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Resumen

Un modelo matematico se utilizd en este estudio para describir el efecto de la temperatura en la actividad y la
estabilidad térmica (condiciones no reactivas) de la inulinasa de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. El
modelo se tomé de la literatura, el cual se desarrolld utilizando la ecuacion de Arrhenius y los datos
experimentales. Una ecuacion cinética de primer orden se asumid para la inactivacién enzimatica. Los
parametros del modelo se determinaron por regresion lineal y no lineal, reportando los intervalos de confianza.
Los datos experimentales demostraron que la actividad maxima actuando en sacarosa e inulina se alcanz6 a 55
°C y que estas actividades fueron altamente sensibles a temperaturas mas altas. Ademas, la actividad
inulolitica fue més estable térmicamente que la de invertasa en el rango de 48 a 60 °C.

Utilizando el modelo, la temperatura del proceso para la hidrdlisis de sacarosa e inulina se determiné en la
interseccion de las curvas de la actividad relativa y el tiempo de vida media relativo, resultando 49 °C para
ambos procesos. Aunque este modelo se utiliz6 con referencia a la hidrélisis de la sacarosa e inulina, el
enfoque es una herramienta Util que se puede aplicar a otros procesos enzimaticos para la determinacion de la
temperatura de operacion, la que es Ultimamente determinada por una evaluacion econémica.
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Abstract

A mathematical model was used in this study to describe the effect of temperature on the activity and thermal
stability (non-reactive conditions) of the inulinase of Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. The model
was taken from the literature, which was developed using the Arrhenius equation and experimental data. A
first-order kinetic equation was takenfor enzyme inactivation. The model parameters were determined by
linear and nonlinear regression, reporting confidence intervals. The experimental data showed that the
maximum activity acting on sucrose and inulin was reached at 55 °C and that these activities were highly
sensitive to higher temperatures. Furthermore, inulolytica activity was more thermally stable than the invertase
activity in the range from 48 to 60 °C.

Using the model, the process temperature for the hydrolysis of sucrose and inulin was determined at the
intersection of the curves of the relative activity and relative half-life, resulting 49 °C for both processes.
Although this model was used with reference to the sucrose and inulin hydrolysis, the approach is a useful tool
that can be applied to other enzymatic processes for determining the operating temperature, which is
ultimately determined by an economic evaluation.
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1. Introduccion

Las inulinasas (2,1-p-D-fructano fructano-
hidrolasas, E.C.3.2.1.7) catalizan la
hidrélisis de la inulina, produciendo
inulooligosacaridos, fructosa y glucosa
como principales productos (Neagu Yy
Bahrim, 2011). Las inulinasas microbianas
tienen muchas aplicaciones, incluyendo la
produccién industrial de jarabes de alto
contenido de fructosa (JACF), inulo-
oligosacéridos, etanol, aceite y proteina
unicelular; y la produccion de algunos
quimicos tales como alcoholes, 4acido
citrico y acido lactico (Castillo y Chamy
2010; Chi et al., 2011; Kango y Jain,
2011).

La D-fructosa esta en una posicion
importante en el mercado mundial como
edulcorante, ya que ofrece varias ventajas,
incluyendo — pero no limitando a — su
presencia natural en la mayoria de las
frutas (azlcar libre) y en varias plantas
(polimero), su poder edulcorante mas alto,
su metabolismo fisiol6gico en el cuerpo
humano, y sus efectos insulinogénicos
insignificantes (Pandey et al., 1999; Ricca
et al, 2007). Por consiguiente, las
inulinasas microbianas desempefian un rol
importante en la hidrélisis de la inulina
para su explotacion comercial. Las
inulinasas hidrolizan la inulina en una sola
etapa enzimatica y alcanzan rendimientos
del 95% de fructosa, en contraste, con las
enzimas utilizadas para la produccion de
JACF desde almidén (Chi et al., 2011,
Pandey et al., 1999).

Existen varios estudios que reportan las
mejores condiciones de operacion para la
hidrélisis enzimética de la inulina en
términos de la fuente de sustrato y enzima,
la técnica de inmovilizacién enzimatica y
el tipo de reactor utilizado (Ricca et al.,
2009). Sin embargo, son escasos los datos
de estabilidad enzimatica y su modelacion
en un amplio rango de condiciones de
operacion, los que son pre requisitos de un
proceso biocatalitico para una operacién de
gran escala.

