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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar la produccién de inulinasa extracelular por el hongo Purpureocillium
lilacinum en medio de Mathur modificado suplementado con diferentes carbohidratos e inulina comercial como
fuente de carbono, a diferentes pH s y fuentes de nitrdgeno, determinando los azlcares reductores del hidrolizado
por el método de Nelson modificado por Somogy, utilizando como sustrato inulina comercial al 1.0 % (p/v) en
regulador de acetatos 50 mM pH= 5.0. Ademas, se analizaron algunas caracteristicas bioquimicas, como la
estabilidad a 4°C y 28°C, pH y temperatura optimos, el efecto de la concentracion de proteina y sustrato, siendo
los mejores inductores inulina de achicoria (AE 14.8), glucosa (AE 5.2) y acido poligalacturdnico, a los de 7 dias
de incubacion y acido glutamico como fuente de nitrdgeno, a un pH de 4.0. Ademas, la actividad enzimatica fue
muy estable a 4°C, pH 5.5, y 6 horas de incubacion.

ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the extracellular inulinase production by the fungus Purpureocillium
lilacinum in modified Mathur’s medium supplemented with different carbohydrates and commercial inulin as a
carbon source, at different pH's and nitrogen sources, determining the reducing sugars of the hydrolysate by the
Nelson method modified by Somogy, using as substrate commercial inulin at 1.0% (w/v) in 50 mM acetate buffer
pH= 5.0. In addition, some biochemical characteristics were analyzed, such as stability at 4°C and 28°C, optimum
pH and temperature, the effect of protein and substrate concentration, the best inducers being chicory inulin (EA
14.8), glucose (EA 5.2) and polygalacturonic acid, at 7 days of incubation and glutamic acid as a nitrogen source,
at pH of 4.0. In addition, the enzymatic activity was very stable at 4°C, pH 5.5, and 6 hours of incubation.
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INTRODUCCION

Inulina es el nombre con el que se designa a una familia de glicidos complejos (polisacaridos), compuestos de
cadenas moleculares de fructosa. Es, por lo tanto, un fructosano o fructano, que se encuentra generalmente en
las raices, tubérculos y rizomas de ciertas plantas fanerégamas (achicoria, diente de ledn, yacdn, etc.) como
sustancia de reserva, y forma parte de la fibra alimentaria (Singh et al., 2020). El nombre de inulina procede de
la primera planta que se aislé en 1804 por el cientifico Rose, en el helenio (Inula helenium). Estas son polimeros
compuestos principalmente por 4 unidades de fructosa, unidas por enlaces glucosidicos B (2—1) y poseen una
glucosa terminal. Las primeras estimaciones sobre su masa molecular proporcionaron valores del orden de 5.000
g/mol (Lopez Castrejon et al., 2020), pero otros estudios han cifrado su valor en torno a 4.600 g/mol (Gennaro
et al.,, 2000). Las inulinas naturales, presentes en las plantas, se encuentran formadas usualmente por entre 60 y
100 unidades de fructosa con moléculas de glucosa en los extremos, y se les considera carbohidratos de cadena
corta (Englyst & Hudson, 1996) o de bajo nivel de polimerizacion, y se pueden obtener de diferentes fuentes como
Yacon (Smallantus sonchifolius) y la Tuna (Opuntia ficus-indica) (Fernandez Pérez & Villalobos Saucedo, 2020),
de desechos de jicama (Pachyrhizus erosus) (Melgoza-Sevilla et al., 2017) y de alcachofa (Fragoso Jarillo, 2016).
Ademas, se ha reportado que la inulina tiene una gran variedad de aplicaciones industriales, comerciales y
alimenticias (Mathur & Sadana, 2021), como en la produccion de etanol, a partir de hojas de Agave salmiana
(Silva Mendoza, 2020), sustituto de grasas y aceites en la industria panificadora (Tufifio Quintana 2019). También
se ha descrito que tiene usos médicos y terapéuticos, como en el tratamiento de la enfermedad aguda infantil y
en especies pecuarias (Ayala-Monter et a/., 2018; Jativa-Marifo et al, 2021), asi como en el control y pérdida de
peso en humanos (Quitral et al,, 2018).

