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CAPITULO I RESUMEN

I-RESUMEN.

Mediante un proceso de fermentacién en estado solido (FES) se producen
proteasas acidas como una alternativa para satisfacer las demandas crecientes de las
industrias en las que se aplican, tales como la farmacéutica, la cervecera, la

alimenticia, etc.

Se optimiz6 el medio de fermentaciéon y las condiciones de operacién para
obtener la mayor produccién de proteasas acidas, se experiment6 con tres medios de
fermentacién que funcionan como nutrientes y soporte a la vez, los cuales fueron
salvado, soya y trigo como medios puros y en diferentes combinaciones entre si con
una humedad del 50%, empacados en unos fermentadores diferenciales y acoplados a
unos humificadores durante 36 horas de fermentacion.

Al medio de fermentacion se le adicionaron fuentes de carbono y de nitrogeno
ademas de microelementos como promotores de la produccion de proteasas acidas,
también se modificaron las condiciones de operacién tales como la temperatura, el
pH y la humedad iniciales del medio de fermentacién, el tamafio de particula de éste y
su densidad de empaque, el tamafo de inoculo y las condiciones de aereacion
observandose asi el efecto producido sobre la produccién de dichas enzimas.

Con el medig de fermentacién optimizado y las condiciones de operacion mas
adecuadas se realizé una cinética de crecimiento midiendo la cantidad de oxigeno v
de biéxido de carbono por medio de cromatografia de gases, en lo cual las tasas de
consumo y produccién respectivamente se utilizan como parametros para estimar el
crecimiento microbiano en fermentadores empacados.




CAPITULO 11 MOTIVACION PARA_EL. DESARROLLO.

11.-MOTIVACION PARA EL DESARROLLO DE ESTE TRABAJO.

Como un resultado de la creciente demanda de las enzimas en sus multiples
campos de aplicacion y los elevados costos de las importaciones en el mercado
mundial, surge la necesidad de implementar métodos sencillos que utilicen materia
prima barata para complementar y satisfacer los requerimientos de las industrias en
las que se aplican dichas enzimas, asi como también en importantes procesos en los

que éstas se requieren.

La mayoria de las proteasas acidas son de importacion, por lo cual su
explotacion es muy atractiva en el mercado nacional por las diversas aplicaciones

que se tienen.

Los procesos de fermentacion en estado solido (FES) no han sido explotados
aun en la misma magnitud que los de fermentacion en estado liquido (FEL), ésto es
debido a la heterogeneidad resultante en el medio de fermentacién y a la
problematica que surge debido a que no se pueden controlar las condiciones de
operacion tales como el pH, la humedad, la remocién del calor metabdlico producido,
etc. bajando asi los rendimientos.

Sin embargo, como resultado de varias experimentaciones a nivel laboratorio
se determinaran log parametros que se utilizaran para el escalamiento a nivel planta
piloto y posteriormente a escala industrial, aprovechando ademas algunas de las
ventajas que la FES ofrece sobre la FEL.

Las enzimas obtenidas por FES pueden utilizarse como concentrados
enzimaticos, dando como resultado que los procesos de purificacién puedan ser
baratos, ademas se utilizan en concentraciones pequefias con rendimientos
aceptables; siendo asi muy atractivas en la multiplicidad de sus usos.

Cabe mencionar que las enzimas obtenidas por FES no reemplazaran a las

obtenidas por FEL, sino que se proyectan como una alternativa para complementar
la demanda en sus diversos campos de aplicacion.
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CAPITULO (11 INTRODUCCION

M-INTRODUCCION.

a) Definicién y generalidades de fermentacion.

Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado los procesos de fermen‘tacién
aun sin tener conocimiento alguno de la existencia de los microorganismos,
principalmente en la produccién y conservaciéon de alimentos y de algunas bebidas
alcoholicas (Hesseltine, 1965; Sauer, 1972; Yamada, 1977; Steinkraus, 1980). )

A partir de que Pasteur a mediados del siglo pasado demostro que la
fermentaciéon alcohoélica se llevaba a cabo por medio de levaduras, desde ese
momento hasta la segunda guerra mundial se desarrollaron algunos procesos de
fermentacién para producir acido acético, lactico y citrico ademas de acetona,
glicerina y butanol (Bocquet, 1985; Quintero, 1987). Con el desarrollo de la mdustpa
de los antibioticos iniciada con la penicilina en esa época (Elder, 1970; Miall, 1975;
Yamada, 1977), los procesos de fermentacién se expandieron a nivel industrial y se
han perfeccionado haciéndolos mas eficientes y cada vez mas sencillos debido a los
modernos sistemas de control.

Los procesos de fermentacion de interés llevan a cabo mediante procesos de
Bioconversion, la cual se puede definir como el proceso de transformacién de
materiales biol6gicos por medio de procesos bioquimicos, que bajo condiciones
controladas permiten obtener productos especificos de importancia comercial.

De esta manera para que se realice una fermentacién es necesario tener 1o que
efectua los procesos bioquimicos como son bacterias, levaduras, hongos y algunas
algas, los nutrientes o materiales biologicos para el proceso de transformacion y las
condiciones ambientales adecuadas (Bocquet, 1985; Bailey, 1986; Quintero, 1987).

Cuandoa un sistema de fermentacion se le suministra oxigeno se efectiia una
fermentacién aerobia con generaciéon de biéxido de carbono y si dicho elemento se
encuentra ausente entonces se realiza una fermentacién anaerobia.

Dependiendo de los productos comerciales que se requieran sera el tipo de
microorganismo que se utilice, el medio de fermentacién adecuado y las condiciones
optimas de operacién. Para el caso de los microorganismos existen varias colecciones
microbianas a nivel mundial.

Las principales areas de importancia comercial en donde se aplican las
fermentaciones son la industria de los alimentos, la farmacéutica y la quimica,
ademas se aplica en otros campos como en la agricultura, la ganaderia, la medicina y
en control ambiental para el tratamiento de aguas y residuos sélidos (Kubiak y
Dubuis, 1985; Pourquie y Vandecasteele, 1985; Bailey, 1986; Quintero, 1987). Los
principales productos obtenidos por fermentaciéon son: acidos organicos,
aminoacidos, alcoholes y solventes, antibidticos, esteroides, proteina unicelular,
vitaminas, alcaloides, enzimas, insecticidas biolégicos, metano, nucleétidos utilizados
como saborizantes, polisacaridos y algunos promotores del crecimiento (Yamada,
1977; Ryu, 1983; Hecht y col., 1985; Raimbault y col.,1985; Bailey, 1986; Grajek, 1988;
Gibbons y Westby, 1988).

b) Tipos de fermentaciones.
b.1) Fermentacién en estado liquido.

 Las FEL constituyen el método de crecimiento de microorganismos mas
utilizado aun cuando son mas recientes que las FES; a partir de los ailos treinta con la
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industria de los antibiéticos se han desarrollado enormemente a escala indu§trial‘
incluso en muchos procesos industriales las FEL se utilizan como la etapa :miqal en
la produccién del inoculo, ademés de una gama muy amplia en otras aplicaciones
(Barford, 1981; Godfrey, 1985; Scriban, 1985; Bailey, 1986).

Las FEL generalmente se aplican en procesos aerobios, en lo§ cuales
principalmente se considera a los siguientes (Miall, 1975; Leveau y Bouix, 1985;
Calam, 1986; Quintero, 1987): ] ’ .

i) Aquellos en los cuales se requieren cantidades de oxigeno considerables
para producir una mayor cantidad de microorganismos, prmc1pal;nentg en las
fermentaciones con hongos filamentosos como los de la clase de los Actinomicetos.

ii) Aquellos en los cuales la cantidad de oxigeno requerido es mucho menor
como en el caso de las fermentaciones con bacterias. _

El proposito de las FEL es suministrar oxigeno y nutrientes a los
microorganismos para su crecimiento, en lo cual el éxito del proceso dependera de
los equipos y materiales utilizados, de su mantenimiento, de las condiciones de
incubacion y del control de la temperatura, de la seleccion de los mecanismos de
agitacion, del tratamiento y esterilizacién del gas de aereacion, del medio de cultivo y
del area de trabajo (Godfrey, 1985; Leveau y Bouix, 1985; Calam, 1986).