La temperatura de un proceso enzimatico
es un compromiso entre la actividad y la

estabilidad enzimatica, porque las altas
temperaturas maximizan la actividad;
mientras, la estabilidad se puede ver
desfavorecida por la inactivaciéon térmica
(Illanes, 2008). Por lo tanto, la necesidad
de contar con una enzima termoestable es
vital, la que ademé&s puede favorecer la
solubilidad de la inulina a temperaturas
relativamente altas y contrarrestar la
contaminacion  sin  una  significativa
inactivacion del biocatalizador (Dhiman,
2013; Ricca et al., 2007). Lamenta-
blemente, son pocos los estudios que han
reportado la informacién referente a la
actividad y estabilidad de las inulinasas en
funcion de la temperatura (Santos et al.,
2007; Ricca et al., 2009).

El conocimiento de la actividad y la
velocidad de inactivacion a diferentes
temperaturas, y su modelacion son una
herramienta Gtil para seguir mejorando el
proceso de produccién de fructosa a partir
de la hidrolisis enzimatica de la inulina. Un
intento por cubrir estos aspectos fue
reportado por Santos et al. (2007), quienes
consideraron una velocidad de reaccion de
orden cero respecto del sustrato y
determinaron la temperatura Optima de
operacion en la intercepcién de las curvas
de la actividad relativa y la vida media
relativa utilizando la inulinasa de
Kluyveromyce marxianus ATCC 16045.
Sin embargo, estos autores no reportaron
los intervalos de confianza, lo que son
importantes para ensayar la calidad de los
parametros estimados (Vega y Zuniga-
Hansen, 2014).

En este trabajo se propone una metodo-
logia sistematica para la determinacion de
los pardmetros cinéticos con sus respecti-
vos intervalos de confianza, utilizando
como modelo la inulinasa de K. marxianus
NRRL Y-7571.

2. Materiales y métodos
2.1 Materiales

En este estudio se utiliz6 K. marxianus
NRRL Y-7571. La cepa se mantuvo a 4 °C
en tubos de ensayo inclinados con agar
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nutriente al 2% (p/v) y conteniendo los
compuestos del medio YM (Tabla 1). La
sacarosa, inulina, sales minerales y otros
reactivos se adquirieron de Sigma
Chemical (St. Louis, MO, Estados Unidos)
y Merck (Darmstadt, Alemania).

Las raices de yacOn, proveniente del
distrito de Pariacoto (region Ancash), se
adquirieron en el Mercado Ecolégico La
Perla de la Ciudad de Chimbote, Peru.

Tabla 1l
Composicion de los medios de cultivo
Concen-
Medio Compuesto tracion
(9m)
S6lido de Extracto de levadura 3
mantencion il 5
YM Extracto de malta 3
Glucosa 10
Sacarosa 10
L, Extracto de levadura 3
Activacion Peptona 5
MgS04.7H20 0,65
Extracto de yacon 26,2
%(Vv/v)
Fermentacion Extracto de levadura 10
KH2PO4 1
(NH4)2S04 10
MgS04.7H20 0,386

2.1 Obtencidn del extracto de yacon

Las raices de yacon se seleccionaron, se
lavaron, se sanitizaron, se pelaron y se
trozaron manualmente. Para la obtencion
del extracto se utilizo un extractor
doméstico, en donde los trozos del
tubérculo se adecuaron con agua caliente
para disminuir el pardeamiento enzimatico.
Posteriormente, el extracto se filtro
utilizando una tela de seda y se diluyé con
agua destilada hasta alcanzar un contenido
de solidos solubles de 8 °Brix. Luego, el
pH del extracto se ajusté a 4,0 con acido
fosférico 0,01 My se esterilizo por 15 min.
Finalmente, el extracto se almacend en
refrigeraciéon a 4 °C.

2.2 Fermentacion

El indculo inicial se prepar6 en matraces
Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 30 mL
del medio de activacion (Tabla 1). La
fermentacion se realiz6 en un agitador

orbital a 180 rpm y a 30 °C por 10 h vy,
finalmente, se almacené a 4 °C.

