alcanzadas y haya sido sobrevalorada, tal y como se presenta en la figura 11. En ese
sentido, en los ensayos para evaluar las variaciones en la fuente de carbono no se considero
pertinente continuar utilizando la harina de soya como sustituyente parcial de la fuente de

nitrégeno.

Figura 11. Medios de cultivo con sustitucion parcial de harina de soya
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Esto coincide con lo observado por Chewing, Nieto, Atehortla y Sepulveda (2012) cuando
trabajaron con harina de soya y glicerol para la sintesis de un tipo particular de estatina. Pues ellos
observaron precipitacion en sus medios de cultivo, cuando la suplementacion la realizaron con
harina de soya desgrasada, sin adicion de glicerol como fuente carbono extra, lo que también
provocO que la biosintesis se dirigiera a la produccién de mevastatina. Igualmente, Manzoni,
Bergomi, Rollini y Cavazzoni (1999) infirieron en su trabajo, que debido al efecto de la fraccion
lipidica de la harina de soya completa, la biomasa y la actividad enzimética alcanzadas, se vieron

influenciadas por la baja solubilidad de este compuesto en el medio de cultivo.

De acuerdo al analisis de varianza ANOVA y la prueba de Dunnet presentados en la seccion d del
anexo 10, realizados para evaluar los 4 niveles de sustitucion para la fuente alterna de nitrégeno
por harina de soya (25, 50, 60 y 75%), en comparacién con el control (medio estandar, nivel de
sustitucion del 0%), se observa que para la variable de respuesta: actividad enzimatica de
transferencia, no existen diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), rechazando la
hipotesis alterna, evidenciandose en la tabla 15 que todas las formulaciones comparten la misma

letra de agrupacion.

Tabla 15. Comparacién multiple de Dunnet con un el control (medio estandar 0% de sustitucion de
la fuente de nitrégeno) para las sustituciones del extracto de levadura por harina de soya en cuanto
a la actividad enzimatica de transferencia obtenida

%osustitucion N Media Agrupacion
1 (control) 2 6,775 A
2 (25%) 2 8,820 A
3 (50%) 2 7,060 A
4 (60%) 2 5,88 A
5 (75%) 2 3,71 A

34 EVALUACION DE FUENTE DE CARBONO.

Considerando los resultados de la evaluacion de las fuentes de nitrégeno, en esta etapa se evaluo la
variacién en la fuente de carbono en 5, 6, 7 y 8% para medios con sustitucion del extracto de
levadura por dihidrogeno fosfato de amonio en los nivels de 25 y 50% (los que permitieron
alcanzar una actividad enzimatica de transferencia mayor que la alcanzada con el medio estandar).

Los resultados de esta evaluacion se presentan en la tabla 16.
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Tabla 16. Biomasa y actividad enzimatica para las diferentes concentraciones de la fuente de

carbono
% de
Fuente de Sacarosa | Biomasa | Actividad de transferencia | Actividad hidrolitica
Nitrégeno en el (mg/mL) (U/mL) (U/mL)
Medio
EL* 100% 6 5,34 6,77 8,10
DHFA** 25% 5 5,35 7,79 8,70
DHFA** 25% 6 5,48 6,00 6,55
DHFA** 25% 7 5,39 1,85 3,08
DHFA** 25% 8 5,32 1,14 1,94
DHFA** 50% 5 5,30 4,45 5,52
DHFA** 50% 6 5,62 4,92 5,16
DHFA** 50% 7 5,14 2,06 4,16
DHFA** 50% 8 5,24 0,77 1,15

*EL.: extracto de levadura, DHFA**: Dihidrogeno Fosfato de Amonio

La méaxima actividad se logré6 empleando un 5% de fuente de carbono y con la sustitucion del
extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio de 25%, con actividad de transferencia de
7,79U/mL y actividad hidrolitica de 8,70U/mL, superando la actividad de tranferencia de
6,77U/mL y la actividad hidrolitica de 8,10U/mL alcanzadas con el medio estandar. Se presentd
una disminucién por exceso de sustrato al aumentar la concentracion de sacarosa a niveles de
8g/mL evidenciandose una actividad maxima de transferencia de 1,14U/mL y actividad hidrolitica

de 1,94U/mL con la sustitucion del extracto de levadura por dihidrogeno fosfato en 25% .

En la figura 12, se observa que para las formulaciones con el mayor porcentaje de sustitucion de
fuente de nitrégeno y la mayor concentracién de la fuente de carbono, presentaron una disminucion
importante en la actividad, ya que con una sustitucién del 50% de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio y la concentracion de 5% de sacarosa, se obtuvo una actividad de
transferencia de 4,45U/mL y una actividad hidrolitica de 5,52U/mL, siendo menor a la reportada
con respecto a la sustitucion del 25% de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio y
la misma concentracion de sacarosa. Con la sustitucion del 50% de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio y una concentracion de sacarosa de 8% se obtuvo una actividad de
transferencia de 0,77U/mL vy actividad hidrolitica de 1,15U/mL disminuyendo casi en un 83% y
79% con respecto a la sustitucion del 50% de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de

amonio y una concentracion de 5% de sacarosa. Vanegas (2006) encontrd que la actividad

47



enzimatica obtenida, para sustituciones del extracto de levadura por fuentes organicas de
nitrégeno, disminuye a medida que el nivel de sustitucion se incrementa. Florez (2014) reportd que
estas sustituciones también afectan la obtencion de biomasa, debido a que el crecimiento del
microorganismo se ve afectado como consecuencia de dos caracteristicas fundamentales: la

disponibilidad del sustrato para las actividades metabdlicas y el cambio reologico del medio.

Figura 12. Variacion de la fuente de carbono en la mejores fuentes de nitrégeno (dihidrogeno
fosfato de amonio 25% y 50%0)
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Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA y prueba de Dunnett para evaluar los 4 niveles de
variacion en la concentracién de la fuente de carbono (5, 6, 7 y 8%), en comparacion con el control
(100% extracto de levadura como fuente de nitrégeno y 6% de sacarosa como fuente de carbono)

para cada uno de los ensayos correspondientes a las formulaciones del 25 y 50% de sustitucion de
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fuente de nitrégeno por dihidrogeno fosfato de amonio aplicados a las dos variables de respuesta;

biomasa y actividad enzimética de transferencia, presentados a continuacion:

De acuerdo al anélisis de varianza ANOVA vy la prueba de Dunnet presentados en la seccion a del
anexo 11 correspondiente a la formulacién del 25% (de sustitucion de fuente de nitrégeno por
dihidrégeno fosfato de amonio), se observa que para la variable de respuesta: biomasa, no existen
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), rechazando la hipétesis alterna,

evidenciandose en la tabla 17 que todas las formulaciones comparten la misma letra de agrupacion.

Tabla 17. Comparacion multiple de Dunnett con un control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrégeno) para la formulacion de sustitucion del 25% de fuente de nitrégeno por
dihidrégeno fosfato de amonio en cuanto a la obtencién de biomasa

%osustitucion N Media Agrupacion
1 (control) 2 5,340 A
2 (5%) 2 5,4600 A
3 (6%) 2 5,3750 A
4 (7%) 2 5,3300 A
5 (8%) 2 5,300 A

De acuerdo al andlisis de varianza ANOVA presentado en la seccion ¢ del anexo 11,
correspondiente a la formulacion del 25% (de sustitucion de fuente de nitrégeno por dihidrogeno
fosfato de amonio), se observa que para la variable de respuesta: actividad enzimatica de
transferencia, existen diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). Al aplicar la prueba
de Dunnett se acepta la hipoétesis alterna, evidenciandose en la tabla 18 que las formulaciones del
7'y 8%, al no compartir la misma letra de agrupacion son significativamente diferentes con respecto

al control, presentando una actividad enzimatica de transferencia inferior.