Los problemas practicos que se presentan en las FEL se enfocan en dos areas,
en los procesos microbiolégicos y en las operaciones de proceso en los equipos de
fermentacion, en general se tiene lo siguiente (Leveau y Bouix, 1985; Calam, 1986):

i) La preparacién del medio de fermentacién y del fermentador con sus
especificaciones no presenta ningun problema tecnologico, sin embargo el volumen
optimo del medio requerira pruebas practicas elevando los costos de produccion, ya
que este efecto esta asociado con la transferencia de oxigeno.

ii) Un problema que generalmente se presenta es el tamano del fermentador y
del inoculo, lo cual se refleja como un bajo crecimiento, la experiencia indica que el
inoculo debe madurar 2 dias por lo menos antes de ser utilizado y en algunos otros
procesos se requiere de un tiempo mayor para obtener mejores resultados.

iii) El crecimiento en los hongos filamentosos se aumenta utilizando medios
ricaos o medios complejos, pero también se incrementan los costos de produccion.

iv) Frecuentemente se produce espuma en estos cultivos y se tiene la necesidad
de utilizar agentes antiespumantes, los cuales se deben evaluar antes de ser
utilizados teniendo ademas riesgos de contaminacién y disminucion de los
rendimientos.

v) La contaminacién es uno de los problemas mas considerables en las FEL
presentandose cambios en la apariencia del medio de cultivo, texturas en forma de
nubes en los filtrados, bajos rendimientos del producto de interés y otros efectos;
dichas contaminaciones se comprueban al observar una muestra en el microscopio.

vi) Las contaminaciones se evitan mediante condiciones de asepsia muy
estrictas, teniendo que esterilizar el medio de fermentacion y todos los adicamentos
periféricos, sin embargo ciertos medios de cultivo no soportan el tratamiento
térmico y se descomponen o precipitan, por lo cual se necesita de otro tratamiento
con un equipo adicional que incrementa los costos del proceso.

vii) Los dispositivos periféricos de la instalaciéon se deben aislar del
biorreactor por medio de valvulas especiales que impidan introducir microbios o que
acumulen material organico que permita el desarrollo de microorganismos, ya que
resultan muy dificiles de limpiar y desinfectar, ésto también debe considerarse en
los dispositivos en los que se introducen los antiespumantes,

viii) La esterilizacion de los dispositivos periféricos que involucren circuitos
se debe de realizar de tal forma que no dafe a éstos.

ix) En algunos casos para el control del pH se adiciona bicarbonato de calcio, el
cual tiene un efecto no deseado sobre el creciemiento microbiano.
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x) En el caso de los organismos filamentosos cuyo crecimiento es mediant_e un
alargamiento simétrico en todas direcciones en forma de pellets, lq gransfergnc:a de
oxigeno al interior de la masa del micelio se efectia de manera deficiente, sélo en la
periferia del micelio se tiene una transferencia adecuada. , . ‘

xi) Segun el tipo de microorganismo utilizado, las células microbianas o
conglomerados tienden a sedimentarse o a flotar provocando una heterogeneidad
perjudicial para el buen desarrollo del proceso, de este 'modo en las zonas ocupadas
por los microorganismos los productos del metabolismo tienden a acumularse,
teniendo un efecto de disminucién y frenado del proceso por débil que resulte el
papel inhibitorio de éstos sobre dichos microorganismos, mientras que en la_s zonas
no ocupadas por la biomasa el sustrato no es degradado y no puede haber crecimiento
ni producto.

xii) La homogeneidad del medio se debe de elegir c_:uidadosamente_, ya que hay
microorganismos fragiles que sufren cambios con los agitadores mecénicos y por lo
tanto se recurrira a la agitacién por métodos gasogenos.

En conclusién los procesos de las FEL requieren del equipo y de los
mecanismos de control adecuados, ademas de los medios de cultivo 6ptimos y de los
microorganismos idéneos si se desean obtener buenos rendimientos, lo cual se
traduce en una inversioén considerable.

b.2) Fermentacidén en estado sélido.

Las FES se caracterizan porque el crecimiento microbiano y la formaciéon de
producto se llevan a cabo sobre la superficie de los sustratos sélidos. Estas
fermentaciones constituyen procesos microbianos bien conocidos tales como el
crecimiento en suelos, cultivo superficial, composteo, madera podrida, cultivo de
hongos y la produccién de diversos alimentos como los orientales, etc. (Cannel y
Moo-Young, 1980; Doelle, 1983; Mudgett, 1986).

Los sustratos que tradicionalmente se fermentan por medio de la técnica de
Koji (Miall, 1975) incluyen una variedad de productos agricolas tales como arroz,
trigo, cebada, mijo, maiz y soya, sin embargo los sustratos no tradicionales que
pueden tener un importante desarrollo industrial se encuentran como un abundante
suministro en los desperdicios agricolas, forestales y alimenticios (Cannel y Moo-
Young, 1980; Doelle, 1983; Hours y col., 1988; Duana y col., 1990).

En las FES se considera una mezcla gas-liquido-sé6lida, en la cual la fase acuosa
esta intimamente asociada con las superficies sélidas y ambas a su vez estan en
contacto con el gas del medio que las rodea. La interfase gas-liquido provee una
frontera para el intercambio de oxigeno y de bidxido de carbono, asi como también
para la transferencia de calor. La fase so6lida aporta una fuente rica y compleja de
nutrientes que pueden ser suficientes o0 no para los requerimientos de un
microorganismo en un cultivo de fermentacion (Hesseltine, 1977; Mudgett, 1986).

Los microorganismos utilizados en las FES son hongos filamentosos, unas
cuantas bacterias, algunas especies de Bacillus y levaduras, generalmente son
microorganismos aerobios (Cannel y Moo-Young, 1980; Mudgett, 1986).

Los métodos de FES no estan tan avanzados como las FEL, sin embargo son
utilizadas ampliamente en oriente en el procesamiento de alimentos desde hace mas
de 2000 aios (Lonsane y Childyal, 1985; Mudget, 1986).

Los procesos en las FES difieren de los de las FEL en que los principales
nutrientes de éstos ultimos son mucho mas sencillos como minerales, hidrolizados
proteicos, etc. mientras que en el caso de los primeros dichos nutrientes son mezclas
de productos naturales generalmente, con bajas concentraciones de humedad del
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medio favoreciendo la sintesis de enzimas extracelulares, ademas ofrecen las
siguientes ventajas a nivel laboratorio y a mayor escala (Tengerdy, 1985; Mudgett,
1986):

i) Si se utiliza el grano entero entonces s6lo se necesitard humedecer el medio,
aunque también se puede adicionar algun ingrediente necesario disuelto en agua.
Los mejores resultados se obtienen al fragmentar y controlar el tamafio de particula
de los granos.

ii) El tamano requerido del recipiente de fermentacion es relativamente
pequeiio debido a la menor cantidad de agua utilizada teniendo asi el sustrato
concentrado. La complejidad del equipo de fermentacién no es mayor que el utilizado
en fermentaciones convencionales.

iii) Las esporas de los hongos son utilizadas directamente en la fermentacion
sin tener la necesidad de disponer de tanques con inoculos previamente
desarrollados.

iv) H bajo contenido de humedad requerido para obtener altos rendimientos de
producto disminuye la posibilidad de contaminaciones con bacterias, teniendo
cuidado de no humedecer los tapones de algodén o de otro tipo de cubiertas.

v) Las condiciones bajo las cuales los hongos crecen son mejores que las que
se encuentran en sus habitats naturales.

vi) Con una agitacién constante la esporulacion es casi inhibida en su totalidad
eliminado los riesgos de contaminacién del area de trabajo, y mas aun si se trata de
un microorganismo patégeno.

vii) Al menos a nivel laboratorio la aereacion es facilitada debido a los espacios
intersticiales formados entre las particulas del sustrato.

viii) En muchas FES los rendimientos son comparables con los obtenidos en las
FEL aun cuando los calculos no hayan sido hechos en base a peso seco.

ix) En opinion de Hesseltine los rendimientos son tan reproducibles como en el
caso de las fermentaciones convencionales, lo cual esta basado en resultados
obtenidos en el laboratorio de Ingenieria y Desarrollo del Departamento de
Agricultura en Estados Unidos.

x) El producto se extrae directamente con el solvente adecuado en menor
cantidad y de manera muy eficiente, ademas se puede guardar el fermento en bolsas
de papel y de plastico congelandolo por un tiempo sin requerir de recipientes de
almacenamiento especiales.

xi) Debido a que el producto esta concentrado se puede secar éste y ser
incorporado a las formulaciones balanceadas animales.

En conclusién el desarrollo de las FES ha permitido mejorar los cultivos
fungales para obtener mayores rendimientos de producto por la seleccion de cepas,
las mutaciones inducidas, las hibridaciones y otras técnicas de Ingenieria Genética.
Ademas los modernos equipos de control, las condiciones de operacion, la
optimizacion de los medios de cultivo y los bajos costos hacen atractivos estos
procesos para la explotacion comercial de los productos que se obtienen.

c) Enzimas.
c.1) Generalidades.

Para llevar a cabo las reacciones metabolicas energéticamente posibles (pH s
cercanos a la neutralidad, temperaturas de 0-40°C y presiones similares a la
atmosférica) los seres vivos utilizan unas biomoléculas especializadas y especificas
para cada funcion denominadas enzimas, las cuales son los catalizadores bioldgicos
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cuya accién consiste en abatir la energia de activacion cuya velocidad se multiplica
por un factor del orden de 1012-10%0, )

Las enzimas son macromoléculas que corresponden a la clase de proteinas
globulares, algunas son holoproteinas constituidas ﬁngcamente por un
encadenamiento de los alfa aminoacidos y otras son heteroproteinas que poseen una
parte no proteica denominada cofactor, el cual permite la actividad cal_talmca y esta
asociado a la parte proteica con una estabilidad apreciable (Schwimmer, 1981;
Hubert, 1985).

La caracteristica fundamental de los catalizadores biolégicos (que son de
naturaleza proteica) es que al final de cada ciclo de una reaccién permanecen sin
alteracién alguna, listos para seguir funcionando y alcanzando rapidamente el
equilibrio de dicha reaccién sin alterarlo (Schwimmer, 1981; Hubert, 1985; Stanbury

y Whitaker, 1987).

En conclusidon las enzimas son las llaves ttiles de la Biotecnologia y la
Bioindustria para llevar a cabo un gran nuamero de procesos.

c.2) Aplicaciones de las enzimas en general.

La utilizacién de las enzimas aporta varios beneficios, pues su especificidad
permite obtener un sélo producto comparado con los procesos quimicos en los cuales
se obtienen generalmente productos no deseados, ademas incrementan los
rendimientos del producto reduciendo considerablemente los costos de operacion
(Boyce, 1987).