Por otra parte, se ha reportado que la inulina (pura o cruda) es el sustrato e inductor mas potente para la
produccion de inulinasas (Singh et al., 2017). Los diferentes microorganismos productores de este polisacarido
incluyen bacterias, levaduras y hongos como Aspergillus, el cual se ha reportado como uno de los mas utilizados
para la produccion de éstas, considerando su importancia ambiental y econdmica para la degradaciéon de los
residuos agroindustriales, como el bagazo de pifia, que es uno de los subproductos agroindustriales mas
abundantes en el pais (Chesini, 2020). Entre los microorganismos que se han reportado como productores de
estas enzimas se encuentran: Aspergillus niger (Parivuguna et al., 2019; Germec et al., 2020; Silva Mendoza,
2020; Germec & Turhan, 2020), Sacchamomyces paradoxus (Sandoval-Gonzalez et al., 2018), Aspergillus kawachii
IFO 4308 (Chesini, 2020), Penicillum lanosocoeurelum (Corrado et al., 2021), Penicillium amphipolaria (Das et al.,
2020), Peniciflium oxalicum (Singh et al., 2018), Sphingobacterium sp. (He et al., 2020), Penicillium sp., Bacillus
sp., Clostridium sp., Pseudomonas sp. (Kim et al., 1997), Arthrobacter sp. (Kim et al., 2008), Staphylococcus sp.,
Xanthomonas sp., Kluyveromyces sp. (Cruz-Guerrero et al., 2007), Cryptococcus sp. (Gao et al., 2007), Pichia sp.,
Sporotrichum sp., Candida sp., A. niger (Otha et al., 1993) y Penicillium oxalicum BGPUP-4 (Singh & Chauhan,
2017), por lo que es de gran interés analizar otros microorganismos, de facil cultivo y que produzcan inulinasas
como el hongo Purpureocillium lilacinum.

P. lilacinum, es un hongo filamentoso de la familia Ophiocordycipitaceae, el cual se ha aislado de una amplia gama
de habitats, incluidos suelos cultivados y no cultivados, bosques, pastizales, desiertos, sedimentos estuarinos y
lodos de aguas residuales e insectos. También se ha encontrado en huevos de nematodos agalladores y
ocasionalmente en hembras de nematodos y quistes (Salazar-Moncada et a/., 2020). Ademas, se ha detectado
con frecuencia en la rizosfera de muchos cultivos, y puede crecer en un amplio rango de temperaturas, aunque
su crecimiento Optimo se encuentra en el rango de 26 a 30°C. Presenta una gran tolerancia al pH, puede crecer
en diferentes sustratos, y tiene un gran potencial como agente de control bioldgico para inhibir el crecimiento de
nematodos agalladores destructivos (Toledo-Hernandez et al., 2021). Actualmente, se le considera un patégeno
emergente (Salazar-Gonzalez et al., 2020), pues causa una gran variedad de manifestaciones clinicas en individuos
inmunocompetentes e inmunodeprimidos, que van desde micosis superficiales hasta infecciones sistémicas
potencialmente mortales, teniendo predileccion por las estructuras oculares, por lo que la mayoria de las
manifestaciones clinicas reportadas con frecuencia en los seres humanos son infecciones como la queratomicosis
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en usuarios de lentes de contacto, después de implante de lente intraocular o trauma ocular (Lopez-Medrano et
al., 2015). Sin embargo, se le reconoce cada vez mas como un agente etioldgico de infecciones fungicas invasivas,
entre las que se encuentran: Infecciones del torrente sanguineo, bursitis, endocarditis, sinusitis invasiva, peritonitis
y neumonia (Sprute et al.,, 2021). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar la produccién de inulinasas
extracelulares del hongo P. /ilacinum, bajo diferentes condiciones como la presencia de diferentes fuentes de
carbono incluyendo inulina comercial.