Tabla 18. Comparaciéon multiple de Dunnett con un control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrégeno) para la formulacion de sustitucion del 25% de fuente de nitrégeno por
dihidrogeno fosfato de amonio en cuanto a la actividad enzimatica de transferencia obtenida

%osustitucion N Media Agrupacion
1 (control) 2 6,775 A
2 (5%) 2 7,785 A
3 (6%) 2 5,995 A
4 (7%) 2 1,850
5 (8%) 2 1,140
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De acuerdo al andlisis de varianza ANOVA vy la prueba de Dunnet presentados en la seccion b del
anexo 11 correspondiente a la formulacion del 50% (de sustitucion de fuente de nitrégeno por
dihidrégeno fosfato de amonio), se observa que para la variable de respuesta: biomasa, no existen
diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,05), rechazando la hipotesis alterna,

evidenciandose en la tabla 19 que todas las formulaciones comparten la misma letra de agrupacion.

Tabla 19. Comparacion multiple de Dunnett con un control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrogeno) para la formulacion de sustitucion del 50% de fuente de nitrégeno por
dihidrégeno fosfato de amonio en cuanto a la obtencién de biomasa

%bsustitucion N Media Agrupacién
1 (control) 2 5,340 A
2 (5%) 2 5,605 A
3 (6%) 2 5,295 A
4 (7%) 2 5,2200 A
5 (8%) 2 5115 A

De acuerdo al analisis de varianza ANOVA presentado en la seccion d del anexo 11,
correspondiente a la formulacion del 50% (de sustitucion de fuente de nitrégeno por dihidroégeno
fosfato de amonio), se observa que para la variable de respuesta: actividad enzimética de
transferencia, existen diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). Al aplicar la prueba
de Dunnett se acepta la hipotesis alterna, evidenciandose en la tabla 20 que todos los tratamientos
al no compartir la misma letra de agrupacion con respecto al control, son significantemente

diferentes de éste, presentando una actividad enzimatica de transferencia inferior.

Tabla 20. Comparaciéon multiple de Dunnett con un control (medio estandar 0% de sustitucion de la
fuente de nitrogeno) para la formulacion de sustitucion del 50% de fuente de nitrégeno por
dihidrégeno fosfato de amonio en cuanto a la actividad enzimatica de transferencia obtenida

%bsustitucion N Media Agrupacion
1 (control) 2 6,775 A
2 2 4,920
3 2 4,450
4 2 2,055
5 2 0,7700
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3.5 EVALUACION DE ACTIVIDAD CON EL METODO DE DIGESTION Y
GRAVIMETRIA DEXTRANSACARASA/SACAROSA

En la tabla 21 se presentan los resultados obtenidos al evaluar por el método de digestion y
gravimetria dextransacarasa/sacarosa las muestras con sustitucion del extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio en un 25% y con variaciones en la fuente de carbono de 5y 6% de
sacarosa, debido a que estas fueron las que permitieron alcanzar una mayor actividad enzimatica
de transferencia medida por el método indirecto. Adicionalmente se evalud por este método la
actividad enzimatica de transferencia de la muestra con sustitucion del extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio en 50% y 5% de concentracion de sacarosa.

Tabla 21. Actividad enzimatica obtenida con el método de digestion y gravimetria
dextransacarasa/sacarosa

F;Oursf:t?afgijgncie Actividad (U/mL)
25/5 11,45
25/6 1194
50/5 6.46

*Dihidrégeno fosfato de amonio/ sacarosa

El método de digestion y gravimetria dextransacarasa/sacarosa se aplic6 como un método alterno
para verificar la actividad enzimatica en el medio de cultivo con Leuconostoc mesenteroides. Al
comparar las actividades obtenidas por el método de digestion y gravimetria correspondientes a las
formulaciones del 25% de sustitucion del extracto de levadura con variaciones en la fuente de
carbono con 5y 6% de sacarosa, se evidencia que para el segundo caso (25% de dihidrégeno fosfato
de amonio y 6% de sacarosa) la actividad es mas alta siendo ésta de 11,94U/mL que para el primero
(25% de dihidrogeno fosfato de amonio y 5% de sacarosa) de 11,45U/mL, lo cual difiere con lo
obtenido por el método indirecto, ya que para la formulacién del 25% de sustitucion con variacion
del 5% en la fuente de carbono la actividad fue mas alta siendo ésta de 7,79U/mL, en comparacion
a la obtenida con la formulacion del 25% de sustitucion con variacion del 6% en la fuente de

carbono que fue de 6,00U/mL.
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Este método no funciond para hacer el comparativo con el método indirecto, debido a que la forma

establecida para su ejecucidn permite errores que repercuten directamente en el resultado

En el anexo 12, se presenta el resumen de resultados obtenidos y los calculos correspondiente a la
actividad para cada uno de los ensayos evaluados. En la figura 13 se puede observar la reunién del
polimero obtenido al finalizar los ensayos por el método de digestion y gravimetria una vez

medidos y registrados los pesos.

Figura 13. Obtencion de polimero por método de digestidn y gravimetria dextransacarasa/sacarosa
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CONCLUSIONES

En el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides, la activacion, presentd una fase de adaptacion
lenta de aproximadamente 6 horas y alcanzando a las 12 horas un méaximo de produccion de
biomasa de 3,284mg/mL, lo que correspondié a una velocidad especifica de crecimiento
durante la fase exponencial de 0,591h. Mientras que durante los ensayos correspondientes a
la fermentacion, esta fue de aproximadamente 3 horas y el maximo de concentracion de
biomasa fue de 2,705 mg/mL para una velocidad especifica de crecimiento durante la fase

exponencial de 1,03h™.

Con los cambios en la fuente de nitrogeno, fue posible obtener biomasas y actividades mayores
a las reportadas con el medio estandar a partir de Leuconostoc mesenteroides con una
sustitucion del 25% de dihidrégeno fosfato de amonio y 75% de extracto de levadura. Sin
embargo estas actividades mayores, no logran ser estadisticamente diferentes de las alcanzadas

con el medio estandar.

La sustitucién total de extracto de levadura por fuentes organicas alternas (harina de soya y
dihidrogeno fosfato de amonio), no es pertinente para el cultivo de Leuconostoc mesenteroides,
debido a que el crecimiento reportado en biomasa y actividad enzimatica disminuye

significativamente con respecto al medio estandar.

La mejor actividad enzimatica con la sustitucion de la fuente de carbono se obtuvo con 25% de
dihidrégeno fosfato de amonio y 5% de sacarosa superando al medio estandar (medio de cultivo
100% de extracto de levadura y 6% de sacarosa). Sin embargo la actividad reportada no logra

ser estadisticamente diferente a la alcanzada con el medio estandar.

La harina de soya no funciond como una alternativa para sustituir parcialmente el extracto de
levadura en el medio de cultivo, puesto que por sus propiedades fisicas, presentd una
insolubilidad, que interfirié en la medida de la biomasa y en la cuantificacion de la actividad

enzimatica a pesar de que el microorganismo presento un crecimiento notable en el medio.
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Por medio del método de digestion y gravimetria dextransacarasa/sacarosa, se obtuvieron
actividades enzimaticas mas altas que las calculadas por el método indirecto, evidenciandose
que para las sustituciones del 25% de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio
y con concentraciones de sacarosa del 5y 6%, el aumento en dicha actividad fue de 32% y

50% respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Con el fin de facilitar el proceso de obtencion de la enzima, es pertinente hacer el seguimiento
a los reactivos que se van a emplear en el medio de cultivo de Leuconostoc mesenteroides
evaluando el orden de agregacion, la solubilidad y el pH adecuado, para que dichos factores no

afecten en el crecimiento 6ptimo del microorganismo.

Evaluar la produccion de dextranos con los extractos enzimaticos obtenidos, con el fin de

observar la pureza y sus posteriores aplicaciones y evaluaciones en matrices alimentaria.