La cinética de produccion de inulinasa se
realizé en matraces Erlenmeyer de 500 mL
conteniendo 100 mL del medio de
fermentacion (Tabla 1), incluyendo el
indculo (4,3% v/v). Los experimentos se
realizaron por triplicado. El pH inicial del
medio de fermentacién se ajusto a 4,0. La
fermentacion se realiz6 por 30 h y a 30 °C,
y se agité a150 rpm (Castillo, 2013).

2.3 Obtencidn del extracto enzimatico

El caldo de cultivo se centrifugo a 1262xg
por 30 min y a 5 °C para la recuperacién
del sobrenadante. Posteriormente, la
enzima se precipitd a 5 °C con 10 mL/min
de etanol absoluto hasta alcanzar una
concentracién del 55% (v/v). Seguida-
mente, la mezcla se centrifugd a 4024xg en
las mismas condiciones que se
mencionaron anteriormente y, finalmente,
el precipitado se resuspendié con tampon
citrato-fosfato de 0,05 M a pH 5,0 hasta su
volumen original (Castillo, 2013).

2.4 Ensayo de la actividad enzimética

La actividad se determind midiendo la
velocidad de reaccion inicial de la
liberacion de azlcares reductores a partir
de sacarosa o inulina. La mezcla de
reaccion consistié de 2,5 mL de solucion
de sacarosa (20 g/L) o inulina (10 g/L) en
tampon citrato-fosfato de 0,05 M a pH 5,0
y 0,25 mL del extracto enzimético. La
mezcla se incubd a 55 °C y la reaccion se
detuvo por calentamiento en agua
hirviendo por 5 min. Finalmente, se
determind el contenido azlcares reductores
por el método del &cido dinitrosalicilico
(DNS).

Una unidad de actividad (Ul) se definio
como la cantidad de enzima requerida para
liberar 1 pmol de azlcares reductores,
expresados como fructosa, por min.

2.5 Efecto de la temperatura sobre la
actividad enzimatica

La actividad del extracto enzimatico se
ensay0 en sacarosa e inulina en el rango de
35a60 °C.
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2.6 Estabilidad térmica de la actividad
enzimatica

La estabilidad térmica en condiciones no
reactivas se ensayo0 en el rango de 48 a 60
°C. Alicuotas del extracto enzimatico de
0,25 mL se retiraron a diferentes tiempos y
se midié la actividad residual en sacarosa e
inulina.

2.6 Modelacion de la velocidad de
reaccion enzimatica y determinacion de
los parametros

Se utilizdé una ecuacion cinética de orden
cero respecto a la concentracion del
sustrato, tal como Santos et al. (2007)
propusieron:
E, )-exp[~kd exp(—i) 1 @
RT ° RT

Donde E, es la constante de la energia de
activacion para la reaccion catalizada en
cal/mol, R es la constante de los gases
universales en cal/mol-K, T es la tempe-
ratura de la reaccion en Kelvin, Eq es la
constante de la energia de activacion para
la inactivacién enzimatica en cal/mol, t es
el tiempo de la reaccion en min, kd, es una
constante en min'y v —k,-e, €S una

constante en Ul/mL de extracto enzima-
tico.

La velocidad de reaccion inicial (actividad
enzimatica) se puede determinar de la Ec
(1) cuando t = 0 como se muestra a
continuacion:

V=V, -exp(-

=, exp(- =) @

Donde E, se determind de la siguiente
ecuacion:

|n(L __E l_i) 3
1 max R T Tmax
Donde V. es la actividad méxima a una

I max

temperatura determinada (T, ).
Posteriormente, v, se determind por

regresion no lineal, ajustando la Ec (2) a
los datos experimentales.

Para la inactivacion enzimatica se asumio
una cinética de primer orden tomando en
cuenta los datos experimentales como se
muestra a continuacion:

e=e, -exp(—k,t) 4)
y
k, = kd .exp(—ﬂ) ®)
° RT

La Eq se determind de la siguiente
ecuacion:

k E, 1 1
Ny - _S¢ (2 _= (6)

(kd) R'T T)

Donde T es la temperatura de referencia,
333,15 K (60 °C) y 328,15 K (55 °C) para
la inactivacion térmica en sacarosa e
inulina, respectivamente.

La determinacion de kd, se realizd

ajustando la Ec (7) a todos los datos
experimentales de las cinéticas de
inactivacion térmica, utilizando el software
Athena Visual Studio 14,2.