Las enzimas son utilizadas en muchos campos que involucran principalmente
los siguientes procesos (Godfrey, 1985; Boyce, 1987; Stanbury y Whitaker, 1987):

i) Reducir la viscosidad: Muchas enzimas reducen la viscosidad en varios
materiales por medio de hidrolisis, asi por ejemplo los procesos de harina de pescado
pueden reducir sus costos al hacer mas eficiente el secado del producto.

il) Mejorar las extracciones: Las enzimas son utilizadas para degradar la
pectina y la celulosa en los procesos de jugo de manzana, reduciendo la viscosidad y
mejorando la extraccion y el filtrado del jugo separandolo de la fruta aumentando
ademas los rendimientos.

iii) Realizarr bioconversiones: Por ejemplo en el proceso de inversién de
glucosa a fructosa las enzimas realizan la operacion de manera eficiente, obteniendo
el jarabe que se utiliza como sustituto del aziicar comun.

iv) Provocar separaciones: Las enzimas utilizadas en la fabricacion de los
quesos inducen a que la proteina de la leche y la grasa se separen del agua y de los
azucares que contiene la leche; en otros casos los quesos se obtienen cuajando la
leche con renina facilitando la separacion de los cuajados y procediendo a la
elaboracion de los quesos correspondientes.

v) Cambiar la funcionalidad: Las propiedades funcionales de la proteina de la
soya pueden ser modificadas utilizando enzimas, de esta manera mediante una
hidrolisis controlada de proteasas se permite que las proteinas que contiene la soya
sean mas solubles y mas estables, aumentando ademas el valor proteico del producto
vegetal por su mayor disponibilidad.

vi) Modificar sabores: Muchas enzimas se utilizan para modificar el sabor de
los alimentos, por ejemplo el sabor picante de ciertos quesos italianos es provocado
por la adicién de lipasas durante su elaboracion.

vii) Sintetizar guimicQs: Algunas reacciones hidroliticas se pueden hacer
reversibles para obtener solventes organicos, mas aun, las enzimas también se
pueden utilizar para sintetizar compuestos tales como ésteres terpenoides con altos
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rendimientos sin obtener mezclas racémicas indeseables como en el caso de los
métodos quimicos.

viii) Mejorar la limpieza: Las amilasas y las proteasas se agregan en las
formulaciones de las industrias de detergentes para remover de manera eficiente las
manchas en el lavado de la ropa.

c.3) Fuentes de enzimas.

Existen unas 2000 enzimas diferentes, de las cuales apenas unas 50 se producen
en cantidades comerciales (Barford, 1981) y muchas mas en menor cantidad en
Ingenieria Genética, algunas se obtienen de fuentes animales, vegetales y en su
mayoria de fuentes microbianas.

Las enzimas utilizadas en la bioindustria y en otras industrias como la
farmacéutica, textil, de pieles, etc. son de origen vegetal, animal y microbiano cuyo
proceso se puede resumir en la figura No.1 (Yamada, 1977; Schwimmer,1981; Godfrey,
1985; Scriban, 1985):

h
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Figura No;l. Procesamiento industrial de las enzimas a partir de sus principales
fuentes.

¢.3.1) Origen vegetal.

Las enzimas de origen vegetal, en especial las proteasas, son de un interés
tecnolégico muy amplio teniendo principalmente en orden de importancia las
siguientes (Schwimmer, 1981; Godfrey, 1985; Scriban, 1985):

i) La papaina que proviene de una planta ecuatorial y trépica denominada
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papaya (Carica

papayal ). )
ii) La bromelina que se extre de la pifia (Ananas comosus merr ), la cual debe

merecer mas atencion debido a que no se le da valor a los desperdicios de las fabricas
de conservas de esta fruta.

iii) La ficina que proviene del higo (Ficus carica ). . .
iv) Otras enzimas de menor aplicaciéon con sus fuentes las lista Schwimmer

(1981) en
la p.91.

La papaina constituye la enzima de mas interés desde el punto de vista
tecnolégico, tiene numerosas aplicaciones industriales entre las que destacan en su
mayoria la industria cervecera para la estabilizacion coloidal de la cerveza, en la
industria carnica como ablandadores, en la fabricacién de hidrolizados de pescado
destinados a la alimentaciéon animal, en la industria farmacéutica, etc. (Godfrey,

1985; Scriban, 1985).
c.3.2) Qrigen animal.

i) La pepsina es la enzima comercial de este tipo de mas uso, se produce
industrialmente a partir de la mucosa gastrica del cerdo por medio de una
autodigestion, raspado y triturado en medio acuoso acidificado con acido clorhidrico
en presencia de cloroformo. Esta enzima tiene aplicacién en bebidas refrescantes, en
la estabilizacién coloidal de la cerveza durante su pasteurizacién en las botellas y en
la precipitacién de las proteinas o polipéptidos en medio liquido como en la leche
(Schwimmer, 1981; Godfrey, 1985; Scriban, 1985).

Hl uso tecnolégico de la pepsina debe de tener en consideracion que hidroliza a
otras enzimas como las amilasas, la tripsina y la papaina industrial (Godfrey, 1985;
Scriban, 1985).

ii) La renina utilizada en la fabricacion de quesos se obtiene del cuarto
estémago de los terneros y en Israel de los estdmagos de los pollos (Schwimmer, 1981,
Godfrey, 1985).

ili) Las estearasas y lipasas se obtienen de tejidos del tracto digestivo y salival
de cabritos y corderos (Schwimmer, 1981; Godfrey, 1985).

iv) La pancreatina se extrae de los pancreas de los bovinos y porcinos
principalmente (Schwimmer, 1981).

¢.3.3) Origen microbiano.

Desde que el desarrollo de la Microbiologia ha permitido comprender mejor los
sistemas que condicionan la sintesis de enzimas en los microorganismos, la
produccién industrial de éstas se ha orientado hacia los procesos de fermentacion,
las principales ventajas de las enzimas microbianas con respecto a las de extracciéon
son las siguientes (Klibanov, 1983; Scriban, 1985; Stanbury y Whitaker, 1987):

i) Una producciéon independiente de restricciones estacionales o geograficas.

ii) La posibilidad de utilizar materias primas de facil adquisicion.

iii) Los rendimientos en la produccién pueden aumentar en proporcion
importante al mejorar las cepas microbianas y aplicar las condiciones 6ptimas de
fermentacion.

iv) Las enzimas microbianas tienen propiedades y especificidades diversas.

Estas ventajas predominan sobre los inconvenientes propios de las industrias
de fermentacion como fuertes inversiones, consumo de energia, riesgos de
contaminaciéon, etc. En los altimos treinta afos se han desarrollado un numero

10
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importante de fermentaciones productoras de enzimas.

Para una produccion enzimatica industrial se considera un cierto nimero de
etapas (Godfrey, 1985; Scriban, 1985):

i) Definicion de la enzima que se busca: En este caso se analizara la exigencia
potencial de su uso que estara determinado por sus propiedades tales como su
especificidad, valor 6ptimo de pH y de temperatura.

ii) Seleccion de una cepa microbigna: Los microorganismos capaces de
producir enzimas para la degradacién de ciertos compuestos se localizan
generalmente en donde abundan esas sustancias, por ejemplo 1o0s microorganismos
que excretan celulasas se encuentran en gran nimero en los suelos de los bosques de
donde se aislan y se prueban. La cepa adecuada debera ser capaz de producir la
enzima requerida con eficiencia y debera satisfacer ciertos requisitos como
desarrollarse en un medio sencillo, producir el menor nimero de metabolitos
secundarios como antibiéticos por ejemplo, que excrete la enzima de tal forma que
facilite su extraccién y purificacién, no originar contaminantes diversos y no ser
patégeno ni producir compuestos téxicos.

Las cepas seleccionadas se someteran a investigacién a nivel Ingenieria
Genética y mutaciones para mejorar sus caracteristicas y rendimientos.

iii) Produccion: Las enzimas microbianas son producidas por fermentacién
liquida, por cultivo superficial en una capa delgada de un medio liquido o por
fermentacién sélida, en lo cual la mayor parte de estos procesos son acaparados
principalmente por los cultivos sumergidos que se han desarrollado enormemente.

iv) Preparacién del inoculo: En este punto se deberd conservar la capacidad
productora de la cepa y eliminar todo riesgo de contaminacion, por lo que es
necesario preservar la cepa en las condiciones adecuadas y su propagacion para
evitar el excesivo manejo.

v) Composicién del medio de cultivo: En general un medio de cultivo debe de
contener una fuente de carbono y de nitrégeno, ademas de los principales factores
de crecimiento necesarios para la cepa microbiana. También se debe de tomar en
cuenta la necesidad de adicionar un inductor para producir la enzima deseada y
considerar las posibles represiones catabélicas producidas por la glucosa.

vi) Fermentacién v equipo necesario: En este punto es necesario establecer y
optimizar las condiciones de operacion de la fermentaci6n, el equipo adecuado y los
sistemas de control; en lo cual la calidad de las enzimas producidas estara en funcién
de la forma en que se realice el proceso, la seleccion de las materias primas, los
meétodos de esterilizacién, el procedimiento para regular la formacién de espuma en
los cultivos sumergidos, la aereacién y la agitacién asi como la duraciéon de la
fermentacién que afecta el rendimiento, los costos de produccién, el color, el olor y
la estabilidad de la enzima.

vii) Extraccion y purificacion: Terminado el proceso se procede a separar las
enzimas producidas de la biomasa y del medio de fermentacién para obtener las
preparaciones enzimaticas comerciales que correspondan a los criterios de pureza y
estabilidad deseados.