La presente investigacion amplia la posibilidad de explorar otras fuentes de nitrégeno organicas
e inorganicas para el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides y de esta manera incrementar
la actividad enzimatica, en ese sentido se sugiere trabajar con fuentes como suero lacteo, harina
de arroz, harina de trigo, nitratos y desechos frutales como sustitutos parciales de extracto de

levadura dados sus componentes y amplias investigaciones.

Debido a que con las fuentes de nitrdgeno inorganicas como el dihidrégeno fosfato de amonio,
Leuconostoc mesenteroides presenté comportamientos factibles de actividad enzimatica, esta
sustitucion es una alternativa viable para el proceso puesto que permitiria disminuir los costos
asociados al medio de cultivo empleado actualmente (100% extracto de levadura), adicional a
esto al obtener mejores resultados disminuyendo la concentracién de la fuente de carbono a 5%
(medio estandar 6%), la industria alimentaria deberia explorar con mas detenimiento este

campo Ya que abre la posibilidad de mejorar los rendimientos econdémicos del proceso.
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ANEXO 1

PROTOCOLO METODO DE TINCION DE GRAM

(Elaborado por Ing. Andrea Soler Galindo — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)
Principio:

La composicion y estructura quimica de la pared celular varia dependiendo si la bacteria es
gramnegativa o grampositiva, antes de aplicar el alcohol acetona (decolorante) todas las bacterias
se observan de color violeta, al aplicar decolorante algunas bacterias conservan el color
(grampositivas), mientras que otras se decoloran (gramnegativas). Esto se debe a que el alcohol
acetona desorganiza la membrana externa de las bacterias gramnegativas (constituida
principalmente por lipoproteinas y lipopolisacaridos) y permite la salida del colorante primario, de
modo que los microorganismos quedan desprovistos de color y al agregar la fucsina éstos se tifien
de rojo (Negroni, 2009).

Equipos:
- Microscopio éptico
Materiales

- Mechero

- Asas microbioldgicas
- Lé&minas porta objetos
- CronOmetro

Reactivos

- Solucion violeta de Gram.

- Solucién de Lugol.

- Solucion Alcohol — Acetona, 50-50 %v/v
- Solucion Safranina o fucsina de Gram.

- Solucion Salina NaCL (0.8 % p/v)

Procedimiento:

Preparacion de muestra:

En una lamina porta-objeto, limpia y desengrasada adicione, con ayuda del asa microbioldgica
redonda, una gota pequefia de solucion salina al 0.8%. Esterilice la punta del asa en el mechero y
tome una asada de la muestra en condiciones asépticas (si asi se requiere) y Unala con la gota de
solucion salina del porta-objeto; homogenice suavemente, y deje secar al ambiente; se puede secar
flameando al mechero rapidamente para evitar lizar las células.

Luego que la muestra se encuentre completamente seca, adicione los reactivos mostrados en la
siguiente tabla respetando el orden y los tiempos establecidos:
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Orden de los reactivos para tincion de gram

Orden Reactivo Tiempo (seg.)
1 Solucion violeta de Gram 60

2 Lavar con agua

3 Solucion lugol 60

4 Lavar con agua

5 Solucién alcohol — acetona 15

6 Lavar con agua

7 Solucion safranina 60

8 Lavar con agua y secar al ambiente
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ANEXO 2

PROTOCOLO CURVA DE CALIBRACION DE Leuconostoc mesenteroides

(Elaborado por Dr. Dionisio Malagon — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)

Equipos

Bomba de vacio
Estufa
Espectrofotémetro

Materiales

Membranas de 47mm de diametro y tamafio de poro de 4,5um
Celdas de 1cm de paso de luz

Balon aforado de 100mL

Probeta de 50mL

Cajas de Petri pequefias

Reactivos

Soluciodn salina al 0,9% estéril
Solucién madre

Procedimiento:

Dejar las membranas de 47mm de didmetro y tamafio de poro de 4,5um a 60°C hasta
alcanzar peso constante y registrar el peso.

Obtener la solucion madre como se describe en el apartado 2.3., a éste extracto enzimatico
se le realizan 3 lavados con solucion salina al 0,9% y centrifugando a 7500rpm por 5min
cada una.

La solucion madre obtenida en el punto anterior se afora en un balén de 100mL, en una
probeta sacar de esta solucién 50mL, medir densidad Optica a 600nm realizando una
dilucién 1:10 con solucion salina estéril al 0,9%, registrar y filtrar en membranas
previamente pesadas empleando la unidad de filtracion al vacio.

A los 50mL restantes de la solucion madre, aforar a 100mL con solucién salina al 0,9%,
esta sera la solucion A, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion A, medir
densidad oOptica a realizando una dilucion 1:10 con solucion salina estéril al 0,9%, registrar
y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracion al vacio.

A los 50mL restantes de la solucion A, aforar a 100mL con solucion salina al 0,9%, esta
sera la solucion B, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion B, medir
densidad éptica a 600nm realizando una dilucién 1:10 con solucion salina estéril al 0,9%,
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registrar y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracién al
vacio.

- Alos 50mL restantes de la solucion B, aforar a 100mL con solucion salina al 0,9%, esta
sera la solucién C, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion C, medir
densidad éptica a 600nm realizando una dilucion 1:10 con solucion salina estéril al 0,9% ,
registrar y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracion al
vacio.

- Alos 50mL restantes de la solucion C, aforar a 100mL con solucidn salina al 0,9%, esta
sera la solucion D, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion D, medir
densidad dptica a 600nm realizando una dilucién 1:10 con solucidn salina estéril al 0,9% ,
registrar y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracion al
vacio.

- Alos 50mL restantes de la solucién D, aforar a 100mL con solucién salina al 0,9%, esta
sera la solucion E, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion E, medir
densidad éptica a 600nm realizando una dilucién 1:10 con solucion salina estéril al 0,9% ,
registrar y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracién al
vacio.

- Alos 50mL restantes de la solucion E, aforar a 100mL con solucion salina al 0,9%, esta
sera la solucion F, mezclar bien, en una probeta sacar 50mL de la solucion F, medir
densidad dptica a 600nm realizando una dilucién 1:10 con solucion salina estéril al 0,9%,
registrar y filtrar en membranas previamente pesadas empleando la unidad de filtracion al
vacio.

- Colocar las membranas en cajas de Petri a 60°C hasta peso constante, registrar peso.

- Ladiferencia de peso de las membranas es el peso de la biomasa seca contenida en 50mL
de suspension, por lo tanto la concentracién celular se encuentra al dividir dicha diferencia
entre 50mL (tener en cuenta las unidades).

- Realizar una gréfica que correlacione la absorbancia y la concentracion celular, se debe
obtener una tendencia lineal con un R? preferiblemente de 0,99.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos para realizar la curva de calibracion de
peso seco.

CURVA DE CALIBRACION

Resultados obtenidos para peso seco

Dilucién Densidad Optica Peso Seco
(600nm) (mg/mL)

1 0,756 3,736

2 0,427 2,034

3 0,225 1,018

4 0,119 0,494

5 0,063 0,278

6 0,034 0,158

7 0,017 0,096
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Una vez registrados los datos de peso seco para cada suspension se grafico la respectiva curva de

peso seco con respecto a la densidad dptica. Esta curva fue utilizada para cuantificar la biomasa en

los diferentes medios de cultivo.

Curva de calibracién densidad 6ptica y biomasa para Leuconostoc mesenteroides (IBUN 34,1)

DO (nm)

y =0,2019x + 0,009
R*=0,9989

0,9

0,8

A

0,7

/

0,6

/

0,5

P

0,4

=

0,3

0,2
0,1 -
O .