Vo Bl 1y anw-Fyy
|n(imax)— R(T Tmax) exp(¢ RT)t
Donde kd, =exp(#) Y ¢ es una variable

auxiliar.

El tiempo de vida media para la actividad
enzimatica en funcién de la temperatura se
obtuvo de la Ec (4) y Ec (5) como se
muestra a continuacion:

= '”—2E 8)
kd, -exp(-—%
0 EXPp(= 1)
El tiempo de vida media relativo (z/7) se

definié tomando como referencia 321,15 K
(48 °C) para la inactivacion térmica en
sacarosa € inulina.

7)

2.7 Determinacion de la temperatura del
proceso

La temperatura se determiné de la
interseccion de las curvas de la actividad
relativa y el tiempo de vida media relativa,
utilizando el modelo (seccién 2.6) y el
solver de la hoja de calculo Excel de
Microsoft 2007.

3. Resultados y discusion

3.1 Actividad del extracto enzimatico
Las actividades volumétricas del extracto
enzimatico fueron 47 Ul/mL y 3,1 Ul/mL
en sacarosa e inulina, respectivamente.
Trabajando con el extracto enzimatico
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crudo de K. marxianus NRRL Y-7571,
Castillo (2013) determind las actividades
volumétricas de 87,2 Ul/ml en sacarosa y
34 Ul/ml en inulina en las mismas
condiciones de reaccion. Estos resultados
indican que la etapa de purificacién de la
enzima con etanol tuvo un efecto negativo
en la actividad catalitica de la enzima. Los
resultados también demuestran que la
inulinasa exhibié actividad hidrolitica
hacia sacarosa, lo que es altamente
deseable para la hidrélisis del enlace
extremo entre los residuos de glucosa y
fructosa de la inulina (Ricca et al., 2007).
Es preciso que, varios autores (Pandey et
al., 1999; Ricca et al., 2007) han reportado
gue la actividad de invertasa de las inuli-
nasas de levaduras es mas alta que la de
mohos.

Es claro de los resultados obtenidos que la
enzima de K. marxianus NRRL Y-7571 es
una inulinasa mas que una invertasa
porque el cociente de las actividades de
inulinasa e invertasa fue de 0,066. Ettalibi
y Baratti (1987) designaron a una enzima
como una inulinasa si dicho cociente es
mayor de 0,01. Otros autores han reportado
valores mas altos de este cociente.
Vandamme y Derycke (1983) reportaron
cocientes de 0,29 y 0,8 para la inulinasa de
Kluyveromyces fragilis y Aspergillus
niger, respectivamente. Gupta et al. (1990)
encontraron que el cociente I/S de la
inulinasa de Fusarium oxysporum depende
del tipo de fuente de nitrégeno utilizado y
el tiempo de cultivacion, resultado un
cociente de 0,48 después de 9 dias del
cultivo utilizando NH4Cl 0o (NH4)2SO4
como fuente de nitrégeno. Como se puede
ver, las enzimas tienen ambas actividades,
pero en distintas magnitudes, lo que
depende fuertemente del origen, las
condiciones del cultivo y el método de
purificacion  (Gupta et al, 1990,
Vandamme y Derycke, 1983).

3.2 Efecto de la temperatura sobre la
actividad enzimatica

Como se muestra en las figuras 1y 2, las
actividades de la inulinasa fueron alta-
mente sensibles a la temperatura. La

actividad enzimatica incrementd con la
temperatura hasta 55 °C y luego disminuy6
con temperaturas mas altas.

De Paula et al. (2008) y Barthomeuf et al.
(1991) también reportaron temperaturas
Optimas de 55 °C para las inulinasas de K.
marxianus var. bulgaricus y Penicillium
rugulosum, respectivamente. Keto et al.
(1999) demostraron que la inulinasa libre
de Bacillus stearothermophilus KP1289
exhibe su actividad méaxima a 60 °C.

1,4 T T T T T T
® Vel inicial relativa
1,24 ——- Vida media relativa (modelo]]
| i 4
J_-:_ 1,0 ||
Ll e
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- \
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Figura 1. Efecto de la temperatura en la

actividad invertasa de la inulinasa de K.

marxianus NRRL Y-7571 en 20 g/L de

sacarosa.
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Figura 2. Efecto de la temperatura en la
actividad de inulinasa de K. marxianus NRRL
Y-7571 en 10 g/L de inulina.