Los métodos de extraccién y purificacién son operaciones unitarias tales como
centrifugacion, filtracién, evaporacioén, precipitaciéon, secado, etc. obteniendo
productos comerciales como concentrados enzimaticos, enzimas liofilizadas,
inmovilizadas, etc., en lo cual las formas liquidas son mas faciles de manejar que las
formas deshidratadas, sin embargo éstas presentan mejor estabilidad para su
conservacion (Scriban, 198S; Bailey, 1986, Villegas, 1991).

11
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Para elevar la productividad enzimatica se consideran varios factores
(Schwimmer, 1981):

i) Seleccién del microorganismo.
ii) Condiciones de operacion:
ii.1) pH.
ii.2) Temperatura.
ii.3) Aereacion.
iii) Composicién del medio de cultivo.
iii.1) Surfactantes.
iii.2) Trazas de metales.
iv) Tasa de crecimiento.
v) Etapas del ciclo de crecimiento.
vi) Induccién.
vii) Inhibicién por productos finales.
viii) Represién catabdlica.
ix) Técnicas de Ingenieria genética.
ix.1) Dosificacién de genes.
ix.2) Transferencia de episomas.
ix.3) Mutaciones.

c.3.3.1) Produccién de enzimas microbianas por FEL.

Las enzimas microbianas acaparan la mayoria de las enzimas comerciales
producidas en la industria (Barford, 1981), pues se tienen varias ventajas como el
rapido crecimiento de los microorganismos bajo condiciones controladas, los
sustratos generalmente son productos agricolas disponibles casi en cualquier parte
del mundo en toda época del afio, ademas de una amplia seleccion del
microorganismo deseado y de facil propagacion.

El principio de manufactura de enzimas microbianas por fermentacion es
relativamente simple (Godfrey, 1985; Scriban, 1985), se selecciona el
microorganismo disponible y adecuado, se propaga a través de un numero de etapas
y finalmente se crece en un tanque que contiene al medio de fermentacién. Las
enzimas producidas durante el crecimiento microbiano se pueden encontrar dentro
de las células por lo que reciben el nombre de enzimas intracelulares, mientras que
las que son excretadas fuera de las células se denominan enzimas extracelulares:
cuando la medicién de la actividad enzimatica alcanza su maximo valor termina la
fermentacién y se procede a las etapas de purificacién y estandarizacion segun sus
usos.

En este proceso es necesario encontrar la combinacién 6ptima de la cepa
microbiana, del medio de crecimiento, de las condiciones de fermentacién y de los
métodos de extraccion.

Las técnicas de fermentacion constituyen dos procesos, los cultivos sumergidos
y los de medio sélido, aunque los primeros son los utilizados mas ampliamente por su
gran desarrollo (Godfrey, 1985; Scriban, 1985; Bailey, 1986), las FES estan
produciendo ciertas enzimas principalmente fungales (Narahara, 1982; Mudgget,
1986; Quintero, 1987).

La produccion de enzimas intracelulares y extracelulares esta en funcion del
tipo de microorganismo utilizado, las primeras se obtienen en menor proporcién que
las segundas aunque tienen importantes aplicaciones como en analisis clinicos, en
ilxg;egs)tigacién bioquimica, en la producciéon de los jarabes fructosados, etc. (Lilly,

12
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Las técnicas de extraccion de las enzimas intracelulares las trata ampliamente
Bailey (1986), la regulacién de la sintesis enzimatica por induccién, producto ﬁnal.y
represion catabolica es revisada por Clarke, (1971); Demain, (1972) y en flujo
continuo por Melling, (1977).

Las enzimas extracelulares son sintetizadas y excretadas fuera de la célula, en
tan s6lo unos cuantos aftos ha habido progresos significativos que han hecho posible
la comprension de las bases moleculares del proceso (Ramaley, 1979). Las disciplinas
de interés para su aplicacién son muy amplias (Barford, 1981; Godfrey, 1985), las
investigaciones se concentran en los efectos de los factores ambientales como la
temperatura, el pH, la composicion del medio de cultivo, etc. y en los de las
selecciones genéticas sobre la produccidon comercial de estas enzimas (Priest, 1977;

Ramaley, 1979).
¢.3.3.2) Produccién de enzimas microbianas por FES.

La FES esta avanzando en la produccién de enzimas debido a la diversidad de
trabajos realizados, lo cual ha permitido mejorar las técnicas y los rendimientos, en
algunos de estos trabajos se reporta la produccién de celulasas (Zetelaki y Horvath,
1984; Chahal, 1985; Deschamps y col., 1985), b-glucosidasas (Deschamps y Huet, 1984;
Macris y col., 1987), a-galatosidasa e invertasas (Silman, 1980), amilasas (Windish,
1965; Narahara, 1982), pectinasas (Hankin, 1975, Hours y col., 1988), proteasas que se
tratan ampliamente en el siguiente tema y otras enzimas como las ribonucleasas, las
desoxirribonucleasas, las ureasas, etc. (Hankin, 1975).

c.3.3.3) Proteasas.

c.3.3.3.1) Generalidades.

Las proteasas constituyen un 60% de las enzimas comerciales utilizadas en el
mercado, son producidas de fuentes animales, vegetales y microbianas. Estas enzimas
involucran un grupo complejo de éstas que difieren en sus propiedades tales como la
especificidad de sustratos, sitios activos, mecanismos cataliticos, pH, temperatura y
perfiles de estabilidad aplicandose en multiples procesos como en la fabricacién de
quesos, en la industria de los detergentes, las formulaciones de alimentos
balanceados para animales, etc. (Ward, 1985, Loffler, 1986), ademas estas enzimas
estan involucradas en la regulacion de los procesos metabolicos tales como la
formacion, la germinacién y la maduraciéon de esporas, en la coagulacién de la
sangre, la fagocitosis, 1a activacién de proteinas y otras enzimas, etc. (Ward, 1985;
Bond y Butler,1987).

El campo de aplicacién de las enzimas intracelulares es muy pequedo
comparado con el de las extracelulares, ambas pueden ser endoenzimas que actian
sobre los enlaces peptidicos internos, o bien exoenzimas que actian sobre los grupos
amino y carboxilico terminales de los péptidos. Todas las enzimas son intracelulares
en alguna etapa de su existencia, s6lo que algunas son excretadas fuera de las células
después de haber sido sintetizadas y pasan a ser extracelulares (Ward, 1985; Bond y
Butler, 1987), las cuales constituyen el interés general de los investigadores, pues ya
no es necesario extraerlas del interior de las células.

¢.3.3.3.2) Tipos de proteasas.

/Los grupos que contienen las proteasas les confieren caracteristicas
especificas de actividad en un rango de pH, asi las que contienen grupos tiol y serina

3
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se denominan proteasas alcalinas, las que tienen me_tales se denomiqan proteasas
neutras y las que tienen grupos carboxilicos se denominan proteasas acidas.

¢.3.3.3.2.1) Proteasas alcalinas.

Se producen por bacterias como Bacillus spp , levaduras y hongos, ademas se
encuentran en los tejidos mamarios de los mamiferos, estas enzimas se aplican en la
industria de los detergentes, en la farmacéutica como la tripsina y la quimotripsina y
en preparaciones comerciales de proteasas alcalinas fungales como las de
Aspergillus oryzae . Las proteasas alcalinas tienen su actividad Optima a pH's
cercanos a 10, son especificas segun su fuente y actian sobre los aminoacidos
aromaticos o hidréfobos en el lado del grupo carboxilo (Ward,1985; Loffler, 1986).

c.3.3.3.2.2) Proteasas neutras.

Estas enzimas contienen un atomo metalico esencial, generalmente es zinc y
tienen su actividad 6ptima a pH's cercanos a la neutralidad, actian sobre los
aminodcidos hidréfobos del lado del grupo amino. Estas enzimas muestran gran
actividad sobre sustratos sintéticos y son producidas principalmente por Bacillus spp
(Ward, 1985; Loffler, 1986) y también de Aspergillus spp. Su aplicacién esta enfocada
a preparaciones comerciales de proteasas fungales, en el horneado, en procesos de
alimentos, en la modificacion de proteinas, en curtiduria, en alimentos para
animales y en la industria farmacéutica (Ward, 1985; Loffler, 1986).

c.3.3.3.2.3) Proteasas acidas.

Estas enzimas se encuentra distribuidas ampliamente en células animales,
hongos, levaduras y unas cuantas bacterias, contienen grupos aspartato en su sitio
activo, su actividad 6ptima es a pH's de 3-4 y atacan los aminoacidos aromaticos en
ambos lados. Las proteasas dcidas se clasifican en base a su actividad catalitica en
reninas y pepsinas, las primeras son extraidas de los terneros o de fuentes
microbianas como de Mucor spp, las cuales tienen una importancia comercial mayor
que las primeras en la produccién de quesos, pues poseen mayor habilidad para
cuajar la leche; el grupo de las pepsinas incluye las de los bovinos, las de los
porcinos y las microbianas, principalmente de Aspergillus spp y algunas de
Rhizopus spp (Ward, 1985; Loffler, 1986).

¢.3.3.3.3) Produccion comercial de proteasas microbianas.

