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1. INTRODUCCION

El Aspergillus es un género que comprende mas de 200 especies de hongos, de
tipo filamentoso y que estd compuesto de cadenas de células llamadas hifas. Fue
catalogado por primera vez por el cientifico italiano P Micheli en 1929 [Al
Mussallam, 1980];reside habitualmente en sitios de compostaje y en el heno. En
este estudio se trabajo con la especie Aspergillus niger, la cual es cultivada en
general para ser utilizado en la produccién de acido glucénico, acido citrico y de

enzimas como la glucoamilasa y galactosidasa [Pandeyet al., 2000]

La enzima glucoamilasa o [a-(1,4)-D- glucan glucohidrolasa] fue descubierta en
1951 y es conocida a nivel industrial como amiloglucosidasa [Phillips, 1951] Entre
otras reacciones, esta enzima cataliza la hidrdlisis de los enlaces a-(1,4) de los
azucares [Pandey, 1995]propiedad que es utilizada generalmente en procesos de

la industria alimenticia y textil [Selvakumaset al, 1996]

A nivel estructural la glucoamilasa esta constituida por tres dominios estructurales
principales [Kramer, 1993] un dominio catalitico donde se llevan a cabo las
reacciones de glucdlisis (utilizando los residuos aminocidicos del &cido glutdmico
147 y 400), un dominio de union al almidon y un puente aminolitico que une
ambos dominios [Jhon R, 2002]La glucoamilasa presenta su maximo de actividad
a una temperatura de 50C y un pH de 4.3 - 4.5, do nde casualmente son mas
estables los productos de glucdlisis del almidon como la glucosa y otros malto-
oligosacéridos [Gregg L.F, 2001]

En este trabajo se obtuvo la enzima cultivando el Aspergillus niger bajo dos
modalidades de cultivo, fermentacion en estado sdlido y sumergida, cultivando el
hongo bajo condiciones Optimas de temperatura y pH, y usando un medio de
cultivo con fuentes de carbono, nitrogeno, agua y sales. Ademas, se adicionaron

los iones zZn*?, Fe*? Cu*? y Mg*? en diferentes concentraciones y relaciones de
1



adicion al medio de cultivo, para evaluar su efecto en la biosintesis de la enzima
[Yusuka y Morita, 1996]

Se utilizaron los iones, Fe**,zn** Mg®" y Cu?, ya que en estudios previos
realizados con el microorganismo Rhizopus sp A-11 (Fujio y Morita, 1996) se
utilizaron 14 iones metalicos diferentes, los cuales mostraron un efecto
significativo sobre la produccion de la glucoamilasa. En este caso, se espera un

efecto similar sobre la especie de trabajo, A niger.



2. MARCO TEORICO

2.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Pandey, es quizas uno de los cientificos mas aventajados en lo que se refiere a
pruebas de medios de cultivo con microorganismos (1994). En 1995 probd la
fermentacion en medio soélido usando como sustrato residuos de copra,
alcanzando un 70% de la produccién de glucoamilasa, en comparacion con el
salvado de trigo que es el mejor sustrato. Posteriormente en 1998 en colaboracién
con los cientificos L. Ashakumary y P. Selvakumar realizaron una investigacion
sobre la biosintesis de glucoamilasa utilizando fermentacion en estado solido con
residuos de té como sustrato, logrando solo un 50% de la biosintesis de la
amiloglucosidasa en comparacion con el sustrato salvado de trigo, pero la enzima

producida resistia mejor la temperatura sin desnatulalizarse.

En 1996 paralelo al trabajo de Pandey, A. los cientificos Yusuka Fujio y Horoshi
Morita, trabajaron con el Rhizopus sp A-11, perteneciente al grupo de hongos que
biosintetizan la glucoamilasa, verificando el resultado de la adicién de Ca™y zn*?,
al medio de cultivo, en concentraciones de 0 a 500 ppm, concluyendo que la
presencia de Zn*? y Ca*? en concentraciones de 0.7 y 125 ppm respectivamente,
tenian un efecto positivo sobre el crecimiento del Rhizopus y la produccion de la

glucoamilasa.

En 1999 Pendersen, Beyer y Nielsen evaluaron la influencia de las fuentes de
carbono y nitrégeno en la produccion por lotes de glucoamilasa, concluyendo que
con el salvado de trigo como fuente de carbono, y el sulfato de amonio como
fuente de nitrdgeno, se pueden obtener buenos resultados en la produccion de

amiloglucosidasa.

Asimismo en el 2005, Anto, Trivedi y Patel trabajaron con el Aspergillus niger en

medio solido para producir la glucoamilasa, teniendo como variables la relacion de
3



adicion en peso de los sustratos: hojuelas de arroz, salvado de trigo y residuos de
copra, obteniendo el maximo aumento en la produccion de la amiloglucosidasa
cuando se utilizaba el salvado de trigo. Otro aspecto importante en la produccion
de la glucoamilasa por A. niger es el pH del medio de fermentacién, tema que fue
analizado en profundidad por Gregg en el 2001, quien concluyo que el pH del

medio debe estar entre 5y 6.

Los cientificos citados constituyen una parte de la comunidad que han trabajado
con el género Aspergillus, con el objetivo de producir glucoamilasa, cada uno

variando diferentes aspectos en los medios de fermentacion.

2.2 HONGOS

Los seres vivos son clasificados para su estudio en grupos grandes y basicos
llamados reinos. Los hongos se clasificaron durante muchos afos en el Reino de
las Plantas. Sin embargo, los biélogos observaron que los hongos mostraban una
relacion cercana a los animales, pero también que son organismos diferentes, lo
cual permiti6 clasificarlos en su propio Reino.

Los hongos se alimentan incorporando nutrientes a partir de material organico
disponible. Los hongos no poseen estdmagos, por lo que tienen que digerir su
comida antes de que pueda pasar a través de la pared de la célula a la hifa. La
hifa secreta acidos y enzimas que biodegradan el material organico en

compuestos de menor complejidad y faciles de digerir [Whittaker, 1978

La mayor parte de los hongos se reproducen por esporas, las cuales son
diminutas particulas de protoplasma rodeada de pared celular. [Kozakiewicz, 1989].



2.2.1 ASPERGILLUS NIGER

Las Aspergillus se dividen en las especies sefialadas en el esquema 1. [Coutinho,
19971

Esquema 1 Arbol filogenético dedspergillus (18), mostrando las 7 subfamilias de hongos

productores de la glucoamildsa

A. kawachi A, avwamort var, X100 “

Clostridium
Clostridiam sp. GO00S

A. shirousami

A. niger / A. awamori Saccharﬂmytes
Methanococcus

A. niger var. T21 M. jannaschii 5. diastaricus

® e

A. terreus

&, cerevisiae

Aspergillus
Saccharomycopsis
5. fibuligera KZ

S. fibuligera

A. oryzae

Arxula
A, adeninivorans

H. resinae P R. orvzae .m.
“ Rhizopus

N. crassa
H. vriten var. thermaiden

Su clasificacion cientifica se muestra en la tabla 1:
Tabla 1. Clasificacion cientifica deAspergillus niger. [http://www.aspergillus.org.uk/]

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Subfilo:  Pezizomycotina

Clase: Eurotiomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus

Especie: Aspergillus Niger

! Handbook of food enzymology, cap 58, p 731, 2002.



A. niger crece rapidamente sobre una gran variedad de sustratos naturales. Al
inicio, se producen las colonias, que forman una base compacta de color blanca o
amarilla, que con el tiempo de crecimiento, se convierten en una capa densa de

color marrén oscuro [Frioni, 1999]

Esquema 2.Colonia deAspegillus niger 2.

El Aspergillus niger se a cultivado para obtener diversos productos biotecnologicos
tales como: acido citrico, glucénico y enzimas como: glucoamilasa, galactosidasa
y lipasas [Frioni, 1999]

2.3 ENZIMAS COMO CATALIZADORES BIOLOGICOS

Desde hace cientos de afios se han venido empleando enzimas en procesos de
biotransformacion tales como la fabricacion de quesos, fabricacion del pan, vino y
cerveza, tal vez sin conocimiento de causa, pero fue en 1860 cuando Luis Pasteur
descubrié que las enzimas estaban intimamente ligadas con la estructura vital de
las células de la levadura. Posteriormente, en 1876, Willian Kuhne propuso el
nombre de enzima, término que deriva de las palabras griegas en (en) y zyme

(levadura). Para 1897, Eduard Buchner prob6é que las enzimas podian ser

2 http://www.aspergillus.org.uk/indexhome.htm?languages/index.php~main,
abril 1998.



extraidas de las células de las levaduras y catalizar reacciones por si mismas [O
Brein, 1995]

A partir de este descubrimiento, se empezaron a utilizar diferentes sustratos para
biosintetizar diferentes enzimas con multiples aplicaciones que hicieron que su
empleo se extendiera a diversas ramas de la industria, tales como detergentes,
fabricacion del papel, textil, tratamiento de cueros, farmacia, destileria, aceites y

grasas, almidones y azucares.

Las enzimas son catalizadores bioldgicos, es decir, tienen la capacidad de
acelerar ciertas reacciones quimicas. Son proteinas complejas que producen un
cambio quimico especifico sobre otras sustancias sin que exista un cambio sobre
si mismas. Las enzimas se pueden encontrar en todos los 6rganos del cuerpo; por
ejemplo, estan presentes en la boca (saliva), estbmago (jugo gastrico) e intestinos
(jugo pancredtico, jugo intestinal y mucosa intestinal) y pueden convertir
almidones, proteinas y azucares en sustancias digeribles [O Brein, 1995] .