MATERIALES Y METODOS

Cepa utilizada

Se utilizd el hongo contaminante ambiental 2. /ilacinum, resistente a Cr (VI), y que remueve eficientemente As
(I11), el cual fue aislado del aire de una zona cercana a la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP, San Luis
Potosi, S.L.P, México, a partir de medios de Agar Extracto de Malta adicionados con 500 ppm de Cr (VI). El aislado
fungico se mantuvo de manera rutinaria en Agar Papa Dextrosa (APD) a 4°C.

Medio de cultivo para la produccion de inulinasas

Para la propagacion del hongo, se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio de
Mathur modificado: MgS04.7H20, 2.5 g; KH2PO4, 2.72 g (Tu, 1985); suplementado con diferentes fuentes de
carbono como: glucosa, xilosa, fructosa, maltosa, sacarosa, lactosa, acido poligalacturonico e inulina de achicoria
(Sigma Aldrich), al 2% (p/v), a excepcion de la celulosa que se anadié al 2.5% (p/v), y conteniendo glutamato,
cloruro de amonio, urea, asparagina o glutamina (5.28 g) cuando se determind el efecto de diferentes fuentes de
nitrdgeno sobre la actividad de inulina extracelular, llevando a 1 L con agua destilada, pH final 5.5 (Tu, 1985). Los
medios de cultivo ya preparados se inocularon con 1 X 10° esporas/mL a partir de una colonia de 5 dias de
crecimiento de P. /ilacinum, incubandose a 28°C, con agitacion constante (100 rpm), para posteriormente,
determinar los parametros optimos de induccion de la actividad de inulinasa flngica extracelular.

Crecimiento por peso seco

Después de 12 dias de incubacion a 100 rpm, el sobrenadante del cultivo del hongo se cosechd en un tubo
graduado, previamente pesado y se centrifugo a 3000 rpm/10 min, desechando el sobrenadante. El paquete
celular se sec6 a 80°C, durante 24 h, y se peso el tubo, determinando por diferencia el peso seco de la muestra.
Todos los experimentos se realizaron minimo 3 veces por duplicado.

Determinacion de proteina
Esta se determiné por el método de Lowry et a/. (1951), utilizando albumina de suero bovino como control.
Determinacion de la actividad enzimatica de inulinasa extracelular.

Para la determinacion de la actividad enzimatica extracelular de inulinasa del hongo en las condiciones antes
mencionadas, se determinaron los azlcares reductores del hidrolizado del polisacarido por el método de Nelson
modificado por Somogy (1952), utilizando como sustrato inulina de achicoria al 1.0 % (p/v) en regulador de
acetatos 50 mM pH=5.0.

Procedimiento

A 200 pL del extracto enzimatico (filtrado del hongo) se le afiadié 1.5 mL de inulina al 1.0% (p/v), y se incubo
durante 60 minutos a 28°C. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 0.5 mL y se mezclaron inmediatamente con
0.5 mL de reactivo cuprico. Después, los tubos se incubaron en bafo Maria durante 10 min., se enfriaron, y se les
afadié 1 mL del reactivo de arsenomolibdato y se incubaron 30 minutos a 28°C. Posteriormente, la mezcla se
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centrifugd a 3000 rpm/5min, para remover el precipitado residual del sustrato, leyendo la absorbancia del
sobrenadante a 500 nm en un Espectrofotémetro de luz UV-Visible (Shimadzu modelo 160-A), usando como
referencia un blanco preparado con agua tridesionizada de acuerdo con el procedimiento anterior, asi como un
control positivo utilizando inulinasa comercial de Aspergillus niger (Sigma Aldich). La actividad de inulinasa se
expresa como Actividad Especifica (AE) (nanogramos de fructosa/min/mg de proteina). Todos los experimentos
se realizaron un minimo de 2 veces y por duplicado.