Las proteasas son producidas extracelularmente por FEL y se recuperan
separando las células del liquido por filtracion o por centrifugacién, posteriormente
segun los requerimientos del grado de pureza sera el proceso al que se sometera la
solucion enzimatica. Las proteasas son producidas s6lo por cultivos sumergidos
(Raimbault, 1988), aunque hay algunos trabajos en FES que se proyectan como como
una alternativa comercial para su explotacién (Hesseltine, 1977; Aido, 1982;
Fukushima, 1982; Cervera y col.; 1989, Cervera y Revah, 1991).
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c.3.3.3.4) Formulacion de medios de cultivo y optimizacién de las condiciones de
operacion en la producién de proteasas acidas.

Existen medios de cultivo y condiciones de operacién ya establecidos en
algunos reportes en sistemas de produccion de enzimas y de crecimiento, asi todos los
parametros se acoplaron al sistema experimental desarrollado en este trabajo,
variando las condiciones alrededor de sus valores para observar su efecto
(Raimbault, 1980; Silman, 1980; Narahara, 1982; Deschamps y Huet, 1984; Chahal,
1985, Deschamps y col., 1985; Hours y col., 1988).
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IV-OBJETIVOS.

1.- IMPLEMENTAR LA TECNICA DE FES PARA LA
PRODUCCION DE PROTEASAS ACIDAS QUE UTILICE
MATERIA PRIMA BARATA EN FERMENTADORES

DIFERENCIALES BENCH-SCALE.

2.- OPTIMIZAR EL MEDIO DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES
DE OPERACION PARA LA PRODUCCION PROTEASAS
ACIDAS POR FES.

3.-REALIZAR UNA CINETICA DE CRECIMIENTO CON LAS
CONDICIONES OPTIMAS OBTENIDAS.
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V.-MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES.

a) Descrig_ic’m del sistema egerimental.

a.1) Sistema experimental para las fermentaciones en general.

El sistema de fermentacioén estd integrado por una serie de fermentadores
diferenciales de vidrio de 19 cm de longitud y 1.9 cm de didmetro interno, los cuales
se esterilizaron antes de cada proceso con tapones de algodén en ambos extremos y
papel filtro en la parte inferior para contener el medio fermentacion, éste ya
inoculado se empaca en condiciones de asepsia y cada uno de los fermentadores se
acoplan con un tapén de hule del namero 5 a unos humidificadores de vidrio de 12
cm de longitud y 2.3 cm de diametro interno, €stos contienen agua destilada hasta las
tres cuartas partes de su volumen y se les conecta a cada uno en forma
independiente las entradas de aire, controlando el flujo volumétrico a 0.0133
litros/gramo de materia seca-minuto (VGM) por medio de unas valvulas conectadas
en serie. El aire es suministrado mediante una bomba de vacio y se somete a un
tratamiento de prehumidificado, ésto se realiza en un prehumidificador de 3.5 litros
conteniendo agua hasta las tres cuartas partes de su volumen, de donde el aire pasa a
los humidificadores y posteriormente al medio de fermentaciéon a través de los
espacios intersticiales de éste, suministrandole al microorganismo el oxigeno

necesario para su metabolismo.

El prehumidificador y el conjunto de fermentadores y humidificadores se
sumergen en un bafo agitado de temperatura constante a 33°C durante 36 horas de
fermentacion, al término de la cual los fermentadores son retirados del sistema y
sometidos a temperatura de refrigeracion para frenar el crecimiento microbiano,
para posteriormente realizar las técnicas analiticas correspondientes.

El procedimiento anterior se muestra a continuacion en la figura No.2.
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Figura No.2: Diagrama del montaje de una fermentacién en proceso.

a.2.1) Cinética con fermentadores diferenciales.

Se mont6 una fermentacién de acuerdo con las caracteristicas expuestas en la
seccion a.l del capitulo V, teniendo las siguientes etapas:

i) Se tomaron muestras cada dos horas a partir de las 10 hr de fermentacion y
se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de analizarlas.

ii) A uno de los fermentadores diferenciales se le acoplé una coneccién
especial que permitié monitorear la cantidad de oxigeno consumido y de bidxido de
carbono producido. Las muestras se tomaron en tiempos analogos al punto anterior y
se analizaron en un cromatégrafo de gases Gow-Mac, equipado con un detector de

18




CAPIT U LO V MATERIALES Y METODOS.

conductividad térmica y una columna concéntrica (CTR-1, Alltech) que separaron
los gases utilizando helio como gas acarreador.

a.2.2) Cinética con un fermentador tubular.

Se mont6 una fermentacion de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

i) Se utiliz6 un fermentador integrado por seis médulos armables de 15 cm de
altura por 4 cm de diametro interno, teniendo una altura total de 90 cm. Cada médulo
esta integrado de dos cilindros concéntricos, conteniendo 303 g de sustrato seco (60%
salvado de trigo y 40% de soya) en el interno y agua como medio de calentamiento o
enfriamiento circulando por el externo, ésto se muestra a continuacion en la figura
No. 3. :

Salida de
agua (B
Medio de Toma de
cultivo muesiras
gl 1
Agua a
33°0

!

Aire
Figura No.3. Diagrama del montaje de una fermentacién en un fermentador tubular.

ii) Entre las uniones de los moédulos hay unas tomas por las que se
monitorearon las cantidades de oxigeno consumido y de biéxido de cabono producido,
el muestreo se realiz6é cada dos horas a partir de las 8 hr de fermentacioén y se analizé
en el cromatégrafo de gases descrito en la etapa ii de la seccién a.2.1 del capitulo V.

iii) El médulo inferior tiene unas perforaciones por donde se le suministré
aire prehumidificado al medio de cultivo a razén de 0.0133 VGM y el proceso de
fermentacién tuvo una duracién de 36 horas.
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b) Procedimiento exgerimental.
b.1) Enfoque de las experimentaciones.
Las experimentaciones estan enfocadas de la siguiente manera:

b.1.1) Cinco grupos de experimentos ligados con la mayor productividad de
proteasas acidas que enfocan la optimizacién del medio de cultivo, de las condiciones
de operacion y de sustancias inductoras de estas enzimas.

b.1.2) Dos cinéticas de crecimiento con las condiciones o6ptimas de los
resultados obtenidos en b.1.1, lo cual permitira la produccién de proteasas acidas a
mayor escala, ésto se realizé conforme lo siguiente:

b.1.2.1) Una cinética montada en los fermentadores diferenciales de las
caracteristicas expuestas en la seccién a.2.1 del capitulo V.

b.1.2.2) Una cinética montada en un fermentador tubular descrito en la

seccion a.2.2 del capitulo V.

b.2) Cepas utilizadas.

Las cepas utilizadas del género Aspergillus en la primera fase de la seccion
b.1.1 fueron las siguientes:

b.2.1) Dos cepas de la coleccién nacional de microorganismos japonesa:
b.2.1.1)A. awamori [FO 4314,
b.2.1.2)A. awamori IFO 4888.

b.2.2) Tres cepas de coleccion de la Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalapa,
México:
b.2.2.1)A. niger cepa 10 (Raimbault, 1981).
b.2.2.2)A. niger cepa 009.

b.2.2.3)A. oryzae .
b.2.3) Una cepa mutada hiperproductora de proteasas acidas donada por la

Universidad de Compiegne, Francia.
b.2.3.})A. M.-UAMI.

b.3) Preparacion de las de esporas.

Se propagé la cepa del hongo correspondiente en medio de agar de dextrosa y
papa, incubandose a 30°C de seis a ocho dias hasta su esporulacién total y se
mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de utilizarse.

b.4) Preparacién del medio de cultivo y montaje de 1a fermentacién.

El procedimiento para montar una fermentacién fué el siguiente:

i) Se le determino la humedad al medio de fermentacién para conocer el
contenido de agua inicial (ver la seccion c.1 del capitulo V).

ii) Se tamiz6 el salvado pasando malla 10 y no pasando malla 18, teniendo un
tamafio de particula promedio de 1.455 mm, mientras que la soya se tamizé pasando
por malla 35 resultando un tamano de particula menor o igual que 0.47 mm.

iii) Dependiendo del nimero de fermentadores y considerando que se
empacaron 5 g de sustrato seco en cada uno, se pesé salvado y soya de la etapa ii en
una relacion 60:40 en porciento respectivamente y se colocéo en un vaso de
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precipitados de 4000 ml tapandolo con papel aluminio.

iv) En un frasco con tapa de 500 ml se colocé agua destilada con unas gotas de
tween 20 en una relacién de 3 gotas de éste por cada 100 ml.

v) A los fermentadores diferenciales utilizados se les coloc6 un tapén de
algodon en cada extremo y un circulo de papel filtro encima del tapén de la parte
inferior.

vi) El material de las etapas iii y iv se esterilizaron en el autoclave a 12I°C y 15
libras de presion durante 15 minutos.

vii) Una vez fria el agua con tween, se le agregé un volumen de 120 ml a las
esporas obtenidas de la seccion b.3 del capitulo V, realizandose en condiciones de
asepsia en la campana de flujo laminar, se mezcl6 a temperatura ambiente en un
agitador magnético, se tomoé 1 ml de esta solucién y se afor6 a 100 ml para el conteo de
esporas, el cual se realizé6 con un microscopio 6ptico en una camara de Neubauer,
teniendo asi el nimero de esporas por ml en promedio. Se hicieron los calculos
correspondientes y se determiné el volumen de la suspension de esporas (inoculo)
que se adicioné al medio de fermentacién, considerando que se agregarian 2 *108
esporas por cada 10 gramos de sustrato inicial.