Las enzimas como proteinas, tienen estructuras tridimensionales complejas de
cadenas polipeptidicas, las cuales dependen de los estados de oxidacién de los
grupos amino y carboxilicos; por consiguiente, la estabilidad estructural depende
del pH. La temperatura es otro factor que influye sobre la estructura de la proteina,
debido a que altas temperaturas pueden desnaturalizar su estructura
principalmente por el rompimiento de enlaces de puente de hidrogeno que
mantienen su estructura terciaria y cuaternaria. Un gran namero de enzimas
contienen constituyentes no peptidicos, como por ejemplo, cadenas con alto
contenido de carbohidratos. Este tipo de enzimas no pueden funcionar por si
solas, y necesitan un constituyente no peptidico llamado cofactor, el cual puede
ser un ién o una molécula [Sauer, 2000]

La enzimologia o ciencia encargada del estudio de las enzimas siempre es un
tema de actualidad en la biotecnologia. En los ultimos afios, esta ciencia ha

experimentado grandes avances al igual que sus aplicaciones en la industria
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alimentaria, farmacéutica, de detergentes, panaderia y papelera, entre otras. Los
procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas numerosos, ya
gue presentan ventajas frente a los catalizadores no biolégicos, [Norouzian, 2005]
Las enzimas son clasificadas segun su funcién de la siguiente forma:

Tabla 2. Clasificacion de las enzimas segun su fundidW?PAC comision de enzimas].

Oxidorreductasas Reacciones de 6xido-reduccion.

Tranferasas Transferencia de grupos funcionales de una sustancia
a otra.

Hidrolasas Hidrolisis de sustancias.

Liasas Ruptura de moléculas por procesos distintos a los

utilizados por la hidrolasa.
Isomerasas Interconversion de isémeros.

Ligasas Unién de compuestos.

Los procesos biocataliticos normalmente involucran el cultivo y uso de
microorganismos Yy el uso de enzimas aisladas solubles o inmovilizadas en medios

acuosos o0 inorganicos que contienen compuestos organicos como sustrato.

La funcion principal de las enzimas de tipo hidrolasas es, entre otras, reducir el
tamafio de grandes polimeros en cadenas mas cortas. Estas enzimas actlan
principalmente sobre enlaces de tipo éster, glucosidico, peptidico y enlaces de tipo
C-N. Dentro de estas se destacan: proteasas, amilasas (a y [ amilasa,
glucoamilasas, isoamilasas o pululanasa), a-D-galactosidasa, (3-D-galactosidasa o
galactasa, invertasa, enzimas pectinoliticas, celulasas, hemicelulosas vy

dextranasas.



2.3.1 LA GLUCOAMILASA (GA)

La Glucoamilasa es una enzima que posee 3 dominios estructurales, es una de
las enzimas de tipo hidrolasa con mayor aplicacién a nivel de laboratorio e
industrial, y comercialmente es conocida como amiloglucosidasa. Estas enzimas
tienen su maximo de aplicaciéon en el campo de la alimentacion, donde son

utilizadas en la produccion de jarabes de glucosa.

La glucoamilasa promueve la hidrolisis de los enlaces a-(1,4), a-(1,6), a-(1,3) y a-
(1,2) glucosidicos. En presencia de altas concentraciones de almidéon la GA
cataliza las siguientes reacciones:

a-Glc-[(1,4), (1,6)]-Glc, + H,LO — Glc + Glc,

Glc + Glc* a-Glc-[(1,4), (1,6), (1,1),(1,3), (1,2)]-Glc, + H,O

Estos procesos de hidrdlisis son llevados a cabo en un rango de temperatura entre
50-60 T y a un pH de 4.3-4.5 donde la enzima prese nta su mayor actividad
catalitica [Jhon R, 2002]

2.3.1.1 Estructura
La estructura de la enzima glucoamilasa esta constituida por tres subestructuras
principales [Coutinho, 1997]

1. Dominio catalitico (CD)

2. Puente de union

3. Dominio de almidon ligado (SBD)



Esquema 3Postulado estructurdke la GA deAspergillus niger®.

i e T .
Dominio catalitico Puente Dominio de
unién a
~ 60A ~ 1004 almidén = 304

Dominio catalitico (CD)
Esquema 4.Dominio catalitico de la glucoamildsa

Degrada los oligosacéaridos uniéndose a sus terminaciones no reducidas,
produciendo glucosa [Norouzian, 2005].

Puente de union

Es el encargado de establecer un puente enlazante entre el dominio catalitico y el

dominio de unién al almidon.

% Handbook of food enzymology, cap 58, p 729, 2002.
* Handbook of food enzymology, cap 58, p 730 2002.
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Dominio de unién al almidon (SBD)

Es el encargado de unir la enzima al almidén puro y a la pared celular. Esta
constituido de 8 hebras [3, organizados en 2 hojas  formando una estructura de 3
cilindro enrollado [Cornett, 2003]

2.3.1.2 Mecanismo de accion

La hidrélisis se produce por un mecanismo de desplazamiento donde intervienen
los residuos Glul79 y Glu400 en sus estados acido y basico, respectivamente. El
residuo Glul79 dona un protdn al oxigeno que pertenece al enlace glucosidico.
Luego, el residuo Glu400 extrae un proton del agua del medio. El OH" liberado
ataca al carbono 1 del azucar liberando dos nuevos sacéaridos. Al mismo tiempo,
se presenta una inversion en la configuracion de los residuos del acido gluconico,
asi,el que presentaba caracteristicas basicas ahora tiene caracteristicas acidas y

viceversa [McCarter, 1994]

Esquema 5Mecanismo de accién para la glucoamitasa

Glud00 Gludoo
! I
G
I s
on (0 O on  H0 Yo
o “H( H o]
# e cc0h S yo
OH Il OH
/mg (o} o on o
OH 9 pr HO OH
Oy ,0H OH OH O\E ,0 OH OH

Glel?9

®Handbook of food enzymology, cap 58, p 732, 2002.
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2.4 SUSTRATO

El almiddn es el principal polisacarido de reserva de la mayoria de los vegetales, y
la principal fuente de calorias de la mayoria de la humanidad.

Lo que se llama almidon no es realmente un polisacérido, sino la mezcla de dos, la
amilosa y la amilopectina. Ambos estan formados por unidades de glucosa, en el
caso de la amilasa, es el producto de la condensacion de D-glucopiranosas por
medio de enlaces glucosidicos a-D-(1,4), que establece largas cadenas lineales
con 200-2500 unidades. En el caso de la amilopectina, ésta contiene
ramificaciones que le dan una forma molecular parecida a la de un arbol; las
ramas estan unidas al tronco central (semejante a la amilosa) por enlaces a-D-
(1,6), localizadas cada 15-25 unidades lineales de glucosa, constituyendo
alrededor del 75% de los almidones mas comunes [Buendia, 2001].

2.5 MODALIDADES DE CULTIVO DE A. NIGER.

Los cultivos de hongos adoptan un modelo de crecimiento diferente cuando son
cultivados en sustratos liquidos 6 sélidos.

Bajo fermentaciéon sumergida, ellos son expuestos a fuerzas hidrodindmicas,
mientras que el crecimiento en estado solido es restringido a la superficie de la

matriz [Papagianni, 1999]

Fermentacion en medio sélido

La definicibn mas general y reciente para la fermentacion en medio solido
propone que, "es un proceso microbiolégico que ocurre comunmente en la
superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de absorber y contener
agua, con o sin nutrientes solubles”. Esta definicion abarca a procesos donde el
soporte soélido es inerte y los sustratos que utiliza el microorganismo pueden ser

sustancias solubles en agua [Viniegra, 1997]
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Fermentacién sumergida

La fermentaciéon en medio liquido emplea grandes cantidades de agua que puede

operarse en forma estéril con gran facilidad. Como requisito indispensable los

nutrientes utilizados en este medio deben ser solubles, para que puedan ser

incorporados por los microorganismo a su metabolismo [Papagianni et al, 2001].

Los principales parametros que intervienen en la eficiencia de la fermentacion en

medio solido y liquido son: la temperatura, y pH del medio, la concentracion de los

nutrientes y la aireacion.

Algunas ventajas y desventajas de la fermentacion en medio soélido comparada

con el cultivo sumergido se nombran a continuacion;

Ventajas:

Los medios de cultivo son simples y generalmente subproductos agricolas
gue presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios.

La aireacion forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que
permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas
pequefios en comparacion con los utilizados en otro tipo de fermentacion.

Los procesos se consideran generalmente como tecnologias limpias.

Desventajas:

Su aplicacion se limita a microorganismos que crecen en bajos contenidos
de humedad.

Los procesos de transferencia de masa son limitados por la difusion.

13



» El tiempo de fermentacion es mayor debido a que generalmente se utilizan
microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de
crecimiento.

La naturaleza solida del sustrato trae problemas al medir los parametros de la
fermentacion tales como el pH, la temperatura, el contenido de humedad y la

concentracion de sustrato y productos [Doelle, 1992]

2.6 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Los requerimientos nutricionales estan determinados por el tipo de metabolismo
celular. Los microorganismos heterotroficos como el A.niger necesitan compuestos
organicos como fuente de carbono. Otro requerimiento nutricional esta constituido
por las fuentes de nitrégeno que pueden ser de naturaleza inorganica u organica.
El nitrogeno es utilizado para la biosintesis de proteinas, acidos nucleicos y
polimeros de la pared celular.

Los requerimientos de otros macronutrientes como P y S son suministrados en

forma de iones HPO;” y SO7 . Los requerimientos de K y Mg son también

esenciales.