Efecto del tiempo de incubacién sobre la induccion de las actividades liticas extracelulares

El hongo se inoculd en 13 matraces Erlenmeyer de 250 mL (1 matraz para cada tiempo) conteniendo 50 mL del
medio de Mathur modificado, suplementados con el sustrato de inulina comercial al 1.0% (p/v) en regulador de
acetatos 50 mM pH= 5.0 y se incubaron a 28°C, con agitacion constante a 100 rpm. A diferentes tiempos (3, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12 y 13 dias), se cosecho el sobrenadante por filtracion, y se les determind la actividad litica
extracelular, por el método de Nelson modificado por Somogy (1952), asi como la proteina extracelular por el
método de Lowry (1951) utilizando albumina de suero bovino como estandar.

Efecto de diferentes fuentes de nitrégeno sobre el crecimiento, produccién de enzimas y produccién de proteina
extracelular

El hongo se inoculdé en 12 matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio de Mathur modificado,
suplementados con inulina comercial al 1.0% (p/v) como fuente de carbono, al cual se le varié la fuente de
nitrégeno, utilizando los siguientes compuestos: glutamato, sulfato de amonio, urea, nitrato de amonio, glutamina
y asparagina (5.28 g/L), y se incubaron a 28°C con agitacion constante a 100 rpm y a los 7 dias, se cosechd el
micelio por filtracién en papel filtro en un embudo Buchner y se lavd con agua destilada, determinando el
crecimiento del hongo por peso seco, y en el filtrado la actividad celulolitica y proteina extracelulares como se
describid anteriormente.

Efecto del pH inicial sobre el crecimiento y produccion de enzimas celuloliticas

A 10 matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio de Mathur modificado, suplementados con
inulina comercial al 1.0% (p/v) y glutamina (5.28 g/L), como fuentes de carbono y nitrdgeno respectivamente, y
se les modificd el pH inicial (adicionando NaOH 1 N), con valores iniciales de 4.0, 5.0, 5.5, 6.0 y 7.0 (se prepararon
dos matraces para cada valor de pH), inoculando 1 x10° esporas/mL, incubando a 28°C con agitacion constante
a 100 rpm durante 7 dias, después se coseché el micelio por filtracion en papel filtro en un embudo Buchner y
se lavd con agua destilada, determinando en el filtrado la actividad celulolitica y la proteina extracelulares como
se describié anteriormente.

Andlisis de algunas propiedades de la actividad enzimatica de inulinasa extracelular

Para estos experimentos, se empled una muestra de 200 pL del filtrado del hongo, después de la induccién de la
actividad enzimatica, incubando en las condiciones adecuadas para los diferentes parametros a ensayar, tomando
alicuotas a diferentes tiempos (10-20 pg/ensayo), pH s, temperaturas, etc., e incubando durante 60 minutos a
28°C, en presencia de inulina comercial al 1.0% (p/v) en regulador de acetatos 50 mM pH=5.0 como sustrato,
determinando la actividad celulolitica y la proteina extracelulares como se describié anteriormente. Los parametros
analizados fueron: Estabilidad, pH, temperatura, tiempo de incubacion, concentracion de proteina y de inulina.