Nota: Por sustrato inicial se consider6 al salvado y a la soya con su contenido de
agua original.

viii) Los fermentadores ya esterilizados se etiquetaron y se pesaron.

ix) Se determiné la cantidad de agua que se agregé al medio de cultivo para
lHevarlo a una humedad inicial determinada tomando en cuenta:

a) La cantidad de agua inicial contenida en el medio de cultivo
seco.

b) La cantidad de agua contenida en la suspension de esporas que
se agreg6(2 *108 esp/10 g de sustrato inicial).

c) La cantidad de agua contenida en la solucién de acido
clorhidrico 2 N estéril para ajustar el pH a 5.5
(aproximadamente 1 ml por cada 15 g de sustrato inicial).

x) En un matraz Erlenmeyer estéril se mezclé la suspensién de esporas, el acido
clorhidrico 2 N estéril y el agua necesaria estéril para las condiciones requeridas,
ésto se realiz6 en la campana de flujo laminar y se adicion6é al medio de cultivo
mezclando con una espatula de cuchara estéril.

xi) Se empacaron los fermentadores diferenciales con el medio de cultivo ya
inoculado, utilizando 1a espatula de cuchara sin compactar demasiado y se taparon
nuevamente, ésto se realizé en condiciones de asepsia. El medio de cultivo sobrante se
guardd en el refrigerador para evaluar los parametros iniciales.

xii) Se pesaron los fermetadores ya empacados y se les determiné a cada uno el
peso del medio de cultivo inicial con el peso de los fermentadores vacios (etapa viii de
esta seccion).

xiii) Cada uno de los fermentadores se acoplaron con un tapén de hule a los
humidificadores que contenian agua destilada hasta las tres cuartas partes de su
volumen, se conectaron las entradas de aire con un flujo de 0.0133 V.GM. y se
sumergieron en un bafio de temperatura constante a 33°C, evitando la entrada de
agua por ambos extremos (ver la figura No.2).

xiv) Se llevé a cabo la fermentacién durante 36 horas vigilando que las
condiciones de operaciéon se mantuvieran constantes.

xv) Después de este proceso se desmontaron los fermentadores y se determiné
el peso del medio de cultivo final.
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xvi) Los fermentadores se mantuvieron en refrigeracion frenando el
crecimiento microbiano, hasta el momento en que se realizaron las técnicas

analiticas correspondientes.
b.S) Preparacion de la solucion enzimatica.

Los fermentos obtenidos en la seccién b.4 del capitulo V se sometieron al
siguiente proceso sin ser necesarias las condiciones de asepsia: -

i) El contenido de cada fermentador se vacié en vasos de precipitados de 100 ml
debidamente etiquetados y se mezclaron con una espatula de cuchara.

ii) En vasos de precipitados de 100 ml etiquetados se pes6 1 g de cada una de las
muestras antes y después de la fermentacion.

ili) A cada una de éstas se les agregaron 25 ml de agua destilada y se
homogeinizaron con un homogeinizador de tejidos Ultratirrax durante un minuto.

iv) Cada una de las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 r.p.m.
y se guardé el sobrenadante.

v) Las soluciones enzimaticas resultantes se colocaron en vasos de precipitados
tapados y se realizaron las técnicas analiticas correspondientes el mismo dia.

¢) Técnicas analiticas.

c.1) Determinacion del pH.

A cada una de las soluciones enzimaticas antes y después de la fermentacién
obtenidas en la seccidon b.5 del capitulo V, se les midi6 el pH con un potenciémetro.

c.2) Humedad.

A cada una de las muestras solidas antes y después de la fermentacién se les
determiné el contenido de agua mediante el siguiente procedimiento:

i) Se pesaron 3 g de muestra solida y se sec6 en una termobalanza a 100°C.

ii) Una vez que la temperatura se mantuvo constante se calculd el pociento de
humedad mediante }a ecuacion (1):

®H =100% - ®M.S. (1)
donde % M.S. es el pociento de materia seca y se obtiene con la ecuacion (2):

EMS. =T 100% (2)
LPI.

L.P.F. es la lectura del peso final en la termobalanza expresado en
gramos.

L.P.I. es la lectura del peso inicial en la termobalanza expresado en
gramos.

c.3) % de pérdida en peso seco total (PPS).

El % de pérdida en peso seco representa la cantidad de materia seca que se
transforma en bidéxido de carbono, se determiné con el procedimiento anterior de
humedad y determinando el porciento de pérdida en peso seco total con la ecuacion
(3):
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M. H.f *EM. S.f
M H;*®M. S5

donde % P.P.S. es el porciento de pérdida en peso seco.
M.H,; f es el peso de la materia humeda al inicio y al final de la

fermentacion expresado en gramos.
%M.S; ¢ es el porciento de materia seca al inicio y al final de la

fermentacién evaluada con la ecuacién (2):

®P.PS. =100% - #100% (3)

c.4) Actividad proteolitig_:

Para esta técnica se utilizé el procedimiento reportado por Ichisima (1971)
adaptandole algunas etapas.

c.4.1) Se prepararon los siguientes reactivos:

i) Reactivo de Folin en relaciéon 1:1 con un volumen del reactivo de Fenol
Folin-Ciocalteu y un volumen de agua destilada. La cantidad dependi6 del niimero de
muestras que se trataron y se prepararO hasta el momento de utilizarlo, pues se
descompone con la luz y se mantuvo en refrigeracion.

ii) 100 ml de acetato de sodio 0.1 M y se le ajusto el pHa 2.7.

iii) 100 ml de acido clorhidrico 0.2 M.

iv) 100 ml de acido clorhidrico 1 N.

v) 50 ml de acido clorhidrico 2 N y se esterilizé.

vi) 500 ml de acido tricloroacético 0.4 M

vii) Un It de carbonato de sodio 0.4 M,

viii) Solucion de caseina al 2% preparada de la siguiente manera:

- En un vaso de precipitados se pesaron 2.0 g de caseina, se agregaron 70 ml de
agua destilada y 1.5 ml de acido clorhidrico 1 N.

~ Se disolvié con agitacion a temperatura de ebullicion en un agitador
magnético y se agregaron 25 ml de agua destilada.

- Se enfri6 1a ‘solucion y se le ajust6 el pH a 2.7.

— Se afor6 a un volumen de 100 ml y se mantuvo en refrigeracién.

ix) 100 mli de hidréxido de sodio 1 N.

x) Solucion de tirosina al 0.01%*; preparada de la siguiente manera: en un
vaso de precipitados se disolvieron 0.01 g de tirosina en 100 ml de una solucién de
acido clorhidrico 0.2 M, con agitacién y calentando ligeramente en una parrilla
magnética.

* Nota: Estas soluciones se prepararon en el momento de utilizarse.

c.4.2) Procedimiento:

i) Se hicieron diluciones de la solucién enzimatica obtenida en la secciéon b.5
del capitulo V, con una solucién buffer de acetato de sodio 0.1 M a pH de 2.7 en una
relacion de 1:2, 1:5 o 1:10 segin sea necesario para facilitar las lecturas en el
espectrofotémetro.

ii) En tubos de ensaye previamente etiquetados con un testigo para cada
muestra, se colocé 1 ml de solucién de caseina al 2%, sélo a los testigos 2 ml de acido
tricloroacético 0.4 M y tanto a muestras como a testigos 1 ml de la dilucién de la

2

23




CAPITULO V MATERIALES Y METODOS

solucién enzimatica de la etapa anterior.

iii) Cada tubo se mezclé en un vortex y se colocaron en bafio Maria a una
temperatura de 30°C durante 10 minutos.

iv) Terminado el tempo de reaccién los tubos se enfriaron en un bano de hielo
y se les agregd solo a las muestras 2 ml de acido tricloroacético 0.4 M para frenar la
reacciéon enzimatica.

v) Todos los tubos se mezclaron en el vortex dejando reposar 5 minutos, se
filtraron con papel Whatman del No. 2 y se tomo6 un alicuota de cada uno de 1 ml en
tubos de ensaye.

vi) Se preparé una curva estandar haciendo diluciones de una solucién de
tirosina al 0.01% para tener concentraciones en un rango de 0-100 mg de tir./It.

vi.1) Se tom6 un alicuota de 1 ml y se colocé en tubos de ensaye
adicionandoles 1 ml de agua destilada, 2 ml de acido tricloroacético 0.4 M y se mezcl6.
vi.2) De las soluciones resultantes se tomoé un alicuota de 1 ml.

vii) Las soluciones obtenidas en las etapas v y vi se sumergieron en un bafo
de temperatura constante de 40°C, se agregaron S ml de carbonato de sodio 0.4 My 1
ml del reactivo de Folin manteniendo estas dos ultimas soluciones a la misma
temperatura al adicionarlas.

viii) Cada una de las soluciones resultantes se mezclaron en el vortex y se
mantuvieron en el banio durante 40 minutos en la oscuridad.

ix) La coloracion azul se ley6 en el espectrofotometro a 660 nm utilizando el
filtro rojo, teniendo como blanco el tubo con 0 mg de tir./It de la curva estandar.

x) Los resultados de concentracién obtenidos de la curva estandar se
obtuvieron en miligramos de tirosina por litro, teniendo que multiplicar por los
factores de conversion adecuados para expresarlos en micromoles de tirosina por
gramo de materia seca y por minuto, utilizando la ecuacién (4):

3
wg 1 Mngmal 107 moles § moles (4)
X% *T812mg © Timgmel - X*5519 7

Finalmente se multiplicé por la dilucién de la materia sélida hameda, se
convirtié a materia seca con la relaciéon obtenida en la seccién c.2 del capitulo V
después de la fermentacion, se multiplico por la dilucién de la solucién enzimatica y
se dividid entre el tiempo de la reacciOn enzimatica llevada a cabo en la etapa iii, de
esta manera se obtuvo la ecuacion (5):

B moles 1R, & 26ml. 1g¥H 5 (S)
* * * * T

X #5519

Lo cual se resumié en la ecuacion (6):

X*5 £ 0.01435 }Lmolesdetlrf)slna (6)
gM.S. - min
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donde X es la cantidad de tirosina en miligramos por litro de la curva estandar
para cada una de las muestras.