Con respecto a los micronutrientes se distinguen 2 categorias:

a. los que son frecuentemente esenciales en el crecimiento como Ca, Mn, Fe, Co,
Cuy Zn. b. Los que son raramente esenciales como B, Na, AL, Si, Cl, V, Cr, Ni,
As, Se, Mo, Sn, e I. En general los requerimientos de trazas de elementos son
conocidos cualitativamente [Merchuk, 1994]

Aunque en ocasiones es dificil demostrar el requerimiento de un micronutriente
por parte de un organismo, ya que generalmente esté se encuentra presente en
suficiente cantidad como impureza de los componentes principales. Es importante
tener en cuanta también que los requerimientos de estos compuestos pueden
aumentar varias veces cuando el cultivo ha estado sujeto a "stress”, como por
ejemplo, un aumento de la temperatura por encima del valor optimo [Feroza et al.,
1998].
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Aparte de su presencia en el medio de cultivo, los nutrientes deben estar

disponibles para ser usados por la célula.

Cuando se habla de iones metalicos es importante tener en cuenta que su
concentracion es modificada por quelacion, ya que constituyentes del medio y
productos del metabolismo actian como agentes complejantes o0 precipitantes,
como es el caso de los aminoécidos, hidroxiacidos, hidréxidos y los iones PO™,.

En general se puede decir que todo material insoluble en el medio de cultivo va a
tener una determinada capacidad de union a elementos metalicos disminuyendo

su concentracion efectiva [Merchuk, 1994]

La dindmica de formacion del complejo esta determinada por la constante de
equilibrio de formacion del complejo metal-ligando; K;, y por la velocidad a la cual

el equilibrio es alcanzado.

La constante de equilibrio para la formacion del complejo del ion metalico (M) con

el ligando (L) se expresa de la siguiente forma:
Vi
~ Ml [

El valor de K es practicamente independiente de la naturaleza del ligando, ya que

depende particularmente del ion metdlico.

Los iones utilizados durante este estudio presentan valores decrecientes de la

constante de equilibrio tal como se muestra a continuacion:
Cu*®>Zn** > Fe™ > Mg*
Lo que indica que el ion Cu*? estara en mayor proporcién en el medio formando un

ion complejo.
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Por otro lado, la velocidad a la cual se alcanza el equilibrio también tiene una serie
de orden decreciente de velocidades de acuerdo al ion como se ve a continuacion:
Zn*? > Fe*? > Mg*?

De la serie se puede deducir por ejemplo que el ion Mg*? estar& generalmente libre

pero si estd complejado se hara disponible muy lentamente [Merchuk, 1994]

2.7 CINETICA DE CRECIMIENTO

El crecimiento de un hongo puede iniciarse a partir de una espora o de una
fraccion viable de hifa. Dicho crecimiento se da en forma polarizada o apical,
porque la elongacion de la superficie se da en un punto y no en toda la célula.
Esta caracteristica ocasiona que las células de los hongos (exceptuando las
levaduras) tengan una estructura cilindrica, denominada hifa, delimitada por una
pared que se extienden de manera ramificada para formar un sistema hifal

conocido como micelio.

El crecimiento soOlo se da en la parte apical de la hifa, la cual tiene la capacidad de
elongarse alejandose del centro de la colonia. El 4pice penetra nuevos territorios y
establece nuevas fronteras [Trinci, 1969 y 1971]Debido a esto, y segun el tamafio
y edad de la colonia, un hongo puede presentar de manera simultanea una zona
de crecimiento, una zona de poco 0 nulo crecimiento e inclusive, una zona de

autolisis.

El crecimiento de un hongo depende del medio de cultivo. Si es liquido y se
encuentra en reposo, el crecimiento se da sobre la superficie, pero si el medio es
permanentemente agitado, pueden crecer en todo el volumen. Segun las
condiciones, el hongo puede o no formar pequefias esferas de micelio

denominadas “pelotitas”.
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En medio liquido agitado, los hongos suelen presentar un desarrollo tipico, similar
al presentado por otros organismos, y que consta de las siguientes fases: latencia,

exponencial, declinacion, estacionaria y muerte.

Fase de latencia. Empieza inmediatamente después de que el hongo ha sido
inoculado en un medio apropiado para su crecimiento. Es una etapa de adaptacion
en la que no hay crecimiento aparente, solo sintesis de los componentes celulares

necesarios para iniciar la elongacion celular.

Fase exponencial. Comienza cuando un hongo crece en medio liquido, después
de que se ha adaptado al medio de cultivo y esta en capacidad de aprovechar al
maximo las condiciones que éste le ofrece. Durante esta etapa el hongo alcanzara

la tasa de crecimiento maxima permitida por el substrato.

La fase de declinacion. Tiene lugar cuando la acumulacion de los desechos del
metabolismo del hongo alcanzan niveles que inhiben el crecimiento, o cuando
alguno de los nutrientes escasea 0 se termina. Generalmente en estas
condiciones la tasa de crecimiento empieza a disminuir de manera paulatina. La
importancia de esta disminucion depende de la relevancia de los factores o

nutrientes agotados.

La fase estacionaria es el punto en el cual el crecimiento cesa, aunque todavia
prevalece un metabolismo celular de mantenimiento. Durante esta etapa aun hay
consumo de glucosa y otros nutrientes. El hongo en esta fase es aun capaz de
reiniciar crecimiento si es resembrado en un medio propicio, aunque tendra un
periodo de latencia mas o menos largo segun las condiciones. Durante la fase
estacionaria empiezan a aparecer diversos tipos de enzimas autoliticas que

conducen a la muerte del hongo [Merchuk, 1994]
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del Zn**, Mg?, Cu2" y Fe®" sobre la biosintesis de
amiloglucosidasa generada por Aspergillus niger en fermentacién sodlida vy
sumergida.

3.2 Objetivos Especificos

= Determinar la actividad volumétrica (U/ml) y especifica (U/mg de proteina) de la
glucoamilasa producida cuando al medio de cultivo sélido se le adicionan
soluciones de Zn*?, Fe*?, Cu** y Mg*? en seis concentraciones diferentes.

= Determinar la actividad volumétrica (U/ml) y especifica (U/mg de proteina) de la
glucoamilasa producida cuando al medio de cultivo liquido se le adicionan
soluciones de Zn*?, Fe* Cu*?y Mg*? en seis concentraciones diferentes.

= Determinar la actividad especifica de la glucoamilasa al variar la relacion de los
iones metéalicos en porciones de 1:1 para las combinaciones de Cu*?y Fe*?,
Zn*? 'y Mg*?, Cu®y zn*?, Fe*?y Mg, Cu*?y Mg*?, Fe*? y Zn*? que presenten
mayor actividad por separado en medio liquido y solido.

=> Identificar la relacidn existente entre la humedad del medio sdélido y la actividad

especifica de la enzima producida en éste.

18



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 REACTIVOS

Todos los reactivos para elaborar las soluciones y los sustratos utilizados en esta
tesis fueron de grado analitico y proporcionados por Merck y Sigma Chemical Co.
4.1.2 SUSTRATO

Se utilizé almidon de papa soluble de Sigma-Aldrich Chem. Co, (St. Louis, USA)

4.1.3 ENZIMAS
Se utilizo la amiloglucosidasa proporcionada por Novozymes A/S como estandar.
4.2 METODOS

4.2.1 METODOLOGIA

Se realizaron fermentaciones bajo dos modalidades de cultivo: medio liquido y
sélido, en las condiciones Optimas para un rapido y eficaz crecimiento del
Aspergillus niger.

4.2.2 PREPARACION DEL PREINOCULO

En 20 tubos de ensayo con tapa se colocaron 3mL de solucién de agar papa
dextrosa Merck para microbiologia al 3.5% p/v [Feroza et al., 1998Posteriormente,
se esterelizd en un autoclave por 15 minutos a una presion de 15 psi y 120C
[Asghar et al., 2000]Con un asa metélica se hizo un barrido sobre la superficie del
agar solidificado de una porcion de la cepa madre de Aspergillus niger [Marin y
Salazar, 2003]para inocular los tubos esterilizados. Los tubos se taparon
ligeramente para no obstruir el paso total del oxigeno. El proceso anterior se
realizdé en una cabina de flujo laminar para evitar la contaminacion de los tubos

inoculados.
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Los tubos fueron dejados a temperatura ambiente por 6 dias. Tras la verificacion
visual del crecimiento de los hongos, se almacenaron los tubos a 4C para ser

utilizados en la elaboracién de la solucién de esporas.

4.2.3 SOLUCION DE ESPORAS

A cada tubo del precultivo se le adicion6 2mL de una solucién buffer de acetato de
sodio 0.1M y pH 4.5 previamente esterilizado. Con un asa metalica las esporas se
removieron con suavidad y fueron puestas en solucién. La solucion de esporas se
prepar6 minutos antes de ser puesta sobre el medio de cultivo, con el fin de
evitar posibles contaminaciones [Anto, 2005].

4.2.4 MEDIO SOLIDO

En el medio sdlido se utilizé un medio que contenia: 20g de salvado de trigo, 2g de
almidon de papa soluble, 20mL de agua desionizada, 10mL de sulfato de amonio
7.3g/L, 10mL de KH,PO, 1.5g/L y 10mL de NaCl 01g/L mas 10mL de solucién
que contenia uno de los siguientes iones metélicos Zn*?, Fe*?, Cu™ y Mg*?, en
concentraciones de 2, 5, 10, 15, 50 y 250 ppm. El medio de cultivo respectivo se
coloco en frascos de 500mL que estaban cubiertos con un tapon de algodon y
gasa que permitia el paso del aire filtrado.

La esterilizacion del medio se llevé a cabo en un autoclave por 20 minutos a una
presion de 15 psi y 120<C. Posteriormente, se reali z6 la siembra en una cabina de
flujo laminar inoculando 2 mL de la solucion de esporas sobre el medio. Los
medios sembrados fueron puestos en incubacién a 30°C sobre un bafio
termostatado, durante 7 dias [Anto, 2005].