Analisis estadistico

Las diferencias se evaluaron mediante la prueba U de Mann-Whitney, el analisis de varianza unidireccional
(ANOVA) con la prueba post hoc de Tukey. P <0,05 se considerd estadisticamente significativo. Encontrando en
este andlisis que no se encuentran diferencias significativas entre los grupos de datos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se indujo la produccion de inulinasas extracelulares encontrando actividad enzimatica, principalmente con inulina
de achicoria (AE 14.8), seguida de glucosa (AE 5.2), acido poligalacturénico (AE 3.4) y xilosa (AE 2.23), como
Unica fuente de carbono (Tabla 1), lo cual es relevante, y coincide con algunos reportes de la literatura para
diferentes microorganismos como: Aspergillus sp., Penicillium sp., Bacillus sp., Clostridium sp.y Pseudomonas sp.
(Kim et al,, 1997), A. niger (Otha et al., 1993; Parivuguna et al., 2019; Germec et al., 2020; Silva Mendoza, 2020;
Germec & Turhan, 2020), Staphylococcus sp., Xanthomonas sp., Kluyveromyces sp. (Cruz-Guerrero et al., 2007),
Cryptococcus sp. (Gao et al., 2007), Arthrobacter sp. (Kim et al., 2008), Pichia sp., Sporotrichum sp., Candida sp.,
K. marxianus (Cazetta et al., 2010), S. paradoxus (Sandoval-Gonzalez et al., 2018), P. oxalicum (Singh et al.,
2017), A. kawachii IFO 4308 (Chesini, 2020), P. amphipolaria (Das et al., 2020), Sphingobacterium sp. (He et al.,
2020) y P. lanosocoeurelum (Corrado et al., 2021). Cabe mencionar que, en presencia de sacarosa como fuente
de carbono, se obtuvo un menor crecimiento como peso seco y proteina extracelular, con respecto a otras fuentes
analizadas, pero no se observo actividad enzimatica de inulinasa, lo cual es diferente a la mayoria de los reportes
de la literatura. Los experimentos posteriores se realizaron con inulina comercial como fuente de carbono, variando
la fuente de nitrdgeno y las otras condiciones analizadas.

Tabla 1: Induccidn de Inulinasas extracelulares por Purpureocillium lilacinun?

Fuente de carbono Crecimiento Proteina extracelular Actividad especifica
(mg de peso seco) (ng/mL) (nanogramosde
fructosa/min/mg de proteina)
Glucosa 313 86 5.22
Celulosa N.D.* 4.0 0.00
Xilosa 96 220 2.23
Fructosa 128 126 0.0
Maltosa 47 258 1.23
Sacarosa 52 70 0.0
) Lactosa 4.0 208 0.0
Acido poligalacturénico 77 80 3.24
Inulina 147 44 14.8

a.- 7 dias de incubacién a 28°C, 100 rpm. pH 5.5; N. D.” (No Determinado).
— La celulosa remanente en el medio interfiere con la cuantificacion del peso seco del hongo.

Posteriormente, se indujo la actividad de inulinasa extracelular a diferentes tiempos, encontrando que la mayor
actividad enzimatica se presenta a los 7 dias de incubacion a 28°C y un pH de 5.5 (Figura 1). Al respecto, los
datos reportados son diferentes a lo encontrado para Rhizopus microsporus 13alV el cual mostré una maxima
actividad de inulinasa extracelular a las 36 horas de incubacion (Flores-Gallegos et al., 2015), en A. fumigatus
SOC-5A 'y Thermomyces lanoginosus fue a las 60 horas (Flores-Gallegos et al., 2015), para P. subrubescens y P.
oxalicum BGPUP-4, fue a los 4 y 5 dias de incubacion a 28°C y 30°C, respectivamente (Mansouri et al., 2013;
Singh & Chauhan, 2017), a los 30 horas de incubacién con A. niger AM 270052.1 (Parivuguna et al, 2019), un pH
de 5.0 para la levadura Hanseniaspora uvarum (Silva Mendoza, 2020), y un pH éptimo de 3.0 para la enzima de
A. kawachii IFO 4308 (Chesini, 2020).