1,5 2

Biomasa (mg/mL)

2,5

65



ANEXO 3

CALCULOS PARA DETERMINAR LA CANTIDAD DE NITROGENO QUE
APORTA EL DIHIDROGENO FOSFATO DE AMONIO Y LA HARINA DE
SOYA

Cantidad de nitrégeno aportado por el dihidrégeno fosfato de amonio:

(NH4)(HPO,) = 132,97g
PM(N) = 28g
1mol (NH,)(HPO,) = 132.97g
1mol N = 28g

288 _ 1053
13297 278

1g de (NH,HPO,) aporta 0,1053 g de Nitrégeno

Cantidad de nitrégeno aportado por la harina de soya:

%proteina = %nitrogeno * k
k = factor del alimento (5,71)

) %proteina
%Nitrogeno = — %
_ 90
%Nitrogeno = 71 = 15,76

1g de harina de sova aportaria 0,1576 g de Nitrégeno

Las formulaciones de los medios de cultivo de la tabla 4 quedaron de la siguiente manera:

e Para la formulacién de 25% sustitucidn de extracto de levadura por harina de soya: 0,329 de harina de soya,
1,59 de extracto de levadura y 0% de dihidrégeno fosfato de amonio.

e Para la formulacidn de 50% sustitucidn de extracto de levadura por harina de soya: 0,63g de harina de soya,
1,09 de extracto de levadura y 0% de dihidrégeno fosfato de amonio.

e Para la formulacidn de 60% sustitucidn de extracto de levadura por harina de soya: 0,769 de harina de soya,
0,89 de extracto de levadura y 0% de dihidrégeno fosfato de amonio.

e Para la formulacidn de 75% sustitucidn de extracto de levadura por harina de soya: 0,95g de harina de soya,
0,5¢ de extracto de levadura y 0% de dihidrégeno fosfato de amonio.

e Para la formulacion de 25% sustitucion de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio: 0,249 de
dihidrégeno, 1,5g de extracto de levadura y 0% de harina de soya.

e Para la formulacion de 25% sustitucion de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio: 0,479 de
dihidrégeno, 1,0g de extracto de levadura y 0% de harina de soya.

e Para la formulacion de 25% sustitucion de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio: 0,579 de
dihidrégeno, 0,89 de extracto de levadura y 0% de harina de soya.

e Para la formulacion de 25% sustitucion de extracto de levadura por dihidrégeno fosfato de amonio: 0,71g de
dihidrégeno, 0,59 de extracto de levadura y 0% de harina de soya.
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ANEXO 4

PROTOCOLO DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA:
TRANSFERENCIA E HIDROLITICA

(Elaborado por Ing. Andrea Soler Galindo — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)

Determinacion de la actividad enzimatica expresada en micromoles (umol) de glucosa transferida
por minuto, utilizando como sustrato sacarosa.

Una unidad de actividad (U) es definida como: “La cantidad de enzima necesaria para transferir
un micromol (umol) de glucosa por minuto a una temperatura de 30°C, pH 5 y una concentracion
de sustrato de 80g/L.”

Equipos:

Bafio termostato
Centrifuga
Espectrofotémetro
Plancha de calentamiento

Materiales:

- Celda reactora

- Celdas de 1cm de paso de luz
- Agitador magnético

- Vaso de precipitado de 500mL
- Tubos de ensayo

- Microtubos (Epenndorf)

- Pipetas automaéticas

- Pipetasde 5y 10 mL

Reactivos

- Sustrato: Preparar 100mL de una solucién tampén fosfato 50 mM a pH 5,5, con una
concentracion de sacarosa de 160 mg/mL (ver anexo 7)

- Reactivo DNS: (ver anexo 8)

- Reactivo glucosa GOD-PAD: (ver anexo 5)

- Extracto enzimético: producto obtenido de la separacion celular con el medio de cultivo
(enzima extracelular)

Procedimiento

Colocar 10 mL de sustrato en el reactor de vidrio, a una temperatura de 30°C con agitacion
magnética; atemperar por 5 minutos.
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Transcurrido este tiempo, adicionar 10 mL de enzima al reactor; Cronometrar tomando el tiempo
cero, como el momento de adicion de la enzima.

Inactivacion de las muestras:

- Con la ayuda de una micropipeta tomar una alicuota de 500 pL aproximadamente de la reaccion
en un tubo de ensayo, inactivar inmediatamente al calor sumergiéndolo en agua a ebullicion por 5
minutos

- Los tiempos de toma de alicuotas son: 0, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 minutos.

- Transcurridos los 5 minutos enfriar los tubos en agua con hielo, posteriormente almacenar cada
muestra en el microtubo correspondiente previamente marcado, tapar bien y refrigerar.

- Paralelamente, a medida que marcha la reaccidn enzimatica, hay un aumento de viscosidad muy
marcado, lo que dificulta la toma de muestra, para ello se puede hacer un pequefio corte a la punta
a utilizar en la micropipeta, de tal manera que el orificio sea mayor, y permita una mayor succion.

Homogenizacién de la muestra

- Agite las muestras mediante vortex
Diluciones

- Preparar 10 tubos de ensayo cada uno con 525 L de agua destilada en una gradilla debidamente
marcados (0, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80), aparte preparar un tubo con 500 pL de agua
destilada marcado como blanco.

- Preparar 10 celdas de 1cm de paso de luz cada una con 50 pL de agua destilada en una gradilla
para celdas debidamente marcadas (0, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80), aparte preparar dos celdas
una con 100 pL de agua destilada marcada como blanco y la otra marcada como estandar.

- Adicionar 25 pL del contenido del microtubo (reaccion enzimaética inactivada) al tubo de ensayo
correspondiente, procurando no desalojar la muestra en las paredes, sino depositarla en el fondo
(dilucion 1:22). Con ayuda de un vortex agitar por 0.5 minutos.

- Tomar 50 pL de cada tubo de ensayo y pasarlos a las respectivas celdas, procurando depositar la
muestra en el fondo de la celda (dilucion 1:44).

Analisis:
Realizar el procedimiento indicado en el anexo 9 para azucares reductores y en el anexo 5 para
Glucosa. Segun indica la etiqueta el Kit de Glucosa su error relativo no supera el 0.1% y como se

observa en la figura del anexo 9, la dispersion de datos en los duplicados para la determinacion de
azucares no supera una diferencia de 0.0134 en la absorbancia.
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ANEXO 5

PROTOCOLO METODO CQLORIMETRICO PARA LA
DETERMINACION DE GLUCOSA

KIT DE GLUCOSA

Principio:
La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa de acido gluconico. El peroxido de

hidrégeno (H202), producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-
ampirona en presencia de peroxidasa (POD):

GOD |
B — D — Glucosa + 0, + H,0 —— Acido glucénico + H,0,

POD
H,0, + Fenol + Ampirona —— Quinona + H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la
muestra ensayada.

Equipos:

- Espectrofotometro
- Pipetas automaticas

Materiales

- Celdas de 1cm de paso de luz

Reactivos

R1

. TRISpH 7,4 92 mmol/L
Tampon
R2 Glucosa oxidasa (GOD) 15000 U/L
Enzimas Peroxidasa (POD) 1000 U/L

4-Aminofenazona (4-AF) 2,6 mmol/L

GLUCOSA CAL Patron primario acuoso de Glucosa 100mg/dL

Preparacion solucion estandar
Del patron primario acuoso de glucosa (100mg/dL) realizar una dilucion 1:10 con agua destilada

desionizada, para obtener una concentracion de 0.1mg/ml.
Preparacion solucion reactiva
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Reactivo de trabajo (RT): Disolver el contenido de un vial de R2 Enzimas en un frasco R1 Tampdn.
Tapar y mezclar suavemente hasta disolver su contenido.
Estabilidad: 1 mes en nevera (2-8 °C) o 7 dias a temperatura ambiente (15-25 °C)

Procedimiento:

Condiciones del ensayo

Longituddeonda............................ 510 nm
Celda......coiviiiiiiiiiii e 1 cm paso de luz
Temperatura............cocoeeveiinienn... 37°C/15-25°C

- Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada
- Pipetear en una cubeta

Blanco Patron Muestra
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron (pL) - 10 -
Muestras (uL) - - 10
Agua destilada (uL) | 10 - -

- Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C o 20 minutos a temperatura ambiente (15 — 25 °C)
- Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra, frente al blanco de reactivo. El color es
estable como minimo 30 minutos
Calculos

(A)Muestra 100 (C patron) — mgd 1 1 :
(A)Patron X onc. Patrén) = —=de glucosa en la muestra

m
Factor de conversion: d—fx 0.0555 = mmol/L
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ANEXO 6

PROTOCOLO MUESTRA DE CALCULO EN LA DETERMINACION EN
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

(Elaborado por Ing. Andrea Soler Galindo — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)

Actividad hidrolitica

Se calcula punto a punto dentro del ensayo de actividad enzimatica anexo 4 — la diferencia entre la
concentracion de azUcares reductores determinada por el método colorimétrico DNS, - anexo 9 —
y la concentracion de glucosa determinada por el método enzimatico Kit GOD — POD —anexo 5 —
expresandolos en mg/ml teniendo en cuenta la dilucion que segun el protocolo es de 1:22 en el
DNS y de 1:44 en el KIT, lo que cuantifica la fructosa obtenida en la hidrolisis. Se determina la
actividad hidrolitica como la pendiente de la curva de la diferencia mencionada versus tiempo en
el inicio de la reaccion enzimatica.