Extraccion de la glucoamilasa

Tras el periodo de incubacion, el producto obtenido se mezclé para obtener una
pasta homogénea entre el medio y los hongos cultivados. Dos gramos de la pasta
homogénea se colocaron en un tubo de ensayo, al cual se le adicionaron 20mL

de buffer de acetato de sodio 0.1M y pH 4.5. La mezcla resultante fue puesta en
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agitacion por una hora a 4<C. La solucién resultant e se centrifugo por 7 minutos a
4000 rpm. El sobrenadante obtenido se almacené en tubos plasticos que fueron
congelados, para ser utilizados posteriormente en la determinacién de la actividad

enzimatica y las proteinas totales.

Determinacion del porcentaje de humedad en el medio solido
Dos gramos de la pasta homogénea fueron puestos sobre una caja petri, y se
introdujeron en un horno a 90 por 36 horas. Se peso el material seco para

determinar el porcentaje de humedad en la muestra.

4.2.5 MEDIO LIQUIDO

El medio liquido estaba compuesto por: 2g de almidon soluble de papa, 0.042g de
cloruro de calcio, 0.2g de KH,PO,, 0.8g de sulfato de amonio, 0.2g de cloruro de
potasio y 3g de salvado de trigo, todos disueltos en 150mL de agua desionizada
mas 10mL de una solucion que contenia uno de los siguientes iones metalicos
Zn*?, Fe*?, Cu™ y Mg"?, en concentraciones de 2, 5, 10, 15, 50 y 250 ppm [Yusuka
y Morita,1996].La solucion fue puesta en un frasco de 500mL y esterilizada en un
autoclave por 15 minutos a 120C y 15 psi. A contin uacion, se adicionaron 4mL de
la solucidn de esporas al medio de cultivo y se dejé a temperatura ambiente por 5

dias, el pH se ajusto a 6.

Extraccion del medio liquido

La biomasa producida sobre la superficie del liquido fue removida y puesta en un
erlenmeyer de 100ml con agitacion magnética a 4C por 10 minutos con 20ml del
caldo de cultivo, se centrifugo la solucibn por 5 minutos a 1000 rpm, el
sobrenadante fue almacenado en tubos plasticos y congelado para su posterior

andlisis de actividad y determinacion de proteinas.
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4.2.6 EFECTO DE LA COMBINACION DE IONES EN LA PRODU CCION DE
GLUCOAMILASA

Después de conocer los valores éptimos de la concentracién de cada ion, que
producian los mejores resultados de la actividad especifica de la amiloglucosidasa
en medio liquido y sélido, se prob¢ el efecto de las siguientes combinaciones de
iones en el fermentador soélido y liquido, afiadiendo 10mL de cada solucion.

cu*? y Fe+2, 7n*2 y Mg+2, CLI+2y Zn+2, Fe*2 y Mg+2, CLI+2y Mg+2, Fe'2 y 7n*2.

Los extractos enzimaticos se obtuvieron siguiendo el procedimiento utilizado en

para el medio liquido y sdlido.

4.2.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se utilizo el método del DNS para determinar azucares reductores. Este reactivo
esta compuesto de los siguientes reactivos: acido dinitrosalicilico, que actia como
oxidante; sal de Rochelle (tartrato sodico-potasico) que impide la disolucion de
oxigeno en el reactivo y hidréxido de sodio que genera el pH requerido para que
se de la reaccion redox.

Se inicio por estandarizar la actividad de una glucoamilasa patron a cuatro tiempos
de reaccion, 2, 4, 6 y 10 minutos.

La solucion patron de amiloglucosidasa producida por A. oryzae tenia una
concentracion de 0.4g/L.

En un tubo de ensayo se adicion6 1mL de almidén de papa soluble al 1%(p/v). El
tubo fue introducido en un termoreactor TR650 marca MERCK precalentado a
50C. Se esperaron 3 minutos para que el tubo y la solucion alcanzara el equilibrio
térmico, 10uL de la solucién patron de glucoamilasa se adicionaron al almidon,
tras 2 minutos de reaccion, se adicion6 1mL de DNS. El tubo de ensayo fue
puesto por 5 minutos en un bafio de agua que estaba en ebullicién y pasado este
tiempo el tubo se colocd en un bafio de hielo por otros 5 minutos, y se adicionaron
10mL de agua destilada. La operacion anterior se repitio para 4, 6, y 10 minutos.
Para realizar la medicion de la absorbancia se comenzé por ajustar el blanco con

una solucion que contenia 1mL de almidén soluble de papa al 1%, 10 pL de buffer
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acetato de sodio 0.1M y pH 45y 1mL de DNS, la mezcla fue calentada por 5
minutos en un bafo de agua en ebullicién, seguido se paso6 por un bafio de hielo y
se le adicionaron 10mL de agua destilada.

Posteriormente se midié la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro marca
spectronic 20 Genesis [Miller, 1959].

Para determinar la actividad de las soluciones enzimaticas extraidas se siguio el
mismo procedimiento.

La actividad se expres6 en U= umol de glucosa/min [Pendersen, 2000].

4.2.8 ANALISIS DE LA GLUCOSA

Se realizaron soluciones patrén de glucosa de 0, 0.3, 0.5, 0.8, 1.2, 1.5, 2,y 2.5
mg/mL.

Se tomo6 1 mL de cada solucién en un tubo de ensayo, se adicion6é 1mL de DNS,
la mezcla fue puesta en un bafio de agua a ebullicion por 5 minutos, la reaccion
fue detenida al pasar el tubo por un bafio de hielo un periodo de 5 minutos, se le
adicionaron 10 mL de agua destilada, se agitd la mezcla y se cuantifico la
absorbancia en un espectrofotbmetro marca spectronic 20 Genesis, ajustando la
longitud de onda a 540nm [Miller, 1959].

Con los valores de absorbancia obtenidos se elabor6é una grafica de absorbancia

vs. tiempo que sirvio como curva de calibracion

4.2.9 DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

Se sigui6 el método de BRADFORD, método colorimétrico de gran sensibilidad.
Para realizar la curva de calibracion se tomaron patrones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y
1mg/mL de albumina.

En un tubo de ensayo se tomaron 25uL de la solucién de albumina, se adicionaron
2.5mL de Bradford, pasados 3 minutos de reaccion se midio la absorbancia con un
espectrofotbmetro marca spectronic 20 Genesis ajustando la longitud de onda a
595nm.

23



Con los datos obtenidos se realiz6 una curva de absorbancia Vs mg/mL de
proteina, que sirvid para determinar la cantidad de proteina en las soluciones
enzimaticas extraidas de los medios liquido y sélido [Bradford, 1976]

Para determinar las proteinas totales de las soluciones enzimaticas se siguio el
mismo procedimiento pero se tomaron 100 pL de solucion enzimatica.

El reactivo de analisis se preparo diluyendo 100mg de colorante azul brillante de
Coomassie G250 en 50mL de etanol (95% de pureza). A esta disolucién se le
afladieron 100mL de acido fosfdrico (85% wi/v). La solucion resultante se diluyo
hasta un volumen final de 1L con disolucién buffer de acetato de sodio 0.05M
(pH=6,0)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PRODUCCION DE GLUCOAMILASA POR FERMENTACION SOL IDA

5.1.1 CINETICA DE CRECIMIENTO PARA EL MEDIO SOLIDO .
Las condiciones en las que se evalud la cinética corresponden las presentadas en

la metodologia seguida en la fermentacion es estado solido.

Después de la siembra del preinoculo el periodo latente para el crecimiento del
Aspergillus niger en medio sélido es muy corto (menor a dos dias figura 1.), ya que
en las primeras 48 horas se alcanza un 37% de la produccién de la enzima.

Figura 1. Cinética de produccion de la glucoamilasa porg&nen medio sélido
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Asimismo se observa que durante la elaboracion de la solucién de esporas el
dafio al hongo fue minimo, por consiguiente el periodo de regeneracion sobre el
medio es transitorio.

A continuacion del periodo de adaptacion se observa un crecimiento exponencial
logrando un maximo de produccién pasados siete dias de la fermentacion, que en
términos de actividad volumétrica representan 41.2 U/mL.

Después de 7 dias de fermentacion hay un periodo de declive en la produccién de
enzima, observandose una disminucion de un 28% a los diez dias de

fermentacion.
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La cinética para el crecimiento en medio solido del A. niger fue realizada por
duplicado, al valorar los resultados obtenidos se decidié tomar 7 dias como el
periodo Optimo para el proceso de fermentacion a seguir en el desarrollo de este

proyecto.

5.1.2 PRODUCCION DE GLUCOAMILASA POR FERMENTACION S UMERGIDA
Las condiciones en las que se evalud la cinética corresponden a las presentadas
en la metodologia seguida en la fermentacion es estado liquido.

La fermentacion en medio liquido experimenta una cinética diferente a la
fermentacion en medio solido. El periodo de adaptacién de las esporas al nuevo
ambiente es mas lento, logrando solo un 16% de la produccién dos dias de
fermentacion, lo que representa menos de la mitad en comparacion a lo logrado
en el medio solido.

Figura 2. Cinética de produccion de la amiloglucosidasafpoiger en medio liquido.
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Después del periodo latente del crecimiento se alcanza un maximo de produccion
a los cinco dias de fermentacién, con 24.8 unidades volumétricas, como se
observa en la figura 2.

Pasados cinco dias, comienza un periodo de declive en la biosintesis de de la

enzima. Esta disminucién no es proporcional a la produccién de la biomasa en el
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fermentador como se ve en la figura 3, donde pasados cinco dias aumenta la
cantidad producida en el reactor.

Figura 3. Cinética para la produccion de biomasa en mégiisdo
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Al igual que para el medio sdlido, las pruebas fueron realizadas por duplicado y se

decidio tomar 5 dias como el periodo optimo de fermentacion.