La Tabla 2, nos muestra que la mayor actividad de inulinasa producida por el hongo P. /ilacinum, exhibié un pH
inicial dptimo de 4.0; mientras que un mayor crecimiento (mg de peso seco) se observd a un pH diferente del
optimo inicial. Estos datos son diferentes a lo reportado para P. oxalicum BGPUP-4 y A. niger, en los cuales se
reporta un pH optimo de induccion a un valor de 5.5 (Singh & Chauhan, 2017; Rocha Flores & Gonzalez Ponce,
2017), para la bacteria Marinimicrobium sp., aislada en el mar de China, se observo una temperatura y pH optimos
de induccién a 55°C y pH de 9.0 (Li et a/., 2012). También, en las bacterias Bacillus stearothermophilus (Kato et
al, 1999), Bacillus smithii (Gao et al., 2009) y el actinomiceto marino Nocardiopsis sp., se ha reportado que
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producen inulinasas termoestables (75°C) y un pH de induccién de 4.0 para las bacterias y de 5.0-11.0 para el
actinomiceto (Gill et a/,, 2003), un pH inicial de 6.5 y a 35°C (Dinarvand et al., 2012), para A. niger ATCC 20611,
A. kawachiii y A. kawachii IFO 4308, un pH de 3.0, (Chesini et al, 2013; Chesini, 2020), un pH de 4.5 para A.
niger (Parivuguna et al., 2019; Li et a/., 2021), de 7.7 para S. paradoxus (Sandoval-Gonzalez et a/., 2018), 5.5 a
los 10 dias de incubacién para A. niger A42 (Germec & Turhan, 2020), y un pH de 5.1 para la enzima de P.

lanosocoeurelum a los 4 dias de incubacion (Corrado et al., 2021).

Tabla 2: Efecto del pH inicial sobre el crecimiento y produccion de Inulinasas extracelulares por Purpureocillium lilacinun?
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Fig. 1: Cinética de induccidn de actividad de inulinasa extracelular
por el hongo Purpureociflium lilacinum. 28°C, 100 rpm. pH 5.5.

pH inicial Crecimiento en peso seco Proteina extracelular Actividad especifica
(mg) (mg/mL) (nanogramos de
fructosa/min/mg de
proteina)
4.0 69 1536 324
5.0 49 734 24.8
5.5 19 8 14.8
6.0 110 110 12.1
7.0 86 74 10.2
8.0 57 60 4.1

a.- 7 dias de incubacién a 28°C, 100 rpm

También, la actividad de inulinasa fue notablemente afectada por la fuente de nitrdgeno, pues la sustitucién de la
glutamina por otros sustratos como fuente de nitrdgeno, como acido glutamico y cloruro de amonio, indujo un
descenso significativo en el crecimiento y la actividad de la enzima, disminuyendo la actividad especifica de 20.0
a 14.8 y 2.9, respectivamente. Otras fuentes de nitrégeno como urea, nitrato de amonio y asparagina, no indujeron
la actividad enzimatica (Tabla 3). El mayor crecimiento del hongo se obtuvo con acido glutamico, seguido de
asparagina y nitrato de amonio, ademas de que no se observd una correlacion entre el crecimiento y la produccion
de proteina extracelular. En la literatura, se ha reportado que las fuentes inorganicas de nitrégeno no tienen efecto
sobre la actividad enzimatica de los hongos A. nigery A. tamarii, pero con extractos de carne y levadura se obtiene
una buena produccién de la enzima (Dinarvand et al., 2012; Saber & EIl-Naggar, 2009), para la enzima de A.
amphipolaria KAS 2555, se ha reportado una mayor actividad con sulfato de amonio (Das et a/., 2020) y fosfato
acido de sodio al 1%, para A. niger (Germec et al., 2020).
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Tabla 3: Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el crecimiento y produccién de Inulinasas extracelulares
por Purpureocifllium lilacinun?