Asimismo, Dhiman (2013) caracterizo
bioguimicamente  una inulinasa  de
Aspergillus sp. de la region de Punjab
(India) y demostré que la actividad 6ptima
es a 60 °C. No obstante, Cruz-Guerrero et
al. (1995) reportaron que la temperatura
Optima de la actividad invertasa (70 °C) es
mas alta que de la actividad inulolitica (50
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°C) de K. marxianus CDBB-L-278,
resultando interesante los  diferentes
perfiles que la enzima exhibe. Varios
estudios han determinado la temperatura
Optima para la actividad inulolitica de
diferentes cepas (Kango y Jain, 2011;
Negau y Bahrim, 2011; Pandey et al.,
1999; Ricca et al., 2007), concluyendo que
la actividad catalitica depende significa-
tivamente de la cepa utilizada como fuente
de produccin.

Ademas, la informacién que se obtiene del
perfil de la actividad versus temperatura es
muy importante. Como se puede ver, la
actividad enzimatica después de 55 °C es
altamente sensible a la temperatura, lo que
significa que este rango es estrecho con
poca flexibilidad operacional. Méas aln, el
valor de la temperatura éptima no es
necesariamente aquella que se utiliza en el
proceso industrial, muchos factores se
deben tomar en cuenta, incluyendo la
estabilidad térmica como se demostrara en
la siguiente seccion.

La constante de la energia de activacion
para la velocidad de reaccién inicial en
sacarosa e inulina se determiné ajustando
la Ec. (3) a los datos experimentales como
se muestra en la Figura 3. En la Tabla 2 se
resumen los parametros del modelo de
Arrhenius.

0,08 T T
e y= 27451 X
S A RE097
* Tl
—~ 0.5 y=-4784,7 X 4 J
g R?=0,97
=
—
=
=
5 -1.04 . 1
® Sacarosa
A Inulina
-1.5 T ‘ ‘ T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
1 1
(—— )% 10*

max

Figura 3. Gréfica de Arrhenius para la
reaccion catalizada por la inulinasa de K.
marxianus NRRL Y-7571 en sacarosa e
inulina.

Los resultados indican que la magnitud de
la energia de activacion para la actividad
invertasa es mas alta que para la actividad
inulolitica, indicando que menos energia es

requerida para promover la hidroélisis de la
inulina. Trabajando con el extracto
enzimatico crudo de la inulinasa de K.
marxianus NRRL Y-7571, Acuiia y Espi-
noza (2013) han reportado valores de la
energia de activacion de 7508 cal/mol y
5460 cal/mol para las reacciones en
sacarosa e inulina en las mismas condi-
ciones experimentales que se reporta en
este estudio. Estos resultados demuestran
que la magnitud de la E. es mas alta para la
reaccion catalizada en sacarosa utilizando
el extracto enziméatico purificado. Este
hallazgo se refiere que menos energia se
requiere para que la reaccion en sacarosa
proceda utilizando el extracto enzimatico
crudo.

Tabla 2

Pardmetros de Arrhenius para la reaccién
catalizada por la inulinasa de K. marxianus
NRRL Y-7571

Parmetro Actividad Actiyidad
invertasa inulinasa

Ea(cal/mol) 94833+ 1145 5440,8 +665,1

v, * (Ul/mL) 1,05x108 + 1,33x10% +
4,59x10° 2,93x10?2

* Los coeficientes de determinacion (R?) fueron 0,98
para ambas curvas.

Valores de la energia de activacion se han
reportado en el mismo rango para la
hidroélisis de sacarosa e inulina (Carniti et
al., 1991; Cruz-Guerrero et al., 1995;
Ettalibi y Baratti, 1990; Ettalibi y Baratti,
2001; Santos et al., 2007). De hecho, estas
magnitudes de la energia de activacion
estan dentro del rango que se reporta en la
literatura (lllanes, 2008).