Actividad de transferencia

Inicialmente se determind la diferencia de la fructosa proveniente de la hidrolisis y la glucosa libre
obtenida por el método enzimético (Kit GOD-POD) para determinar la glucosa transferida. La
fructosa de hidrolisis (Fh) es equivalente a la glucosa total (Gl + Gt). Finalmente se determiné la
actividad de transferencia como la pendiente entre la diferencia mencionada y el tiempo de la
velocidad inicial de reaccion enzimatica (0 — 50 minutos).

Donde: DNS = Fh + Gl

KIT =Gl

Fh = fructosa proveniente de la reaccion de hidrolisis
Gt = glucosa transferida

Gl = glucosa libre

En la siguiente tabla se muestra los resultados obtenidos para la determinacion de la actividad
enzimatica.

Determinacion de la actividad enziméatica

Tiempo DNS - KIT|DNS - 2KIT

(min)p DNS® (mg/ml) | KIT® (mgiml) | 2 (mofmi)
0 0 0 0 0,00
10 11,77 0,78 10,99 10,21
15 21,02 2,25 18,78 16,53
20 25,23 3,22 22 18,78
30 34,76 3,61 31,14 27,53
40 43,45 5,18 38,270 33,00
50 54,94 9,47 45,46 35,99
60 61,39 9,96 51,42 41,46
70 74,28 11,43 62,85 51,42

a: obtener las concentraciones seguln curva de calibracion y dilucion — anexo 4
b: obtener las concentraciones segln curva de calibracion y dilucién — anexo 5
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Obtener los graficos de DNS — 2KIT (Glucosa transferida) y DNS — KIT (fructosa libre) en mg/ml
contra tiempo. Linealizar y hallarla la pendiente.

En la figura 15 se evidencia el grafico que representa la determinacion de actividad de transferencia
—fructosa libre (DNS — KIT), en la figura 16 se evidencia el gréfico que representa la determinacion
de actividad hidrolitica — glucosa transferida (DNS — 2KIT)

Determinacién de actividad de transferencia — Fructosa libre (DNS - KIT)

y = 0,8055x + 5,4127
R? = 0,992

60 2

-
_

vl
o

"\

Glucosa (umol/mL)
N w S
o o o

o

0 20 40 60 80

Tiempo (min)

Determinacion de actividad hidrolitica — Glucosa transferida ( DNS — 2KIT)

y =0,6262x + 6,2861
R*=0,981
60,00

50,00 /
40,00

=
E
~
g /
@ 20,00 /
9
3
G 10,00 ¢
0,00 T T T |
0 20 40 60 80

Tiempo (min)

Pendiente de DNS-KIT: O, 8055 (umol/mL)
Pendiente de DNS-2KIT: 0,6262 (umol/mL)
Actividad de la enzima

Actividad de transferencia: 6,77 U/mL
Actividad hidrolitica: 8,10 U/mL
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ANEXO 7

PROTOCOLO TAMPON FOSFATO PH 5,5 — 16% SACAROSA

(Elaborado por Ing. Jhon Glaehther Florez — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)

Equipos
- pH metro
- balanza analitica
- Plancha de agitacion
- Balon aforado
Materiales

- Sacarosa
- Agua destilada

Reactivos

- Acido ortofosférico (HsPO4)
- Hidroxido de sodio (NaOH)

Procedimiento:

Se coloca en agitacion 80ml de agua destilada y se le adicionan 0,287 ml de acido ortofosférico y
se ajusta pH A 5,5 con hidréxido de sodio. Una vez se tiene el pH indicado se adicionan 16g de

sacarosa y se afora a 100ml.
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ANEXO 8

PROTOCOLO PREPARACION DE REACTIVO DNS
Equipos

- Plancha de calentamiento
- Balanza analitica

Materiales

- Agitadores magnéticos

- Frasco &mbar por 100ml
- Espatula

- Vidrio de reloj

- Probeta de 100 mL

- Balén aforado de 250 mL

Reactivos
- Reactivo DNS (4cido 3 — 5 dinitrosalicilico)
- Tartrato de Na— K
- Hidroxido de sodio
Preparacion:
Utilizando la plancha de calentamiento con agitacion disolver 4g de hidréxido de sodio en 180 mL
de agua. Pesar 75¢g de Tartrato de Na — K, y disolverlos en la solucion de NaOH caliente. Pesar

2.5g de DNS vy disolverlo en la solucion anterior. Permitir la disolucion completa en caliente.
Enfriar, aforar en frasco &mbar a 250 mL. Almacenar por 24 horas antes de su uso.

74



ANEXO 9

PROTOCOLO METODO COLORIMETRICO PARA LA
DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES ACIDO

DINITROSALICILICO (DNS)

(Elaborado por Ing. Andrea Soler Galindo — Adaptado para el presente trabajo por las autoras)

Principio

Los azucares reductores pueden ser medidos por medio del reactivo &cido 3,5 dinitrosalicilico,
este se reduce en medio basico; la glucosa es oxidada a acido gluconico, mediante la siguiente

reaccion:
H
?HO COQ!
HCOH
H?OH COO OH
HOCH HOCH
| * OH A
HCOH NO: w===jp HCOH +
H(|ZOH HCOH
|
CH,OH NO, CH,OH
Acipo Acipo
GLUCOSA 3,5 DINITROSALICILICO. D-GLUCONICO
Equipos
- Espectrofotometro

- Plancha de calentamiento
- Pipetas automaticas
- Vortex

Materiales
- 7 tubos de ensayo
- Gradilla

- Pipetade 5 mL
- Cubos de hielo

Reactivos

- SOLUCION DNS (Ver anexo 8)
- SOLUCION STOCK DE GLUCOSA (Patrén)

COO OH

NH;

NH.

AciDO
3-AMINO 5-SALICILATO.

Pesar 100 mg de glucosa grado analitico y disolver en 25 mL de agua destilada. (4mg/mL).

Almacenar a -20°C.

Procedimiento
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- Realizar las siguientes diluciones indicadas en la siguiente tabla:

Diluciones para el método colorimétrico DNS

Muestra | Patron Agua (UL) Volumen final (uL) Concentracion (mg/mL)
Blanco 0 500 500 0
1 50 450 500 0.4
2 100 400 500 0.8
3 150 350 500 1.2
4 200 300 500 1.6
5 300 200 500 2.4
6 350 150 500 2.8

- Alos pL de cada dilucion incluyendo el blanco agregar 500 pL del reactivo DNS

- Agitar las muestras

- Colocar los tubos en ebullicién por 5 minutos utilizando un vaso de precipitado
- Enfriar inmediatamente con hielo
- Adicionar a cada tubo 5 mL de agua destilada
- Agitar y dejar en reposo por 10 minutos

- Leer absorbancia a 540 nm
- Realizar la curva de calibracion absorbancia vs concentracion (mg/mL)

CURVA DE CALIBRACION (como lo indica la tabla, en la siguiente figura se observa la curva
de calibracion para la determinacién de azUcares reductores.