Fuente de nitrégeno Crecimiento Proteina extracelular Actividad especifica
(mg de peso seco) (ug/mL) (nanogramos de
fructosa/min/mg de proteina)
Nitrato de amonio 25 8 0.0
Cloruro de amonio 6 10 2.9
Urea 2 54 0.0
Asparagina 47 160 0.0
Glutamina 19 8 20
Acido glutdmico 147 44 14.8

a.- 7 dias de incubacion a 28°C, 100 rpm

Con respecto a la actividad enzimatica extracelular obtenida, se encontré que ésta fue muy estable a 0 y 4°C,
pues a los 7 dias de incubacion, se tiene una actividad de 97% y 90%, respectivamente, aunque fue diferente a
28°C y 37°C, debido a que se observo un 70% y 59% de actividad remanente (Figura 2). En comparacion a los
datos anteriores, se ha reportado que una endo inulinasa de A. niger, conserva 90% y 95% a los 60°C a los 5 dias
de incubacién (Nguyen et a/,, 2011), una inulinasa muy inestable a 70 y 80°C de A. niger A42 (Germec & Turhan,
2020), para la inulinasa de la levadura Hanseniaspora uvarum, que conserva el 80% de actividad a 30°C a las 24
horas (Silva Mendoza, 2020), la actividad enzimatica de A. niger ATCC 20611, que conserva un 92% y 53% de
actividad remanente a 50°C a los 30 y 180 minutos de incubacion, respectivamente (Dinarvand et a/., 2012).
También, la enzima de R. microsporus 13alV, retiene un 87% de actividad remanente después de 6 horas a 60°C
(Flores-Gallegos et al., 2015), para A. kawachii IFO 4308, la enzima conserva un 40% de su actividad residual a
65°C durante 180 minutos (Chesini 2020), para el 50% de actividad residual para dos exo inulinasas de P. oxalicum
(Singh et al,, 2018), una enzima similar de Sphingobacterium sp., la cual es estable a 60°C durante 5 minutos (He
et al., 2020). Asimismo, esta actividad tiene un pH éptimo de 5.5 (Figura 3), lo cual es similar para la actividad
enzimatica de algunas cepas de A. niger (Nguyen et al., 2011; Rocha Flores & Gonzalez Ponce, 2017; Parivuguna
et al., 2019; Germec et al., 2020; Germec & Turhan, 2020) y para una endo inulinasa de Lijpomyces starkeyi NRRL
Y-11557 (Bao et al, 2019), un pH de 5.0 para dos exo inulinasas de P. oxalicum (Singh et al., 2018), y de 5-0-
10.0 para la enzima de Sphingobacterium sp. (He et al., 2020).
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Fig. 2: Estabilidad de la actividad de inulinasa Extracelular Fig. 3: Efecto del pH sobre la actividad de inulinasa
de Purpureocillium lilacinum. extracelular de Purpureocillium lilacinum.