3.3 Estudio de la estabilidad térmica

En las figuras 4 y 5 se observa que las
cinéticas de inactivacion térmica en
condiciones no reactivas de la inulinasa
obedecen una ecuacion cinética de primer
orden como se ha reportado en la literatura
(Carniti et al., 1990; Ricca et al., 2009).
Los resultados indican que el 42,6% vy
18,8% de las actividades de invertasa e
inulolitica se retuvieron después de 2 h de
incubacion en tampon citrato-fosfato de
0,05 M (pH 5,0) a 50 °C; mientras que las
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actividades residuales fueron insignifi-
cantes después de 30 min de incubacion a
60 °C. Como se puede ver, la estabilidad
térmica de la actividad de invertasa es mas
alta que de la inulolitica. La inactivacion
térmica es consecuencia del debilitamiento
de las fuerzas intermoleculares responsa-
bles de la conservacion de la estructura
tridimensional de la enzima que conducen
a una reduccion de la capacidad catalitica
(Illanes, 2008).

In(e/eo)

48 °C
50 °C
53°C |
55 °C
. : . 60 °C
0 100 200 300 400
Tiempo (min)

Figura 4. Estabilidad térmica en condiciones
no reactivas de la inulinasa de K. marxianus
NRRL Y-7571 actuando en sacarosa.

<« O E > e

48 °C
50 °C
53°C |
55°C

0 1(50 2(|)() 300
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Figura 5. Estabilidad térmica en condiciones

no-reactivas de la inulinasa de K. marxianus

NRRL Y-7571 actuando en inulina.

Cazetta et al. (2005) reportaron comporta-
mientos similares de la estabilidad térmica
de la inulinasa de K. marxianus en
sacarosa. Ellos mostraron que esta enzima
es estable por 3 h de incubacion a 50 °C,
mientras su actividad se perdié rapida-
mente a 55 y 60 °C. Cruz-Guerreo et al.

(1995) también reportaron que la inulinasa
de K. marxianus tiene buena estabilidad a
50 °C. No obstante, Barthomeuf et al.
(1991) reportaron que la inulinasa de
Penicillium rugulosum solamente fue
estable por 2 h a 50 °C y 12% de su
actividad se perdi6 a 55 °C y totalmente se
inactivo después de 30 min a 60 °C. Otros
estudios han mostrado que las inulinasas
del género  Aspergillus son  mas
termoestables que otras inulinasas micro-
bianas (Dhiman, 2013; Zittan, 1981). Esta
propiedad se puede relacionar al alto
contenido de azucares de las inulinasas
fangicas comparadas a las enzimas de
levaduras o bacterias (Ettalibi y Baratti,
1990).

Los valores de las constantes Eq se
determinaron del ajuste de la Ec. (6) a los
datos experimentales como se muestra en
la Figura 6 y se resumen en la Tabla 3.

0 T r T T
y=-12172 X
R?=0,98
14 4
[ y=-31783,3 X
3 R'=099 *
< 2 1
3
-3 J
® Sacarosa
A Inulina
-4 T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25
1 1
(=—=)x10"
T T

Figura 6. Determinacion de las energias de
activacion para la inactivacion enzimética de la
inulinasa de K. marxianus NRRL Y-7571
actuando en sacarosa e inulina.

Tabla 3

Parametros de Arrhenius para la inactivacion
enzimatica de la inulinasa de K. marxianus
NRRL Y-7571

Parimetro Actividad Actividad
invertasa inulinasa
Eq 629955 + 4143 241249 + 3650
(cal/mol)
S 2,49x10% + 3,45x10% +
mint ' '
kd, ) 2,25x103° 2,43x1013

* Los coeficientes de determinacion (R?) fueron 0,89
y 0,96 para los datos de sacarosa e inulina.
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La Eq es la minima energia requerida para
iniciar la inactivacion térmica de la
enzima. Para muchas reacciones cataliza-
das por enzimas, su magnitud esta en el
rango de 20 a 200 kcal/mol (lllanes, 2008).
Los resultados de las tablas 2 y 3 muestran
que mAs energia es necesaria para
promocionar la inactivacion enzimatica
gue para la formacion de producto del
complejo enzima-sustrato, asi que ambos
fendmenos responden a cambios diferentes
de la temperatura. Resultados similares han
sido reportados para la inulinasa de K.
marxianus CDBB-L-278 (Es = 28979
cal/mol en sacarosa y Eq = 10970 cal/mol
en inulina, Cruz-Guerrero et al., 1995).
Ademas, hay estudios en la literatura que
reportan valores mas altos de Eq4 para una
preparacion comercial actuando en inulina
(74910 cal/mol, Ricca et al., 2009) y para
la inulinasa de K. marxianus var.
Bulgaricus actuando en sacarosa (126750
cal/mol, Santos et al., 2007), resultando
estas enzimas interesantes desde un punto
de vista industrial.