X representa los gramos de materia seca por gramo de materia humeda.

o es Ia dilucién de la solucién enzimatica.

g M.H. son los gramos de materia humeda.
g M.S. son los gramos de materia seca.

c.5) Nitrogeno soluble.

El nitrégeno soluble representa la cantidad de nitrégeno disponible para el
crecimiento del hongo; se siguié el mismo procedimiento de la seccién anterior de
actividad proteolitica con la diferencia de que no se dividié entre los 10 minutos de
reaccion enzimatica en la ecuacién (5), una unidad de nitrégeno soluble representa

una micromol de tirosina por gramo de materia seca.

c.6) Azucares totales.

Esta técnica esta basada en el procedimiento reportado por Olmos (1987)
utlizando el método de la antrona, el cual se realizé mediante las etapas siguientes:

i) Se prepararon 100 ml de una solucion de glucosa al 0.5% en el momento de
utilizarse pues se descompone con facilidad.

ii) Se hicieron diluciones del sobrenadante obtenido en la seccién b.5 del
capitulo V con agua destilada, en una relaciéon de 1:50 o mas segin sea necesario para
facilitar las lecturas en el espectrofotémetro.

iii) Se realiz6 una curva estdndar haciendo diluciones de la solucion de glucosa
al 0.5% para obtener una concentraciéon en un rango de 0-50 mg de glucosa/lt.

iv) En tubos de ensaye sumergidos en un barno de hielo se colocaron 5 ml del
reactivo de antrona (200 mg de antrona en 100 ml de acido sulfurico), se adicionaron
lentamente y resbalando por las paredes del tubo 2.5 ml de las soluciones obtenidas
en las etapas ii y iii,y se homogeiniz6é en un vortex.

v) Se colocaron los tubos en bano Maria a temperatura de ebullicion durante
10 minutos

vi) Los tubos se enfriaron en el mismo baio de hielo y la coloracion verdosa se
ley6 en el espectrofotémetro a 625 nm, teniendo como blanco el tubo con O mg de
gluc./1t de la curva estandar.

vii) Los resultados de concentraciéon obtenidos de la curva estandar se
obtuvieron en miligramos de glucosa por litro, teniendo que multiplicar por los
factores de conversién adecuados para expresarlos en miligramos de glucosa por
gramo de materia seca por medio de la ecuacion (7):

mg IR 26l 1gMRH. X+§ mggluc. (7
x“*103m*1m*xgm.s.*5‘°'°26 X gMS.

donde X es la cantidad de glucosa en miligramos por litro de la curva estandar
para cada una de las muestras.

X representa los gramos de materia seca por gramo de materia humeda.
0 es la dilucién de la soluciéon enzimatica.
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c.7) Acidos nucleicos.

Esta técnica esta basada en el procedimiento reportado por Olmos (1987)
mediante las siguientes etapas:

i) Se hicieron diluciones de la solucion enzimatica obtenida en la seccioén b.5
del capitulo V con agua destilada en una relacion de 1:50.

ii) En tubos de ensaye se agregaron 5 ml de la dilucion anterior, 5 ml de acido
perclérico 0.7 M y se colocaron en bafio Maria a una temperatura de 70°C durante 20

minutos.
iii) Se centrifugé cada una de las soluciones a 3000 r.p.m. durante 20 minutos.

iv) El sobrenadante se leyé en un espectrofotometro de luz ultravioleta a 260
nm haciendo las diluciones necesarias para obtener lecturas entre 0.1 y 0.6 de

densidad éptica.
v) Los resultados se expresan en términos de densidad éptica por gramo de

materia seca mediante la ecuacion (10):

D.0. . 1 (8)
gMS. 81282 gM.s.

donde D.O. es la densidad éptica en términos de absorbancia.
gMS. representa los gramos de materia seca.
d; es la dilucion utilizada para preparar las soluciones
enzimaticas en la seccién c.7 del capitulo V.
8, es la dilucion utilizada al momento de leer en el
espectrofotometro.

c.8) Andlisis estadistico.

Se realizO un ‘analisis de varianza unidireccional para la actividad proteolitica
utilizando un programa que determina la tabla de la ANOVA (Hewlett-Packard), con
ésto se muestra qué tan significativamente diferentes son los resultados con respecto
a un testigo, para que de esta manera se obtengan las condiciones 6ptimas de
productividad enzimatica. Dicho analisis consiste en la comparacién de las
desviaciones estandar para probar la hipotesis de que 0;<0; esta dada por el

intervalo ['°°, Fx,y,z], donde z representa el nivel de significancia que en este
caso fue del 5% y Fy y,z €s el 100x punto porcentual de la distribucion F con xy y
grados de libertad, asi la hipotesis de que 0,<0; se acepta si F<Fy , , vy se rechaza si
F esta fuera de este intervalo. Este procedimiento tiene una probabilidad de 1-z de

aceptar la hipoétesis de que 0y=0, cuando es verdadera: P(F<Fx’y,z)=1-z, el
estadigrafo F relaciona un tratamiento de la suma de cuadrados con un error
cuadratico medio de ésta (Bowker y Lieberman, 1972; Johnson, 1977).

¢.9) Determinaciéon del crecimiento microbiano mediante el mo-delo de Sato.

El modelo reportado por Sato y col. (1983) simula el crecimiento de
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microorganismos aerébicos en medios empacados de FES con aereacion forzada, para
ésto se utiliza la tasa de consumo de oxigeno (OUR) como parimetro monitoreado con
un cromatografo de gases descrito en la seccion a.2.1 del capitulo V.

El OUR de microorganismos aerObicos involucra un término asociado al

crecimiento y otro al mantenimiento por medio de:

1 1 dx {9)
= —_— e+ M X
OUR Mo Y7o O + )

donde Mo es la cantidad de materia seca en gramos
Y,/ es el rendimiento de la biomasa con respecto al
oxigeno en g de biomasa/g de oxigeno
X es la biomasa en gramos
t es el tiempo de fermentacion en horas
m es el coeficiente de mantenimiento en
gde Oy / g MS.-hr

Al integrar la ec. (9) se obtiene:

t t

[ouR dt = —— {x¢ - Xg) + m[xdt — (10
0 YX/O I

donde X, y X, denotan la biomasa a los tiempos “t” y cero.

Los valores de Y, ,,=2.17gB/ g O3 ydem=0.096g O, / g B-hr los reporta Sato

y col. (1983) para Aspergillus oryzae y por Raimbault (1980) Yx/0=1.55g B/g O ¥y
m=0.007g02/g B-hr para Aspergillus niger cepa 10, mientras que X, se calcula con

la relacion reportada por Oriol (1987):

' X, =V*p*E (11)

donde V es el volimen de una espora en cm3

p es la densidad de las esporas en g / cm3
E es el numero de esporas inoculado en una cantidad de
materia seca

Las esporas se consideran como unos cilindritos de 3 u de diametro por 2 u de

altura, la densidad se sitiia entre 1-1.1 g / cm3 (se seleccion¢ el valor medio) y E fue
de 1.074*108 esporas en 4.651 g de materia seca.
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VI-RESULTADOS Y DISCUSION.

para_la produccion_de proteasas

a) Optimizaciéon del medio de cultivo

acidas por medio de FE

a.1l) Seleccion la_mej ce roductor

a.1.1.- Fermentacién con todas las cepas.

Se utiliz6 una cepa mutada del género Aspergillus hlperproductora de proteasas
acidas denominada AM-UAMI, la cual se compar6 con otras cinco cepas de colecc16n
del mismo género expuestas en la seccién b.2 del capitulo V.

Se tomaron datos a las 24, 36 y 48 hrs. a una temperatura de 33°C, un flujo de aire de
0.0133 VGM, un pH y una humedad iniciales de 5.5 y 50% respectivamente, se utiliz
soya como medio de fermentacién con un tamarfo de particula promedio de 1.455 mm
y un tamano de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS. Los resultados de la fermentacién
a.1.1 se dan a continuacion en las graficas No.1-4.

801e A. awemeriIFO 4888 —a
- A svemeriiFO 4314
= 4 cepaild
7,04~ AM - UAMI
= A oryrae
o 4 sp009
L

a 6.0

4p - | ] 1 1 1 i 1 i /]

6 S5 0 15 20 25 30 35 40 45 50
TIEMPO (Hrs.)

Grafica No.1. Evolucion del pH para todas las cepas durante 48 horas de
fermentacion.

La tendencia general de las cepas fue bajar el pH a un valor promedio de 5.3 a las 24
horas, para después subirlo y estabilizarlo a partir de las 36 horas hasta 6.5 en
promedio.
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HUMEDAD EN %

O S 10 15 20 25 30 35 40 45 S0
TIEMBO (Hrs.)

Grafica No.2. Evolucién de la humedad para todas las cepas durante 48 horas
de fermentacion.