5.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

5.2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA LA
FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

Las soluciones enzimaticas extraidas de los medios de fermentacion solidos
suplementados con zZn*?, Fe*?, Cu™ y Mg*? en diferentes concentraciones, fueron
utilizadas para evaluar la hidrdlisis a la solucion sustrato de almidon de papa al
1%. Se defini6 como medio blanco a aquel que no se le adiciond ningun ion.

La glucosa producida después de la biotransformacion del almidén fue
cuantificada utilizando el método del DNS pasados 2, 4, 6 y 10 minutos de

reaccion, efectuando los ensayos por duplicado. Los resultados obtenidos se
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consignan en el anexo Il 'y son evaluados en la curva de calibracion para la
glucosa (anexo I).

Cuando la fermentacion tiene lugar en medio solido el blanco presenté una
actividad volumétrica de 41.2 U/ml y una actividad especifica de 1435 U/mg de
proteina total.

5.2.1.1 Medio sélido suplementado con Mg~ *2

5.2.1.1.1 Actividad volumétrica para el medio sélid o suplementado con Mg *?
La figura 4, muestra el comportamiento de la actividad volumétrica para el medio

sélido cuando se de adicionan seis concentraciones diferentes de Mg*?.

Figura 4. Efecto de la adicion de diferentes cantidadellgié en el medio de cultivo

solido, sobre la expresion de la actividad voluioétde la glucoamilasa deniger
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Todos los resultados son tomados pasados 7 dias de fermentacion.

La actividad volumétrica es incrementa en 28.9 U/mL después de la adicion de
Mg*? en concentracién de 2 ppm comparado con el medio blanco.

Es evidente que conforme se aumenta la concentracién del Mg*? en el medio hay
una caida en la actividad volumétrica. De una actividad maxima de 70.1 U/mL a

2ppm, se pasa a 37.9 U/mL a 250 ppm de Mg*? en el medio.
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La adicién de Mg*? en concentracién de 250 ppm al medio causa una disminucién
de 3.3 U/mL si se compara con el medio blanco. Ademas a partir de 5 ppm
permanece practicamente constate.

5.2.1.1.2 Actividad especifica para el medio sélido  suplementado con Mg *?

La figura 5, presenta una tendencia similar a la de la actividad volumétrica
mostrando un maximo a 2499 U/mg de proteina por la adicién de Mg*™ en
concentraciéon de 2 ppm y un minimo a 250 ppm de Mg*? con 633 U/mg de

proteina.

Figura 5. Efecto de la adicion de diferentes cantidadelgié en el medio de cultivo

solido, sobre la expresion de la actividad especilie la glucoamilasa deniger
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Este fenémeno se puede atribuir a que el Mg*® generalmente esta libre en el
medio facilitando su absorcion por el Aspergillus niger y no es necesario la
inclusion de grandes cantidades en el fermentador

Se pude deducir también que la adicion de concentraciones superiores a 5ppm de
Mg*? al medio hace que se alcance estabilidad en la actividad especifica en torno
a 633 U/mg de proteina.

Todas las concentraciones superiores a 5 ppm de Mg*™ adicionadas al medio
causan una disminucion en la biosintesis de amiloglucosidasa en comparacion con

el medio blanco.
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5.2.1.2 Medio sélido suplementado con zn ~ *2

5.2.1.2.1 Actividad volumétrica para el medio sélid o suplementado con Zn *?

Al igual que para el medio sélido suplementado con Mg*? el medio suplementado
con Zn*? presenta su maximo de actividad volumétrica si el Zn*? se adiciona en
una concentracion de 2 ppm con 47.6 U/mL. Para este caso el aumento en la

actividad volumétrica es de 6.4 U/mL mas que el medio blanco.

Figura 6. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeznigen el medio de cultivo

sélido, sobre la expresion de la actividad voluioatde la glucoamilasa deniger
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La adicion de soluciones de Zn*? en concentraciones iguales y superiores a 5 ppm
hacen que la actividad volumétrica se mantenga en torno a 35.9 U/mL, 5.3
unidades menos si se compara con el medio blanco.

Si se compara la actividad enzimatica al incorporar Zn*? al medio en concentracion
de 5 ppm es equivalente a tener un medio blanco.

5.2.1.2.2 Actividad especifica para el medio sélido  suplementado con Zzn *?

La adicién de soluciones de Zn*? en concentraciones superiores a 5 ppm causa

una disminucion en la actividad especifica de la amiloglucosidasa. La actividad
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especifica toma su valor maximo de 2567 U/mg de P con la adicién de Zn*? al

medio en concentracion de 2 ppm.

Figura 7. Efecto de la adicion de diferentes cantidadeani&en el medio de cultivo

sélido, sobre la expresion de la actividad especifie la glucoamilasa deniger
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.El Zn*? esta en el medio principalmente como ion haciendo mas facil la absorcion
por parte del hongo.

La adicién de una solucién de Zn*? de 5 ppm al medio de fermentacién hace que
la amiloglucosidasa biosintetizada tenga la mima actividad que la que se produce
en medio blanco.

5.2.1.3 Medio sélido suplementado con Fe  *?

5.2.1.3.1 Actividad volumétrica para el medio sélid o suplementado con Fe *2
Figura 8. Efecto de la adicién de diferentes cantidadesefeeh el medio de cultivo

sélido, sobre la expresion de la actividad voluioétde la glucoamilasa deniger
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A diferencia de las curvas de tendencia para la actividad volumétrica en medio
sélido suplementado con Zn'? y Mg" el comportamiento de la actividad
volumétrica cuando se adiciona Fe*? al medio es menos predecible, ya que oscila
en torno a 56.9 + 7.21 U/mL cuando se aumenta la concentracion del ion de 10 a
250 ppm.

El de A. volumétrica se alcanza a 5ppm siendo este 68.9 U/mL, 27.7 U/mL mas
gue lo registrado por el medio sélido blanco.

El medio sélido tiene su maximo de actividad a 5 ppm a diferencia del medio
suplementado con Zn*? y Mg*? donde se encontraba a 2 ppm.

5.2.1.3.2 Actividad especifica para el medio sélido  suplementado con Fe *2

Figura 9. Efecto de la adicion de diferentes cantidadeBeffeen el medio de cultivo

solido, sobre la expresion de la actividad especilie la glucoamilasa deniger
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El maximo de actividad especifica se alcanza al adicionar al medio sélido una
solucién de Fe* de 10ppm. En comparacién con el medio sélido blanco, la adicion
de Fe*? en concentracién de 10ppm causa un aumento de la A. especifica en 2209
U/mg de proteina lo que representa un incremento del 39%.

El medio suplementado con Fe*? muestra un comportamiento particular si se
compara con los medios donde se adicioné Zn*? y Mg que presentan una
tendencia definida.

Cuando se incorpora el Fe*? al medio sélido se debe tener en cuenta que éste ion

por estabilidad se encontrara en un equilibrio Fe*? + L +—= FeL desplazado un
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poco a la izquierda, de alli la necesidad de incorporar el ion en una concentracion
mayor a la utilizada para el Mg*? y Zn*?. La adicién de Fe*? en concentracién de 10
ppm provoca el aumento de la actividad especifica alcanzandose 3644 U/mg de
proteina.

5.2.1.4 Medio sélido suplementado con Cu  *?

5.2.1.4.1 Actividad volumétrica para el medio sélid o suplementado con Cu *?

Para el medio sélido suplementado con Cu*? la curva de tendencia de la actividad
describe un comportamiento particular (figura 10), la inclusion de la concentracion
mas alta del ion es la que provoca un incremento en la actividad volumétrica a
diferencia de los medios suplementados con Fe*?, zn*?, y Mg donde se

conseguia a concentraciones bajas.

Figura 10. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeSuiéen el medio de cultivo

solido, sobre la expresion de la actividad voluioaétde la glucoamilasa deniger
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A 250 ppm el aumento en la actividad volumétrica es de 13.0 U/mL y a
concentraciones bajas solo se alcanza un aumento de 2.95 U/mL en promedio.

Un punto de gran interés en la curva, se consigue al adicionar Cu*? en
concentracion de 50 ppm ya que constituye el punto de maximo decrecimiento en
la actividad enzimatica.
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5.2.1.4.2 Actividad especifica para el medio sélido  suplementado con Cu *2

El méaximo de la actividad especifica se alcanza cuando al medio se adiciona Cu*?
en concentracion de 250 ppm, con solo una diferencia de 7 U/mg con respecto a la
actividad presentada si se adiciona el ion en concentracion de 5 ppm donde se
encuentra al segundo maximo.

Figura 11. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeSuiéen el medio de cultivo

sélido, sobre la expresion de la actividad esperifie la glucoamilasa deniger
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La incorporacién de Cu*?

en concentracion de 50 ppm genera un efecto de
inhibicion sobre la amiloglucosidasa producida.

En el caso del Cu™ el equilibrio estard desplazado a la derecha,
Cu*? + L *=——, CuL. El Cu*® se encuentra en su mayoria como complejo siendo
necesaria la incorporaciéon de una mayor cantidad al fermentador. 2194 U/mg de
proteina se obtiene cuando se suministra Cu*? al medio en concentracién de 250
ppm.

El promedio de la actividad especifica es de 1641.6+526 U/mg de proteina.

5.2.2 IONES Y CONCENTRACION OPTIMA PARA EL MEDIO S OLIDO

La figura 12 muestra las concentraciones éptimas en las que se debe adicionar
cada ion al fermentador sélido. En la figura podemos observar que el ion Fe*?
produce el maximo aumento en la actividad catalitica de la amiloglucosidasa en

comparacion con los demas iones.
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Figura 12. lon y concentracion optima para el medio sélido
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5.2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PARA LA
FERMENTACION EN MEDIO SUMERGIDO

La actividad enzimética se calculdo siguiendo el esquema empleado para
determinar la actividad de la amiloglucosidasa biosintetizada en la fermentacion en
estado solido. Los datos obtenidos tras los ensayos de hidrélisis del almidén con
las soluciones extraidas de la fermentacion en medio sumergido suplementada

con los cuatro iones de trabajo se consignan en el anexo IV.