Un parametro comin utilizado en la
caracterizacion de la estabilidad enzimatica
es el tiempo de vida media (Ec. 8). En la
Tabla 4 se resumen los datos experi-
mentales y los obtenidos del modelo para
ambas actividades. Como se puede ver, l0s
resultados experimentales y del modelo
corroboran los datos mostrados en las
figuras 1 y 2, en donde se muestra que la
actividad inulolitica es mas estable que la
actividad invertasa. Asi, 47,2% y 25% del
tiempo de vida media a 48 °C se redujo
cuando la temperatura de incubacion se
cambié a 50 °C.

3.4 Determinacion de la temperatura del
proceso

Zittan (1981) sugirié por razones cinéticas
y desde un punto de vista higiénico que el
proceso industrial de la hidrolisis enzima-
tica de la inulina se debe realizar a 60 °C y
varios autores desde entonces han reco-
mendado esta temperatura (Ricca et al.,
2007; Singh y Gill, 2006). Sin embargo, la
mayoria de las inulinasas que se han
reportadas pierden su actividad después de

pocas horas a 60 °C y por lo tanto
requieren reposicion aumentando asi el
costo de produccion (Dhiman, 2013). Por
tal motivo, existe un creciente interés en la
utilizacion de inulinasas con alta esta-
bilidad térmica y la aplicacién de modelos
matematicos para optimizar los procesos
enzimaticos en funcion de la temperatura
(IManes et al., 2000; Ricca et al., 2009).

Tabla 4
Valores del tiempo de vida media de la
inulinasa de K. marxianus NRRL Y-7571

T Sacarosa Inulina

(o ) Te>_<p Tm_od Te3<p Tm_od

(min)  (min)  (min) (min)

48 248 208 60 53
50 131 113 45 42
53 51 46 30 30
55 38 25 26 24
60 7 6 - -

En las figuras 1 y 2 se observa que el
tiempo de vida media decrece rapidamente
con el incremento de la temperatura, por lo
que la seleccidn de una temperatura para el
proceso es sumamente importante para
disminuir la pérdida de la actividad
enzimatica, la que debe ser menor que la
temperatura Optima de la actividad
enzimatica. Utilizando el modelo, la
temperatura del proceso se estimo de la
intercepcion de las curvas que representan
la actividad enzimatica y la vida media
relativa (Santos et al., 2007), resultando 49
°C para ambos procesos hidroliticos
(Figuras 1 y 2). A esta temperatura, el
tiempo de vida media relativo fue 0,76 y
0.86 para las actividades de invertasa e
inulinasa, respectivamente; lo que implica
que la estabilidad térmica es significa-
tivamente alta.

La informacién que proporciona este
modelo es muy (til para tener un criterio
de seleccion de la temperatura de
operacion que proporcione altas produc-
tividades volumétricas y costos reducidos
por el uso de la enzima, lo que es de vital
importancia en las aplicaciones industriales
de las inulinasas.
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4. Conclusiones

La actividad y la estabilidad térmica en
sacarosa e inulina de la inulinasa de K.
marxianus NRRL Y-7571 fueron alta-
mente sensibles a la temperatura y se
describieron  utilizando un  modelo
matematico. Las cinéticas de inactivacion
térmica obedecieron una ecuacion cinética
de primer orden como es el caso de
muchas enzimas que catalizan en fase
homogénea. La determinacion de la
temperatura del proceso, como un com-
promiso entre las altas temperaturas
favoreciendo la velocidad de reaccién y las
bajas temperaturas disminuyendo las
velocidades de inactivacion, se realizd
utilizando la metodologia propuesta por
Santos et al. (2007). EI modelo matematico
y la determinacion de sus parametros, los
gue se propusieron en este estudio, fueron
procedimientos Utiles para el calculo de la
temperatura de los procesos enzimaticos de
hidrélisis de sacarosa e inulina, la que es
altimamente determinada por una evalua-
cién econdmica.
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