Para la temperatura, la actividad enzimatica encontrada en este trabajo es mayor a los 50°C (Figura 4), lo cual es
similar para la actividad de inulinasa de A. niger ATCC 20611 (Dinarvand et al., 2012). Pero, es diferente a los
45°C reportados para A. fumigatus (Gouda, 2002), los 37°C reportados para A. niveus Blochwitz 4128 URM (Souza-
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Motta et al, 2005), 46°C para Streptomyces sp., GNDU1 (Gill et al. 2003), 40°C para A. tamarii (Saber & EI-
Naggar, 2009), 70°C para la enzima de R. microsporus 13alV (Flores-Gallegos et al., 2015), para la inulinasa de
A. fumigatus GNCC 1351, P. rugulosum MTCC 3487 y A. niger GNCC 2655, se observo una temperatura dptima
de 60°C y 65°C, respectivamente (Rawat ef a/, 2015; Nguyen et al, 2011), para otras cepas de A. niger, se
encontré una temperatura de 55°C (Rocha Flores & Gonzalez Ponce, 2017; Parivuguna et a/., 2019), 70°C para
una endo inulinasa de Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 (Bao et al., 2019), 55°C para dos exo inulinasas de P.
oxalicum (Singh et al, 2018) y una temperatura éptima de 45°C para Sphingobacterium sp. (He et al., 2020).
Mientras que, en relacidon con la concentracidn de proteina, se encontréd una mayor actividad enzimatica con 350
Mg/ensayo (Figura 5). Al respecto, para una endo inulinasa de A. niger, se ha reportado una concentracion de
proteina de 2.04% (p/v) (Nguyen et a/., 2011), 10 U/g de enzima para el mismo hongo (Li et a/, 2021), 0.306-
0.545 mg/mL (Germec & Turhan, 2020) 4317 pmoles de proteina para una exoinulinasa de Kluyveromyces
cicerisporus y de Aspergilus ficuum, expresadas en Pichia pastoris y E. colj, tienen una Km de 0.322 y 7.1 mM,
respectivamente (Ma et al,, 2016; Chen et al,, 2013).
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También, la actividad enzimatica analizada, presenta un tiempo de incubacion éptimo a las 6 horas de incubacién,
(Figura 6). Estos resultados son similares a lo reportado para una enzima recombinante de A. kawachii IFO 4308
(Chesini 2020). Por otro lado, para una endo inulinasa de A. niger, se ha reportado una vida media de 10 minutos,
15, 24, 30 horas y 48 dias (Germec & Turhan, 2020; Li et a/, 2012; Nguyen et al., 2011; Parivuguna et a/., 2019;
Li et al, 2021), 7.2 minutos para la enzima de A. niger A42 (Germec & Turhan, 2020), y para la concentracién de
sustrato, se encontrd que al 25% (p/v) de inulina comercial, se produce la mayor actividad (Figura 7), y en relacion
con este parametro, se ha reportado que para una endo inulinasa de A. niger, a una concentracion de inulina de
2.19% (p/v), donde se reporta la mayor actividad enzimatica (Nguyen et a/,, 2011), de 50 g/L (Li et a/., 2021) y
2% (p/v) (Germec & Turhan, 2020), para la enzima de otras cepas del mismo hongo, aumenta la actividad
enzimatica al incrementar la concentracion de sustrato de 0.1 a 1.0 M (Chesini 2020), y para una exoinulinasa de
K. cicerisporus expresada en P. pastoris se reporta una Km de 0.322 mM y una Vmax of 4317 uM/min/mg de
proteina, utilizando inulina como sustrato (Ma et a/., 2015).

Finalmente, la Tabla 4 muestra un resumen de los resultados obtenidos.

Tabla 4: Caracteristicas cinéticas de las actividades enzimaticas extracelulares de Purpureocillium lilacinum

Parametro Actividad
Estabilidad a 0°C 97 % /7 dias
Estabilidad 4°C 90% /7 dias
Estabilidad a 28°C 70% /7 dias
Estabilidad 37°C 54% /7 dias
pH éptimo 5.5
Temperatura 6ptima 50°C
Concentracion saturante de enzima (ug/mL) 300
Concentracion saturante de inulina (%) 25
Tiempo de incubacion 6 horas

CONCLUSIONES

En la literatura se ha descrito la importancia de las inulinasas en diferentes sectores de la industria, las cuales se
han aislado de diferentes microorganismos, y en este trabajo se analizo la produccion de inulinasas extracelulares
del hongo P. lilacinum, encontrando las siguientes caracteristicas:

1.- El hongo analizado produce actividad de inulinasa extracelular, en presencia de diferentes fuentes de carbono.
2.- El tiempo 6ptimo de induccidn fue a los 7 dias de incubacion, a 28°C, pH de 5.5 y 100 rpm.

3.- Los sustratos mas efectivos fueron inulina de achicoria y glutamina como fuentes de carbono y nitrégeno,
respectivamente.

4.- La actividad de inulinasa es mas estable a 0 y 4°C, a los 7 dias de incubacion, con una actividad remanente de
97% y 90%, mientras que a 28°C y 37°C, se observo un 70% y 59% de actividad remanente.

5.- El pH y temperatura 6ptimos fueron de 5.5 y 50°C.

6.- El tiempo de incubacién fue de 6 horas.

7.- Los datos obtenidos sugieren que esta actividad enzimatica puede participar en la degradacion del polisacarido.
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