Cuando la fermentacion tiene lugar en medio sdélido el blanco presenté una
actividad volumétrica de 24.8 U/ml y una actividad especifica de 1150 U/mg de
proteina total.

5.2.3.1 Medio liquido suplementado con Fe ~ *?

5.2.3.1.1 Actividad volumétrica para el medio liqui ~ do suplementado con Fe *?
La adicién de concentraciones crecientes de Fe*? al medio de fermentacién liquido

no ocasiona un aumento constante en la actividad volumétrica, por el contrario
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hace que esta oscile en torno a 35.3+ 5.8 U/mL, actividad que es superior a la

mostrada por el medio liquido blanco (figura 13).

Figura 13. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeBefeen el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad voluiétde la glucoamilasa deniger
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La presencia del ion Fe*? en el fermentador en concentracién de 2 ppm provoca el
maximo aumento de la actividad volumétrica correspondiente a un 43% con
respecto al blanco.

5.2.3.1.2 Actividad especifica para el medio liquid o suplementado con Fe *?
Figura 14. Efecto de la adicion de diferentes cantidade§elé en el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad espescife la glucoamilasa deniger
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La actividad especifica presenta el mismo comportamiento oscilante de la

actividad volumétrica en torno a 1476.0 U/mg de proteina.
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Si se incorpora Fe*? en concentraciones de 50 ppm al medio de fermentacién
liguido se inhibe la actividad especifica de la amiloglucosidasa en un 59% con
respecto al valor de la media en un intervalo de concentraciones de 2 a 250 ppm.
Comparando la actividad volumétrica y la actividad especifica se observa una
relacion directa en los maximos de actividad enzimatica que se obtiene cuando el
medio esta suplementado con Fe*? en un concentracién de 2 ppm.

5.2.3.2 Medio liquido suplementado con Cu  *?

5.2.3.2.1 Actividad volumétrica para el medio liqui  do suplementado con Cu *?
La figura 15 muestra que la incorporacién de Cu*? en concentraciones de 10 ppm
provoca el aumento de la actividad volumétrica en 17.7 U/mL.

La actividad volumétrica tras la adicion de Cu*? al medio de fermentacién oscila en
torno a 37.5+4.7 U/mL. Asimismo cuando se adiciona Cu*? en concentraciones
superiores a 10ppm se promueve la disminucién de la actividad volumétrica para

la amiloglucosidasa biosintetizada.

Figura 15. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeSuiéen el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad voluinétde la glucoamilasa deniger
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La diferencia en la actividad de los dos maximos en la curva de tendencia es de
solo 1 U/mL.

37



5.2.3.2.2 Actividad especifica para el medio liquid o suplementado con Cu *?

Figura 16. Efecto de la adicién de diferentes cantidade€d?é en el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad espescife la glucoamilasa deniger
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La actividad especifica de la amiloglucosidasa biosintetizada cuando al medio
liquido se incorpora Cu*? oscila en torno a 1592.6+ 134 U/mg de proteina, valor
gue esta 442 unidades por encima de la actividad registrada por el blanco.

Segun la curva de tendencia para la actividad especifica, el maximo se consigue al
adicionar Cu*? en concentracién de 10ppm al medio.

La suma de Cu*? en concentraciones iguales o superiores a 15 ppm hace que la

actividad permanezca constante en un valor promedio de 1574 U/mg de proteina.

Segun la secuencia de valores de la K; el ion que activard en menor forma la
amiloglucosidasa biosintetizada sera el Cu*® que en su mayoria se encontrara
presente en el medio como ion complejo, haciendo necesaria la incorporacion de
altas concentraciones.

5.2.3.3 Medio liquido suplementado con zn  *?

5.2.3.3.1 Actividad volumétrica para el medio liqui ~ do suplementado con Zn *?
Si es incorporado Zn*? en concentracién de 2 ppm al medio, se produce un

aumento del 51% en la actividad volumétrica correspondiente a 23.7 U/mL.
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A partir de 5 ppm y hasta 250 ppm las soluciones de Zn*? provocan un aumento
casi constante al valor promedio de 29.5+ 12 U/mL (figura 17).

Figura 17. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeznigen el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad voluiétde la glucoamilasa deniger

-

E

D 50 .

ol S e S

@ 30 [ R LT, -.
1S

g 20

> 10

©

g 0 T T T 1 ll T T T T 1
2 0 5 10 15 50 100 150 200 250
< Concentracion de Zrt? (ppm)

Las actividades presentadas con la adicién de Zn*? en concentracién de 5y 10
ppm solo difieren en 1.5 U/mL. A diferencia de la concentracion de 2 y 5 ppm,
también dos valores cercanos que difieren en 15.9 U/mL.

5.2.3.3.2 Actividad especifica para el medio liquid o suplementado con Zn *?

Figura 18. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeZnié en el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad espescife la glucoamilasa deniger
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A diferenta de la curva de tendencia para la actividad volumétrica, la actividad
especifica oscila en un rango mas amplio con una desviacion estandar de 547
U/mg. Asimismo tiene su maximo en 3392 U/mg de proteina, 2242 unidades

mayores que el blanco.

La adicién de Zn*? en concentracién de 2 ppm tiene el mayor efecto sobre la
actividad especifica de la enzima. El equilibrio M + L*—= ML estara desplazado
a la izquierda favoreciendo la presencia de Zn*? y no la del complejo. Ademas la
velocidad de desaparicion del complejo ZnL es mayor que la velocidad de
desaparicion del complejo MgL.

5.2.3.4 Medio liquido suplementado con Mg~ *2

5.2.3.4.1 Actividad volumétrica para el medio liqui  do suplementado con Mg *?
Al agregar Mg*? al medio de fermentacion liquido se produce el comportamiento
mas estable de las curvas de tendencia para todos los iones de trabajo en el
intervalo de 2 a 250 ppm. La actividad oscila en torno a 42.1+5.3 U/mL (figura 18).

Figura 19. Efecto de la adicién de diferentes cantidade¥lgié en el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad voluinétde la glucoamilasa deniger
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La méxima actividad volumétrica se obtiene tras la incorporacién de Mg en
concentracion de 250 ppm, pero la diferencia con el segundo méaximo es de solo
2.5 U/ml que se obtiene al incorporar Mg*? al medio en concentracién de 10 ppm.

5.2.3.4.2 Actividad especifica para el medio liquid o suplementado con Mg *?

Figura 20. Efecto de la adicién de diferentes cantidadeMd& en el medio de cultivo

liquido, sobre la expresion de la actividad espescife la glucoamilasa deniger
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Para obtener un aumento en la actividad especifica de la proteina, el ion Mg*?
debe estar en una concentracién de 250 ppm, caso contrario a lo que sucede con
los demdas iones donde los maximos se consiguen a concentraciones bajas (Figura
20). Ya que de esta manera se incrementa la cantidad de iones metélicos libres de
agentes quelantes como aminoacidos, proteinas y materiales coloidales, que

interfieren en la absorcion del ion por el microorganismo.

La actividad especifica oscila en 2452+451 U/mg de proteina, con una diferencia

entre los dos maximos de 308 U/mg.

Cuando se incorpora Mg*? en concentracién de 5 ppm se presenta una inhibicién
en la produccion de la amiloglucosidasa lo que se ve reflejado en una disminucion

de la actividad especifica y la volumétrica.
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5.2.4 IONES Y CONCENTRACION OPTIMA PARA EL MEDIO LI QUIDO

Los resultados de la actividad especifica cuando la fermentacion tiene lugar en
medio liquido, estan relacionados de manera directa con al secuencia de orden
creciente para la constante de formacién del complejo [ML] de cada ion.

Figura 21. lon y concentracion optima para el medio liquido

Concentraciones optimas

Actividad especifica
(U/mg de proteina)

A diferencia de la fermentacion en medio sélido, en el liquido las interacciones de
los agentes quelantes como aminoacidos, proteinas y materiales coloidales
presentes en el medio con los iones metalicos son mayores. De alli que las
concentraciones oOptimas obtenidas para cada uno de los iones difieren de un

medio al otro.

5.3 MEZCLA DE IONES EN EL FERMENTADOR

Después de realizar la evaluacion del efecto en diferentes concentraciones de
Zn*?, Cu*?, Mg*? y Fe*? por separado sobre la biosintesis de la enzima hidrolasa
en fermentacion liquida y solida, se continto con la valoracion de mezclas iénicas
gue contienen los cuatro iones de trabajo.

Las concentraciones de los iones que favorecen la produccién de la enzima en

medio sélido y liquido se muestran a continuacion:
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Tabla 3. lon, concentracion y actividad enzimatica pargfenentacion en medio sélido.

lon Concentracién (ppm) Actividad Actividad especifica
volumétrica (U/mL) (U/mg de proteina)

Mg*? 2 70.1 2499

Zn™ 2 47.6 2567

Fe™ 10 66.5 3644

Cu” 250 54.2 2194

Tabla 4. lon, concentracion y actividad enzimética parfetenentacion en medio liquido.

lon Concentracién (ppm) Actividad Actividad especifica
volumétrica (U/mL) (U/mg de proteina)

Mg** 250 49.2 3037

Zn™* 2 48.5 3392

Fe” 2 43.2 1682

Cu” 10 425 1793

Las mezclas fueron elaboradas con base en los resultados obtenidos cuando se

utilizaron los iones por separado.

Las combinaciones se muestran en la tabla 4. La concentracion de cada ion que

presento mayor actividad especifica se mezclé en el frasco fermentador en

relacion 1:1 en volumen.