Curva de calibracion para el método colorimétrico DNS

Muestra | Concentracion (mg/mL) Absorbancia (540 nm)
Blanco 0 -
1 0.4 0.181
2 0.8 0.354
3 1.2 0.545
4 1.6 0.725
5 2.4 1.059
6 2.8 1.224

Curva de calibracion para determinacion de azucares reductores

1,4
1,2 /L
1
w» 0.8
2
0.6 / y =0,4356x+ 0,0134
F-
0,4 / R? = 0,9994
0,2 &
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentracion de Azidcares Reductores (mg/mL)
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ANEXO 10

ANALISIS ESTAIZ,)I'STICO PARA LA SU'STITUCION PARCIAL DE LA
FUENTE DE NITROGENO POR DIHIDROGENO FOSFATO DE AMONIO
Y HARINA DE SOYA

ANALISIS GENERAL PARA BIOMASA

Regresion factorial general: Biomasa vs. sustrato, %esust

Método

Hipdtesis nula Todas las medias son iguales de la biomasa para todas las
sustituciones no presentan diferencias significativas debido a la
variacion del factor evaluado.

Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente de alguna de las sustituciones
evaluadas presenta biomasa significativamente diferente a las
demas debido a la variacion del factor estudiado.

Informacidén del factor

Factor Niveles Valores
Sustrato 2 1, 2
%sust 5 1, 2, 3, 4, 5

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 18.039 2.0043 18.98 0.000
Lineal 5 14.457 2.8913 27.39 0.000
sustrato 1 3.453 3.4528 32.70 0.000
$sust 4 11.004 2.7510 26.06 0.000
Interacciones de 2 términos 4 3.582 0.8954 8.48 0.003
sustrato*%$sust 4 3.582 0.8954 8.48 0.003
Error 10 1.056 0.1056
Total 19 19.094
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.324923 94.47% 89.49% 77.88%
Ecuacién de regresién
Biomasa = 4.9165 + 0.4155 sustrato 1 - 0.4155 sustrato 2 + 0.423 %sust 1
+ 0.741 %sust 2
+ 0.329 $sust 3 - 0.114 ssust 4 - 1.379 $sust 5

- 0.416 sustrato*%sust 1 1

77



- 0.143

sustrato*%sust 1

- 0.053 sustrato*%sust 1 4

+ 0.812

sustrato*%sust 1

+ 0.143 sustrato*$sust 2 2

+ 0.201

sustrato*%$sust 2

- 0.812 sustrato*%sust 2 5
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a. Andlisis de varianza ANOVA para los resultados obtenidos de sustitucién parcial de
fuente de nitrégeno por dihidrégeno fosfato de amonio para biomasa

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método

Hipdtesis nula

Todas las medias son iguales de no hay variacion significativa en la
biomasa debido al nivel de sustitucion de la fuente de nitrégeno por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Hipotesis alterna

Por lo menos una media es diferente de existe variacion significativa en
la biomasa debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitrégeno por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia

a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.
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Informacion del factor
Factor Niveles Valores
%sust 5 1,2,3,4,5
Anadlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Opsust 4 1.4469 0.3617 3.05 0.127
Error 5 0.5935 0.1187
Total 9 2.0404
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.344529 70.91% 47.64% 0.00%
Medias
$sust N Media Desv.Est. IC de 95%
1 2 5.340 0.198 (4.714, 5.966)
2 2 5.930 0.325 (5.304, 6.556)
3 2 5.460 0.537 (4.834, 6.086)
4 2 5.165 0.389 (4.539, 5.791)
5 2 4.7650 0.0919 (4.1388, 5.3912)
Desv.Est. agrupada = 0.344529

Comparacién etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los
resultados obtenidos de sustitucion parcial de fuente de nitrogeno por dihidrégeno fosfato de
amonio para biomasa

Agrupar informacidén utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

oe

sust
(control)

g s w N

N Media
2 5.340
2 5.930
2 5.460
2 5.165
2 4.7650

Agrupaciédn

g

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de
la media del nivel de control.
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ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para Biomasa
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Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.
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b. Analisis de varianza ANOVA para los resultados obtenidos de sustituciéon parcial de
fuente de nitrégeno por harina de soya para biomasa

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método
Hipétesis nula Todas las medias son iguales de no hay variacion significativa en la
biomasa debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitrogeno por harina de
s0ya.
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Hipdtesis alterna

Por lo menos una media es diferente de existe variacion significativa
en la biomasa debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitrégeno por
harina de soya.

Nivel de significancia

a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
06sust 5 1,2,3,4,5

Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%0sust 4 13.1355 3.28471 35.53 0.001
Error 5 0.4623 0.09245
Total 9 13.6011

Resumen del modelo

S R-cuad.
0.304056 96.60%

Medias

$sust N Media
1 2 5.340
2 2 5.385
3 2 5.030
4 2 4.440
5 2 2.310

R-cuad. R-cuad.

(ajustado) (pred)

93.88% 86.41%

Desv.Est. IC de 95%
0.198 (4.787, 5.893)
0.417 (4.832, 5.938)
0.283 (4.477, 5.583)
0.368 (3.887, 4.993)
0.184 (1.757, 2.863)
0.304056

Desv.Est. agrupada =

Comparacién etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para l0S
resultados obtenidos de sustitucion parcial de fuente de nitrégeno por harina de soya para

biomasa

Agrupar informacién utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

o\°

sust
(control)

g w N
NN NN Z

Media

N B OO

. 340
.385
.030
. 440
.310

Agrupacidn

g

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de
la media del nivel de control.
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ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para Biomasa
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Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.
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Regresion factorial general: Actividad vs. sustrato, %sust

Método

Hipotesis nula

Todas las medias son iguales de la variacion en la fuente de nitrégeno no
afecta significativamente la actividad enzimatica.

Hipotesis alterna

Por lo menos una media es diferente de la variacion en la fuente de
nitrogeno afecta significativamente la actividad enzimatica.
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Informacién del factor

Factor Niveles Valores
sustrato 2 1, 2
$sust 5 1, 2, 3, 4, 5
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 47.734 5.304 2.97 0.052
Lineal 5 29.901 5.980 3.35 0.049
sustrato 1 2.528 2.528 1.42 0.261
%sust 4 27.373 6.843 3.84 0.038
Interacciones de 2 términos 4 17.834 4.458 2.50 0.109
sustrato*%$sust 4 17.834 4.458 2.50 0.109
Error 10 17.830 1.783
Total 19 65.564
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1.33527 72.81% 48.33% 0.00%
Ecuacién de regresién
Actividad = 6.093 - 0.355 sustrato 1 + 0.355 sustrato 2 + 0.682 S%sust 1
+ 0.563 %sust 2
+ 0.395 $sust 3 + 0.690 ssust 4 - 2.330 Fsust 5
+ 0.355 sustrato*$sust 1 1
+ 1.135 sustrato*%sust 1 2 - 0.217 sustrato*%sust 1 3
- 1.682 sustrato*%sust 1 4
+ 0.408 sustrato*%$sust 1 5 - 0.355 sustrato*%sust 2 1
- 1.135 sustrato*%sust 2 2
+ 0.217 sustrato*%$sust 2 3 + 1.682 sustrato*%sust 2 4
- 0.408 sustrato*%sust 2 5
Gréficas de residuos para Actividad
Gréfica de probabilidad normal VS. ajustes
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c. Andlisis de varianza ANOVA para los resultados obtenidos de sustitucion parcial de
fuente de nitrégeno por dihidrégeno fosfato de amonio para actividad enzimatica de

transferencia.