Tabla 5. Combinacién de iones

Fermentador

Par de iones

1

Cu?% Fe?

Zn- Mg

Cu? zn*?

Fe?- Mg™

Cu+2_ Mg+2

O g Al WO DN

Fe* zn*™
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5.3.1 EVALUACION DEL EFECTO DE LA MEZCLA DE IONES S OBRE LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las soluciones enziméticas extraidas de los medios de fermentaciébn que
contenian las mezclas de iones fueron utilizadas para producir la hidrolisis del
almidon. Los datos obtenidos se consignan en el anexo V.

5.3.2 ACTIVIDAD ESPECIFICA PARA EL MEDIO SOLIDO SUP LEMENTADO
CON LA MEZCLA DE IONES

Como en el proceso de fermentacién en estado sélido con los iones por separado,
con las mezclas se tomaron siete dias como el periodo 6ptimo para la produccién
de la enzima.

El mayor efecto sobre la actividad especifica se consigue cuando al medio de
fermentacioén se adiciona la mezcla de Fe*®-Mg*? en concentraciones de 10 ppm y
2 ppm respectivamente, alcanzando 1749 U/mg de proteina, un 22% mas que lo
registrado por el medio blanco.

Figura 22. Actividad especifica para el medio solido supletado con la mezcla de iones.

Mezcla de iones

Ica

Actividad especif
(U/mg de proteina)
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La actividad especifica oscila en torno a 1497 U/mg de proteina. Las mezclas
Cu*%-Fe* y Zn*%-Mg* disminuye la biosintesis de la amiloglucosidasa, que se
refleja en la disminucién de la actividad especifica en comparacion con el medio
blanco.

Si se comparan las actividades especificas de la amiloglucoisidasa biosintetizada
en medio sélido cuando se adicionan los iones por separado con la producida en
el medio con la mezcla de iones, se observa que las mezclas de iones disminuyen
la actividad especifica de la enzima debido a un posible envenenamiento del

hongo.

5.3.3 ACTIVIDAD ESPECIFICA PARA EL MEDIO LIQUIDO SU PLEMENTADO
CON LA MEZCLA DE IONES
Figura 23. Actividad especifica para el medio liquido supatado con la mezcla de

iones.
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A diferencia del medio sélido, el par de iones que produce el aumento en la
actividad especifica es Cu*?-Fe*? en concentracion de 10 y 250 ppm
respectivamente. EI maximo de actividad es de 1338 U/mg de proteina, 188

unidades mayores que lo mostrados por el blanco.
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Para el medio liquido la actividad oscila en torno a 1237+70 U/mg de proteina,

solo 7% por encima de la actividad alcanzada por el blanco.

Después de analizar los resultados obtenidos cuando se adicionan los iones por
separado en los dos medios, la hipétesis inicial sugeria que la combinacion de
iones en el medio de fermentacion favoreceria la actividad de la amiloglucosidasa
biosintetizada por el Aspergillus Niger, si se asumia que la actividad enzimatica

podia ser aditiva.

Al incorporar las mezclas de los iones al sistema biocatalitico se observo un
fenomeno de desactivacion enzimética que es evidente al comparar los resultados
de la actividad especifica con la obtenida para los iones separados, efecto que
posiblemente se podria atribuir a un “envenenamiento” del hongo. La presencia de
dos tipos de iones en el fermentador provocaria un posible estrés quimico en el
microorganismo.

Por otro lado, el aumento de la carga idnica en el sistema podria desestabilizar la
estructura tridimensional de la proteina, desnaturalizandose y perdiendo su

actividad catalitica.

5.4 IONES METALICOS COMO COFACTORES ENZIMATICOS

El aumento de la actividad enzimatica al adicionar iones metélicos al fermentador
puede deberse a que la actividad catalitica de la amiloglucosidasa no es
totalmente de naturaleza proteica, los resultados sugieren que la presencia de una
estructura no proteica en este caso Mg, zZn*), Cu*® y Fe*? por separado
contribuyen en el aumento de su actividad catalitica debido a que funcionan como

cofactores enzimaticos en el ciclo catalitico.
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5.5 EVALUACION DEL EFECTO DE LA HUMEDAD PARA EL ME DIO SOLIDO

Con el objetivo de cuantificar una posible relacion entre la humedad y la actividad
especifica de la enzima biosintetizada en cada medio sélido, se determind el
porcentaje de humedad.

A pesar que los medios suplementados con cada ion que presentdé mayor
actividad varian sus porcentajes de humedad, no lo hacen en un grado que pueda
suponer una posible relacién entre la actividad especifica y el porcentaje de
humedad. El porcentaje de humedad promedio para todos los medios solidos es
del 80%. Los resultados obtenidos se encuentran en el anexo VI.

Figura 24. Porcentaje de humedad para el medio sélido

Porcentaje de humedad para el medio solido suplemen  tado
con cada ion

5.6 PRODUCCION DE BIOMASA EN EL FERMENTADOR LIQUIDO

La cantidad de biomasa producida en el medio liquido suplementado con cada ion,
en las 6 concentraciones de trabajo, fue cuantificada con el objetivo de establecer
una posible relacion con la actividad de la glucoamilasa generada. Los resultados

se muestran en el anexo VII.
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Si se hace un andlisis por separado de lo que sucede con la produccion de
biomasa en el reactor liquido con cada ion, se observa que no hay una relacién
directa entre la produccién de biomasa en los fermentadores y la actividad que
presenta cada una de las soluciones enziméaticas extraidas de los mismos. Para
esto se realizo la medicion de la biomasa producida en el reactor liquido bajo la
influencia del ion Cu™ en las 6 concentraciones de trabajo por separado. Este

procedimiento se repiti6 para el Fe*?, Zn*?, y Mg*2.

Figura 25. Promedio de la produccion de biomasa en el fetaden liquido para cada ion

Peso promedio de la producci
biomasa en el fermentad

Peso promedio de biomasa (mg)

Actividad especifica U/mg P

Pero si comparamos los pesos promedio de la biomasa producida en cada reactor
suplementado con los diferentes iones (figura 24) podemos ver que si existe una
relacién con el maximo de actividad logrado utilizando cada ion.

Segun los datos obtenidos, ademas de influir en la actividad de Ia
amiloglucosidasa biosintetizada en el medio, la adicién de Mg*? al fermentador

colabora con el crecimiento del hongo.

En resumen del trabajo realizado, al hacer todos los ensayos de actividad
enzimatica a los extractos producidos en fermentacion sélida y sumergida es

evidente que la inclusion de iones metalicos al medio tiene un efecto sobre la
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biosintesis de la glucoamilasa si se utilizan por separado, efecto que no es directo
con la concentracion del ion incorporado para todos los casos [Yusuka y Morita,
1996]
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6. CONCLUSIONES

La inclusién de Cu*?, Fe*?, Mg*? y Zn*?, por separado, en concentraciones de
250, 10, 2 y 2 ppm respectivamente en el medio de fermentacion sélido, causa
el aumento en la actividad catalitica de la amiloglucosidasa producida por el
A.niger.

La adicion de Cu*?, Fe™, Mg*™ y zn*? por separado, en concentraciones de
10, 2, 250 y 2 ppm respectivamente en el medio de fermentacion liquido,
provoca el aumento en la actividad catalitica de la amiloglucosidasa producida
por el A.niger.

Si se desea biosintetizar amiloglucosidasa con A.niger bajo las condiciones de
éste proyecto, se debe adicionar Fe*? en concentracién de 10 ppm al medio
sélido y Zn*? en concentracién de 2 ppm al liquido, para conseguir la solucién
enzimatica con la mayor actividad especifica.

La incorporacién de la mezclas de iones Cu*%-Fe*? en relacién 1:1 en volumen
al medio de fermentacién liquido, reduce 2.5 veces la actividad especifica de la
glucoamilasa en comparacion con el maximo obtenido para el extracto
enzimatico del medio liquido.

La incorporacién de la mezclas de iones Fe*?-Mg*? en relacién 1:1 en volumen
al medio de fermentacion liquido, reduce 2 veces la actividad especifica de la
glucoamilasa en comparacién con el maximo obtenido para el extracto

enzimatico del medio sélido.
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M No existe relacion aparente entre el porcentaje de humedad en el fermentador
sélido pasados 7 dias del proceso, con la actividad de la amiloglucosidasa
biosintetizada en el medio.

M Segun la cinética de crecimiento, 5 dias para el medio liquido y 7 para el sélido
son los valores optimos de tiempo para obtener la maxima actividad catalitica

de la amiloglucosidasa.
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7. RECOMENDACIONES
Realizar una cinética de crecimiento por separado para cada ion a las 6
concentraciones de trabajo, con el objetivo de optimizar cada vez mas el
proceso de fermentacion.
Cuantificar el efecto de la temperatura sobre la biosintesis de la enzima,
cuando son utilizadas las concentraciones Optimas de cada ion en el
fermentador liquido y sdlido.
Purificar la enzima producida en medio solido, cuantificar su actividad y
compararla con la obtenida con el extracto enzimético.
Comprobar el efecto de los iones metélicos sobre la biosintesis de la
glucoamilasa cuando se utilizan diferentes medios de fermentacion solida.
Variar el pH en el medio de fermentacién cuando se utiliza la concentracion
optima de cada ion con el objetivo de cuantificar su influencia sobre la
biosintesis de la glucoamilasa.
Utilizar el método del p-nitrofenil-a-D-glucopiranosa (pNPG) como método
adicional para cuantificar la glucosa producida después de la hidrdlisis

enzimatica del almidon.
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ANEXOS

Anexo |

Figura 26. Curva de calibracidn para la determinacion deaga utilizando el método del
DNS.
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Concentracion de glucosa (mg/mL)

Para conocer la concentracion de glucosa se realizo el siguiente computo:

Abs=m*[C]+ Db

Abs: Absorbancia de la solucién de glucosa.
[C]: Concentracion de glucosa en (mg/L).
b: Corte con el eje y

[C] = (Abs — b)/ m
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Anexo I

Figura 27. Curva de calibracién para determinar la concerdracle proteinas por el

método de Bradford.
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Para conocer la concentracidn proteica se realiz6 el siguiente computo:

Abs=m*[C]+ b

Abs: Absorbancia de la solucién proteica.