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método

Hipotesis nula

Todas las medias son iguales de no hay variacion significativa en la
actividad debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitr6geno por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Hipdtesis alterna

Por lo menos una media es diferente de existe variacion significativa
en la actividad debido a el nivel de sustitucidn de la fuente de nitrégeno por

dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
06sust 5 1,2,3,4,5
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%%sust 4 17.341 4.3352 19.15 0.003
Error 5 1.132 0.2264
Total 9 18.473
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.475784 93.87% 88.97%  75.49%
Medias
$sust N Media Desv.Est. IC de 95%
1 2 6.775 0.262 ( 5.910, 7.640)
2 2 7.435 0.389 ( 6.570, 8.300)
3 2 5.9150 0.0354 (5.0502, 6.7798)
4 2 4.745 0.163 ( 3.880, 5.610)
5 2 3.815 0.940 ( 2.950, 4.680)

Desv.Est. agrupada = 0.475784
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Comparacién etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los
resultados obtenidos de sustitucion parcial de fuente de nitrogeno por dihidrogeno fosfato de

amonio para actividad enzimética de transferencia.
Agrupar informacién utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

$sust N Media Agrupacidn
1 (control) 2 6.775 A

2 2 7.435 A

3 2 5.9150 A

4 2 4,745

5 2 3.815

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de
la media del nivel de control.

ICs simultdneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para Actividad

e Y Ry S R

-5 -4 -3 -2 =l 1 2 5]
Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.
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d. Andlisis de varianza ANOVA para los resultados obtenidos de sustitucion parcial de

fuente de harina de soya para actividad enzimatica de transferencia.
Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método

Hipdtesis nula Todas las medias son iguales de no hay variacion significativa en la
actividad debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitrégeno por harina
de soya.

Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente de existe variacion significativa
en la actividad debido a el nivel de sustitucion de la fuente de nitrégeno por
harina de soya.

Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
%osust 5 1,2,3,4,5

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%sust 4 27.87 6.966 2.09 0.220
Error 5 16.70 3.340

Total 9 44.56

Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

1.82744 62.53% 32.55% 0.00%
Medias

$sust N Media Desv.Est. IC de 95%

1 2 6.775 0.262 (3.453, 10.097)
2 2 5.88 3.12 (2.55, 9.20)
3 2 7.060 0.976 (3.738, 10.382)
4 2 8.820 0.665 (5.498, 12.142)
5 2 3.71 2.35 (0.39, 7.03)

Desv.Est. agrupada = 1.82744
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Comparacién etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los
resultados obtenidos de sustitucién parcial de fuente de harina de soya para actividad

enzimatica de transferencia.

Agrupar informacidén utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Media
6.775
8.820
7.060
5.88
3.71

o\

sust
(control)

NN NN

1
4
3
2
5

b

Agrupacidn

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes

la media del nivel de control.
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ANEXO 11

ANALISIS ESTADI'STICO PARA LA VARIACION EN LA
CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO PARA LAS

FORMULACIONES DE 25% Y 50% DE SUSTITUCION DE FUENTE DE

NITROGENO POR DIHIDROGENO FOSFATO DE AMONIO

ANALISIS GENERAL PARA BIOMASA

Regresion factorial general: Biomasa vs. sustrato, %esust

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales de la variacion en la fuente de carbono no
afecta significativamente el crecimiento del microorganismo.
Hipdtesis alterna Por lo menos una media es diferente de la variacion en la fuente de
carbono afecta significativamente el crecimiento del microorganismo.

Informacién del factor
Factor Niveles Valores
sustrato 21,2

%sust 51,23,4,5

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 0.30912 0.03435 0.89 0.568
Lineal 5 0.22345 0.04469 1.15 0.395
sustrato 1 0.01058 0.01058 0.27 0.613
%sust 4 0.21287 0.05322 1.37 0.311
Interacciones de 2 términos 4 0.08567 0.02142 0.55 0.702
sustrato*%sust 4 0.08567 0.02142 055 0.702
Error 10 0.38800 0.03880
Total 19 0.69712

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.196977 44.34%  0.00% 0.00%

Ecuacidn de regresion

Biomasa = 5.3380 + 0.0230 sustrato_1 - 0.0230 sustrato_2 + 0.0020 %sust_1 - 0.0255 %sust_2
+0.1945 %sust_3 - 0.0930 %sust_4 - 0.0780 %sust_5 - 0.0230 sustrato*%sust_1 1
- 0.0055 sustrato*%sust_1 2 - 0.0955 sustrato*%sust_1 3 + 0.1070 sustrato*%sust_1 4
+ 0.0170 sustrato*%sust_1 5 + 0.0230 sustrato*%sust_2 1 + 0.0055 sustrato*%sust_2 2
+ 0.0955 sustrato*%sust_2 3 - 0.1070 sustrato*%sust_2 4 - 0.0170 sustrato*%sust_2 5
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a. Analisis de varianza ANOVA para los resultados obtenidos en la variacién de
concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 25% de dihidrogeno fosfato
de amonio para biomasa

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales de no hay cambios significativos en la
biomasa debido a la variacidén en la concentracion de fuente de carbono para la
formulacion del 25% de sustitucién de extracto de levadura por dihidrogeno
fosfato de amonio.

Hipdtesis alterna Por lo menos una media es diferente de existen cambios significativos
en la biomasa debido a la variacidon en la concentracion de fuente de carbono
para la formulacion del 25% de sustitucion de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia a=0.05
Filas no utilizadas 8

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
%6sust 5 1,2,3,4,5
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Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%sust 4 0.03024 0.007560 0.52 0.728
Error 5 0.07285 0.014570
Total 9 0.10309
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.120706 29.33%  0.00% 0.00%
Medias
%sust N Media Desv.Est. IC de 95%

2 5.340
2 5.3300
2 5.4600
2 5.3750
2 5.300

OB wWN PR

0.198 (5.121, 5.559)
0.0707 (5.1106, 5.5494)
0.0566 (5.2406, 5.6794)
0.0354 (5.1556, 5.5944)
0.156 (5.081, 5.519)

Desv.Est. agrupada = 0.120706

Comparacion etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los resultados obtenidos en
la variacion de concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 25% de
dihidrogeno fosfato de amonio para biomasa

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Y%sust N Media Agrupacion
1 (control) 2 5.340 A

3 2 54600 A
4 2 5.3750 A
2 2 5.3300 A
5 2 5300 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

-0.50

ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para Biomasa

»___

L
=

025

=]

0 025 050

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de

la media de control.
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b. Analisis estadistico ANOVA para los resultados obtenidos en la variacion de
concentracién de la fuente de carbono para la formulacion del 50% de sustitucion de
extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para biomasa.

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %sust

Método

Hipotesis nula

Todas las medias son iguales de no hay cambios significativos en la
biomasa debido a la variacion en la concentracion de fuente de carbono para la
formulacion del 50% de sustitucién de extracto de levadura por dihidrogeno
fosfato de amonio.

Hipdtesis alterna

Por lo menos una media es diferente de existen cambios significativos
en la biomasa debido a la variacién en la concentracion de fuente de carbono
para la formulacion del 50% de sustitucién de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia

o =0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor

Niveles

Valores

%6sust

5

1,2,3,4,5
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Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%osust 4 0.2683 0.06708 1.06 0.461
Error 5 0.3151 0.06303
Total 9 0.5835
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.251058 45.99% 2.77% 0.00%
Medias
%sust N Media Desv.Est. IC de 95%

1 2 5340 0.198 (4.884, 5.796)
2 2 5295 0.233 (4.839, 5.751)
3 2 5605 0.262 (5.149, 6.061)
4 2 5115 0.389 (4.659, 5.571)
5 252200 0.0424 (4.7637,5.6763)

Desv.Est. agrupada = 0.251058

Comparacion etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los resultados obtenidos en
la variacion de concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 50% de
sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para biomasa.

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Y%sust N Media Agrupacion
1 (control) 2 5.340 A

2 5605 A

2 5295 A

2 52200 A

2 5115 A

OO W

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

ICs simultaneos de 95% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para Biomasa

I
5-1 f

-10 05

0.0 0.5 1.0

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de

la media de control.
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ANALISIS GENERAL PARA ACTIVIDAD

Regresion factorial general: Actividad vs. sustrato, %osust

Meétodo
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales de la variacion de la fuente de carbono no
afecta significativamente la actividad enzimatica.
Hipotesis alterna Por lo menos una media es diferente de la variacion de la fuente de
carbono afecta significativamente la actividad enzimética.

Informacién del factor
Factor Niveles Valores
sustrato 21,2

%sust 51,2,3,4,5

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 122.284 135871 83.13 0.000
Lineal 5 114.013 22.8026 139.51 0.000
sustrato 1 4186 4.1861 25.61 0.000
%sust 4 109.827 27.4568 167.99 0.000
Interacciones de 2 términos 4  8.271 2.0677 12.65 0.001
sustrato*%sust 4 8271 2.0677 12.65 0.001
Error 10 1.634 0.1634

Total 19 123.918

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
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0.404283 98.68%  97.49% 94.72%

Ecuacion de regresion

Actividad = 4.2515 + 0.4575 sustrato_1 - 0.4575 sustrato_2 + 2.523 %sust_1 + 1.866 %sust_2
+ 1.206 %sust_3 - 2.299 %sust_4 - 3.297 %sust_5 - 0.458 sustrato*%sust_1 1
+ 1.210 sustrato*%sust_1 2 + 0.080 sustrato*%sust_1 3 - 0.560 sustrato*%sust_1 4
- 0.272 sustrato*%sust_1 5 + 0.458 sustrato*%sust_2 1 - 1.210 sustrato*%sust_2 2
- 0.080 sustrato*%sust_2 3 + 0.560 sustrato*%sust_2 4 + 0.272 sustrato*%sust_2 5

Graficas de residuos para Actividad

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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c. Andlisis estadistico ANOVA por medio de Dunnett para los resultados obtenidos en la
variacion de concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 25% de
sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para actividad
enzimatica de transferencia

Sustitucién vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust

Método

Hipétesis nula Todas las medias son iguales de no hay cambios significativos en la
actividad enzimatica debido a la variacién en la concentracion de fuente de
carbono para la formulacion del 25% de sustitucion de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Hipdtesis alterna Por lo menos una media es diferente de existen cambios significativos
en la actividad enzimatica debido a la variacion en la concentracion de fuente
de carbono para la formulacion del 25% de sustitucion de extracto de levadura
por dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia a=0.05
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Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
%osust 5 1,2,3,4,5

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
%osust 4 72.591 18.1478 89.05 0.000
Error 5 1.019 0.2038

Total 9 73.610

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.451431 98.62%  97.51% 94.46%

Medias

%sust N Media Desv.Est. IC de 95%
2 6.775 0.262 (5.954, 7.596)
2 7.785 0.827 (6.964, 8.606)
2 5995 0.431 (5.174,6.816)
2 1.850 0.170 (1.029, 2.671)
2 1.140 0.226 (0.319, 1.961)

O wWwN -

Desv.Est. agrupada = 0.451431

Comparacion etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los resultados obtenidos en
la variacion de concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 25% de
sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para actividad
enzimatica de transferencia

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Y%sust N Media Agrupacion
1 (control) 2 6.775 A

2 2 7785 A
3 2 599 A
4 2 1.850
5 2 1.140

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.
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Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.
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d. Analisis estadistico ANOVA por medio de Dunnett con control para los resultados
obtenidos en la variacion de concentracién de la fuente de carbono para la formulacion
del 50% de sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para
actividad enzimatica de transferencia

Sustitucion vs biomasa

ANOVA unidireccional: Biomasa vs. %osust
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Método

Hipdtesis nula

Todas las medias son iguales no hay cambios significativos en la
actividad enzimética debido a la variacién en la concentracion de fuente de
carbono para la formulacion del 50% de sustitucion de extracto de levadura por
dihidrogeno fosfato de amonio.

Hipotesis alterna

Por lo menos una media es diferente Por lo menos una media es

diferente de existen cambios significativos en la actividad enzimatica debido
a la variacion en la concentracion de fuente de carbono para la formulacion del
50% de sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio.

Nivel de significancia

o=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el anélisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Oosust 5 1,2,3,4,5
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Oosust 4 45.5065 11.3766 92.42 0.000
Error 5 0.6155 0.1231
Total 9 46.1220
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.350856 98.67%  97.60% 94.66%
Medias
%sust N Media Desv.Est. IC de 95%
1 2 6.775 0.262 (6.137, 7.413)
2 2 4450 0.325 (3.812, 5.088)
3 2 4920 0.212 (4.282, 5.558)
4 2 2055 0.629 (1.417, 2.693)
5 2 0.7700 0.0141 (0.1323, 1.4077)

Desv.Est. agrupada = 0.350856
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Comparacion etadistica ANOVA por medio de DUNNETT con un control para los resultados obtenidos en
la variacion de concentracion de la fuente de carbono para la formulacion del 50% de
sustitucion de extracto de levadura por dihidrogeno fosfato de amonio para actividad
enzimatica de transferencia

Agrupar informacion utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Y%sust N Media Agrupacion
1 (control) 2 6.775 A

3 2 4920
2 2 4.450
4 2 2.055
5 2 0.7700

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.
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St un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control
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ANEXO 12

PROTOCOLO DE LA ACTIVIDAD CON EL METODO DE DIGESTION Y
GRAVIMETRIA DEXTRANSACARASA/SACAROSA

Pesos de la actividad con el método de digestion y gravimetria dextransacarasa/sacarosa

Relacién Tiempo Peso Relacién Tiempo Peso Relacién Tier_npo Peso
(min) | (mg) (min) | (mg) (min) | (mg)

25/5 0 44,35 25/6 0 55,5 50/5 0 46,5
25/5 10 53,05 25/6 10 57,95 50/5 10 56,4
25/5 15 57,45 25/6 15 62,8 50/5 15 46,3
25/5 20 59,25 25/6 20 62,65 50/5 20 57,95
25/5 30 69,1 25/6 30 75,55 50/5 30 63,35
25/5 40 86,8 25/6 40 25/6 50/5 40 75,9
25/5 50 104,6 25/6 50 25/6 50/5 50 79,4
25/5 60 95,2 25/6 60 25/6 50/5 60 80,85
25/5 70 108,65 25/6 70 25/6 50/5 70 84,05
25/5 80 127,85 25/6 80 25/6 50/5 80 94,2

Determinacion de la actividad

Actividad para la muestra con 25% de fuente de nitrégeno (dihidrégeno fosfato de amonio) y 5% de

fuente de carbono (sacarosa)

Peso (mg)

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

y=1,0311x + 42,013

R?=0,9871

2

20

40

60

Tiempo (min)

80

100

Pendiente de la curva: 1,0311 (mg/mL/min)

Actividad de la enzima

Actividad: 11,46 U/mL
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Actividad para la muestra con 25% de fuente de nitrégeno (dihidrégeno fosfato de amonio) y 6% de
fuente de carbono (sacarosa)

y =1,0744x + 46,569
R*=0,9717

160,00

140,00
120,00

=

100,00

80,00

60,00 £

Peso (mg)

40,00

20,00

0,00 T

40 60 80 100

Tiempo (min)

Pendiente de la curva: 1,0744 (mg/mL/min)

Actividad de la enzima

Actividad: 11,94 U/mL

Actividad para la muestra con 50% de fuente de nitrogeno (dihidrégeno fosfato de amonio) y 5% de
fuente de carbono (sacarosa)

y =0,5817x + 46,926
R?=0,9821

100,00
90,00

_»

80,00
70,00

60,00
50,00 g

Peso (mg)

40,00
30,00

20,00
10,00

0,00 T

40 60 80 100

Tiempo (min)

Pendiente de la curva: 0,5817 (mg/mL/min)
Actividad de la enzima

Actividad: 6,46 U/mL
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