[C]: Concentracion del extracto enzimatico en (mg/L).
b: Corte con el eje y

[C] = (Abs — b)/ m
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Anexo |l

La glucosa producida por la hidrdlisis del almidon utilizando glucoamilasa, se
cuantifico con el método del DNS, los datos de absorbancia obtenidos para los
medios sélidos en presencia de los iones Zn*?, Fe*? Cu*?y Mg*? se muestra en las
siguientes tablas:

Tabla 6. Absorbancias promedio para la extraccion del mediido suplementado con
Mg*2.

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Mg™ 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.122 0.222 0.317 0.45¢
2. 5 0.000 0.181 0.204 0.300 0.373
3. 10 0.000 0221 0.247 0.318 0.377
4. 15 0.000 0.230 0.283 0.319 0.33(
5. 50 0.000 0.232 0.249 0.313 0.319
6. 250 0.000 0.227 0.210 0.282 0.297

Tabla 7. Absorbancias promedio para la extraccion del mediido suplementado con
Zn*2,

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Zri? 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 0.000 0.174 0.211 0.264 0.344
2. 5 0.000 0.234 0.255 0.299 0.323
3. 10 0.000 0.223 0.238 0.245 0.276
4. 15 0.000 0.191 0.258 0.267 0.300
5. 50 0.000 0.211 0.253 0.258 0.267
6. 250 0.000 0.213 0268 0.259 0.263
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Tabla 8. Absorbancias promedio para la extraccion del mediido suplementado con
Fe'.

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Fé* 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.094 0.206 0.297 0.419
2. 5 0.000 0.200 0210 0.351 0.490
3. 10 0.000 0.192 0.267 0.378 0.421
4. 15 0.000 0.169 0.277 0.342 0.428
5. 50 0.000 0.179 0.216 0.265 0.335
6. 250 0.000 0.147 0.209 0.271 0.422

Tabla 9. Absorbancias promedio para la extraccion del msdliolo suplementado con
Cu'.

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Cu® 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.132 0.182 0.244 0.308
2. 5 0.000 0.045 0.136 0.143 0.302
3. 10 0.000 0.103 0.174 0.190 0.312
4. 15 0.000 0.065 0.116 0.140 0.281
5. 50 0.000 0.142 0.154 0.186 0.210
6. 250 0.000 0.046 0.109 0.173 0.357

61



Anexo IV

La glucosa producida por la hidrdlisis del almidon utilizando glucoamilasa, se
cuantifico con el método del DNS, los datos de absorbancia obtenidos para los
medios liquidos en presencia de los iones Zn*?, Fe* Cu*?y Mg*? se muestra en

las siguientes tablas:

Tabla 10. Absorbancias promedio para la extraccion del migiodo suplementado con
Fe'.

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Fé? 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.102 0.160 0.182 0.223
2. 5 0.000 0.099 0.130 0.172 0.199
3. 10 0.000 0.071 0.144 0.189 0.271
4. 15 0.000 0.070 0.134 0.147 0.190
5. 50 0.000 0.055 0.144 0.149 0.238
6. 250 0.000 0.065 0.157 0.187 0.283

Tabla 11 Absorbancias promedio para la extraccion del miduido suplementado con

Cu™

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Cu? 0 2 | 4 ‘ 6 ‘ 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.137 0.197 0.228 0.290
2. 5 0.000 0.080 0.104 0.149 0.255
3. 10 0.000 0.060 0.096 0.155 0.281
4. 15 0.000 0.061 0.109 0.142 0.260
5. 50 0.000 0.071 0.086 0.095 0.242
6. 250 0.000 0.074 0.076 0.127 0.198
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Tabla 12 Absorbancias promedio para la extraccién del miduido suplementado con
Zn*2

Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Zn? 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. 2 0.000 0.121 0.203 0.277 0.324
2. 5 0.000 0.128 0.175 0.201 0.228
3. 10 0.000 0.100 0.197 0.198 0.230
4. 15 0.000 0.102 0.165 0.205 0.268
5. 50 0.000 0.074 0.157 0.172 0.249
6. 250 0.000 0.063 0.123 0.134 0.180

Tabla 13. Absorbancias promedio para la extraccion del migiodo suplementado con

Mg*2.
Fermentador. Tiempo (minutos)
ppm Mg 0 2 | 4 ‘ 6 ‘ 10
Absorbancia Promedio

1. 2 0.000 0.142 0.150 0.263 0.295
2. 5 0.000 0.210 0.215 0.238 0.293
3. 10 0.000 0.130 0.172 0.268 0.315
4. 15 0.000 0.125 0.162 0.235 0.241
5. 50 0.000 0.099 0.153 0.186 0.270
6. 250 0.000 0.144 0.209 0.299 0.333
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Anexo V

La glucosa producida por la hidrdlisis del almidon utilizando glucoamilasa, se
cuantifico con el método del DNS, los datos de absorbancia obtenidos para los
medios solidos y liquidos en presencia de la mezcla de iones se muestran en las

siguientes tablas:

Tabla 14. Absorbancias promedio para la extraccion del medliolo suplementado con la

mezcla de iones.

Fermentador. Tiempo (minutos)
Mezcla 0 2 4 6 10
Absorbancia Promedio
1. CU*Fe? 0.000 0.123 0.147 0.200 0.294
2. Zn*-Mg* 0.000 0.053 0.179 0.175 0.243
3. Cu* zn* 0.000 0.055 0.230 0.255 0.373
4. Fé* Mg*™ 0.000 0.078 0.172 0.253 0.302
5. Cu* Mg*™ 0.000 0.053 0.148 0.221 0.243
6. Fé>zn™ 0.000 0.072 0.167 0.236 0.322

Tabla 15. Absorbancias promedio para la extraccion del migiodo suplementado con
la mezcla de iones.

Fermentador. Tiempo (minutos)
Mezcla 0 2 4 | 6 ‘ 10
Absorbancia Promedio
1. CU* Fe? 0.000 0.098 0.195 0.212 0.342
2. Zn*- Mg*™ 0.000 0.069 0.098 0.106 0.190
3. CU% zn™ 0.000 0.086 0.130 0.124 0.265
4. Fé* Mg*™ 0.000 0.076 0.087 0.167 0.315
5. Cu* Mg*™ 0.000 0.074 0.097 0.193 0.290
6. Fé> zn™ 0.000 0.082 0.104 0.182 0.310
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Anexo VI

Tabla 16. Porcentaje de humedad para el medio sélido septemo con MEf.

Fermentador Peso humedo (g) Peso seco (g) % de humedad
ppm Mg™
1. 2 2.00 0.405 80
2. 5 2.00 0.408 79
3. 10 2.00 0.403 80
4. 15 2.00 0.400 80
5. 50 2.00 0.402 80
6. 250 2.00 0.398 80

Tabla 17. Porcentaje de humedad para el medio sélido s@ptemo con ZIF.

Fermentador Peso humedo (g) Peso seco () % de humedad
ppm Zr?
1. 2 2.00 0.392 80
2. 5 2.00 0.401 80
3. 10 2.00 0.389 80
4. 15 2.00 0.409 79
5. 50 2.00 0.394 80
6. 250 2.00 0.403 80
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Tabla 18 Porcentaje de humedad para el medio sélido sepiemo con Fé.

Fermentador Peso humedo (g) Peso seco (g) % de humedad
ppm Fé?
1. 2 2.00 0.418 79
2. 5 2.00 0.413 79
3. 10 2.00 0.400 80
4. 15 2.00 0.392 80
5. 50 2.00 0.399 80
6. 250 2.00 0.401 80

Tabla 19. Porcentaje de humedad para el medio sélido septemo con Ci.

Fermentador Peso humedo (g) Peso seco () % de humedad
ppm Cu?
1. 2 2.00 0.393 80
2. 5 2.00 0.392 80
3. 10 2.00 0.390 80
4, 15 2.00 0.402 80
5. 50 2.00 0.400 80
6. 250 2.00 0.393 80
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Anexo VII

Cantidad de biomasa seca producida en los fermentadores suplementados con

cada ion.

Tabla 20.Cantidad de biomasa seca producida en el cuftiuido suplementado con
Mg*2.

Fermentador. Peso de la biomasa seca
ppm (9)
1. 2 0.360
2. 5 0.338
3. 10 0.363
4, 15 0.348
5. 50 0.317
6. 250 0.357

Tabla 21.Cantidad de biomasa seca producida en el cuftipido suplementado con
Zn*2.

Fermentador. Peso de la biomasa seca
ppm (9)
1. 2 0.264
2. 5 0.257
3. 10 0.262
4, 15 0.286
5. 50 0.277
6. 250 0.218
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Tabla 22 Cantidad de biomasa seca producida en el cditjuado suplementado con
Cu"

Fermentador. Peso de la biomasa seca
ppm (9)
1. 2 0.242
2. 5 0.194
3. 10 0.219
4, 15 0.167
5. 50 0.197
6. 250 0.195

Tabla 23. Cantidad de biomasa seca producida en el cuftipido suplementado con
Fe"

Fermentador. Peso de la biomasa seca
ppm (9)
1. 2 0.129
2. 5 0.189
3. 10 0.218
4, 15 0.185
5. 50 0.217
6. 250 0.181
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