La humedad se disminuyé a un valor promedio de 50% a las 24 horas aumentando
posteriormente hasta un promedio de 54.6% a las 48 horas, se puede considerar que
este parametro aproximadamente se mantiene.
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Grafica No.3. Evolucion de la cantidad de nitrégeno soluble para todas las
cepas durante 48 horas de fermentacion.

El nitrégeno soluble (micromoles de tirosina por gramo de materia seca) da una idea
de qué tan disponible se encuentra este elemento para el hongo, en lo cual para cada
cepa en general hay una disminucion después de las 24 hasta las 36 horas y un
aumento posterior a las 48 hrs. a excepcion de las cepas AM-UAMI y A. cepa 10 en las
cuales disminuyo.
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Con respecto a la actividad proteolitica (micromoles de tirosina por gramo de materia
seca y por minuto) se tiene lo siguiente:

[
4

A. svamorf IFO 4888
A. avameri IFO 4314
A cepall

A M. - UAMI
A
A

oryzae
s2 009

TEERY

Q
—d

n
1

1 S ] L ] 1 . i
0 <} 10 15 20 25 30 35 40 45 50
TIEMPO (Hrs.)
Grafica No.4. Comparacién de todas las cepas para la produccién de proteasas
acidas.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA
o

Teniendo como testigo a la cepa A.M.-UAMI y haciendo el analisis en el tiempo de la
mayor actividad proteolitica (36 hr) se obtiene lo siguiente:

a) A. awamori [FO4314 |X= 6.76 s=0.78 | F=185.16>F1 2 05=1851
b) A. awamori [FO4888 |X=1732 | s=108 |F= 0.69 <Fj 7 5=1851
¢) Aspergillus cepa 10 =11.93 s=0.65 |F=63.38>F1)(5=1851

d) AM.-UAMI X=18.14 s=0.89 | (testigo)
e) Aspergillus‘oryzae X=11.69 s=0.16 |F=101.60>Fj (5=18.51

f) Aspergillus sp 009 X=12.70 s=143 | F= 20.88>F2(5=1851

Nomenclatura: X-media, s-desviacién estandar y F, Fy y ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se obtuvo que sélo la cepa A. awamori IFO 4888 no
presenté una diferencia significativa con respecto a la AM.-UAMI, por lo que
cualquiera de las dos cepas es adecuada para la produccion de proteasas acidas.

La mayor produccion de proteasas acidas se obtuvo a las 36 horas con la cepa A.M.-
UAMI teniendo un pH de 5.4, 52.3% de humedad y 29 unidades de nitrégeno soluble.

En base a las tendencias observadas la mayor actividad proteolitica se obtuvo cuando
el pH tiende a estabilizarse a las 36 hrs., al aumentar la humedad después de las 24
hrs. y al disminuir la cantidad de nitrégeno soluble en el mismo tiempo, o sea que la
produccion de estas enzimas podrian estar ligadas con las variables mencionadas.
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a.1.2.- Fermentacion con las dos mejores cepas.

Se probo la eficiencia de la cepa hiperproductora con respecto a la de Aspergillus
awamori IFO 4888, teniendo las mismas condiciones de operaciéon que la

fermentacién a.l1.1 pero con salvado de trigo como sustrato, los resultados
las graficas No.5-8.

se dan en
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Grafica No.5. Evolucion del pH para las dos mejores cepas en 48 horas de

fermentacién.

En ambos casos el pH disminuye a un promedio de 4.18 a las 24 horas y aumentando

después a 5 y 6 para A.M.-UAMI y A. awamori. IFO 4888 respectivamente.
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Grafica No.6. Evolucion de la humedad para las dos mejores cepas durante 48

horas de fermentacion.
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La humedad sube un poco en la misma magnitud para las dos cepas teniendo la mayor
diferencia a las 36 horas, 53 y 58.7% para AM.-UAMI y A. awamori. IFO 4888
respectivamente.

5 20 - = A. avameri IFO 4888
o - A M -UAMI
o
-
O 18"'
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Grafica No.7. Evolucién de la cantidad de nitrégeno soluble para las dos
mejores cepas durante 48 horas de fermentacion.

El nitrégeno soluble (p moles de tirosina/g M.S.) tiene variaciones pequefas

tendientes a disminuir, a las 36 horas se tienen las mas significativas con 12.9 y 18.5
unidades para A.M.-UAMI y A. awamori. IFO 4888 respectivamente.

En general durante la fermentacion se tiene la tendencia de bajar el pH y el
nitrégeno soluble en ambas cepas, también baja la humedad para la cepa AM-UAMI a
las 24 hrs. y posteriormente aumenta, en cambio para la cepa A. awamori IFO. 4888
dicha humedad aumenta.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente perfil:
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afica No.8. Comparacion de las mejores cepas productoras de proteasas
acidas.
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Teniendo como testigo a la cepa mutada A.M.-UAMI se obtuvo lo siguiente:

a) A, Awamori [FO4888 | X= 8.38 |s=140 F=8.07 <F; , 5=1851
b) A.M.-UAMI X=12.18 |s=1.27 (testigo)

Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, Fy y ;-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que los resultados de ambas cepas no son
significativamente diferentes, por lo que también con salvado de trigo se puede
utilizar cualquiera de las dos para la produccion de proteasas acidas, asi la cepa A.M.-
UAMI es competitiva para la produccién enzimatica y es la que se utilizé para todas
las fermentaciones siguientes a 36 horas de fermentacion.

La mayor produccion de proteasas se obtuvo con la cepa A.M.-UAMI cuando el pH
tiende a estabilizarse hasta 4.6 a las 36 hrs., al aumentar la humedad al 53% vy al
disminuir la cantidad de nitrégeno soluble a 12.9 unidades después de las 24 horas.

a.2) Selecciéon del mejor medio de cultivo ytilizado como soporte de la
fermentacion.

Se probaron tres soportes clasicos para la fermentacién sélida implementando la
técnica Koji, se utilizé salvado, soya y trigo como medios de fermentacion puros y en
combinaciones al 25, 50 y 75% con un tamafio de particula promedio de 1.455 mm, a
una temperatura de 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM, un tamano de inoculo de
2 *108 esp/10 g de SIS, un pH y una humedad iniciales de 5.5-6.0 y 50%
respectivamente durante 36 horas de fermentaciéon. Los resultados se dan a
continuacion en las graficas No.9-12.
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Grafica No.9. Comparacion de los pH's inicial y final para todas las
combinaciones.

En general el pH final se mantiene en valores alrededor de 6 a excepcién de las
combinaciones de 50% trigo+50% soya y 75% trigo+25% soya, en donde se obtuvieron
valores menores que 5.
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COMBINACION EN %
Grafica No.1C. Comparacién de la humedad final para todas las combinaciones.

Las humedades finales tienen valores mayores de 60% para el trigo puro y sus
combinaciones al igual que para salvado puro a excepcion de 50% trigo+50%soya , y
menores de este valor para soya pura y sus combinaciones con salvado.
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Grafica No.11. Comparacion del nitrégeno soluble para todas las combinaciones.
El nitrégeno soluble (mmol tirosina/g M. S.) tiene valores mayores de 60 unidades
para trigo y sus combinaciones con excepcion de 25% trigo+75% salvado, y menores
que este valor para salvado puro, soya pura y sus combinaciones.

Para la actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min se tiene lo siguiente:
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Grafica No.12. Comparacién de tres soportes utilizados en la fermentacion Koji
para la produccion de proteasas acidas.

ACTIYIDAD PROTEOLITICA
[3)
o o

(=]

Teniendo como testigo la relacién 50% de salvado y 50% de soya se obtiene lo
siguiente:

35




CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

a) 100% TR X‘13.83 5’0.62 F=37.80> Fl 2 O;=18.51
b) 100% SV 23500 | 5094 | F= 1.4B <F; 5 05=1851
<) 100% SY X=3253 | 50905 | F= 3.79<F; ; 5=1851

d) 25% TR,75%SV | X=22.78 |s=043 | F= 5.16 <F; ; ¢5=1851
@) 50% TR,50%SV | X=1698 |s=099 | F=21.57>F 7 05=1851
[) 75% TR,25%SV | X=1448 | s041 | F=35.07>F; ) 9s=1851
g) 25% TR,7S%SY X=24.36 s=0.26 F= 2.52 <F1 2 05=18.51
h) 50% TR,50%SY | X=18.03 |s=1.41 F=15.29<F; , o5=1851
1) 75% TR,25%SY | X=15.25 |s=007 | F=31.68> F} 2 05=1851
}) 25% SV.75%SY | X=2046 | 5035 | F= 0.45 <F, ; 05=1851

k) 50% SV,50%SY | X=27.95 $=3.19 (testigo)
j) 75% SV,25%SY |X=26.75 |s=0.34 F= 0.28 <Fy ; 95=1851

Nomenclatura: SV=salvado, SY=soya y TR=trigo, X-media, s-desviacion estindar y
F, Fy y ;-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se tiene que las mejores combinaciones con respecto al
testigo son 25% SV+75% SY y 75% SV+25% SY, por lo que se puede utilizar cualquiera
de las combinaciones comprendidas entre estos valores. Debido a los problemas de
empaque que se tienen con la soya y aprovechando las propiedades de retencion de
humedad del salvado se sugirio la combinacion de 60% salvado y 40% soya.

Se observo que la productividad proteolitica aumenta con bajos niveles de nitrogeno
soluble y humedades de 55-60% para soya y sus combinaciones con salvado.

a.3) Efecto de las condiciones de operacion.

Se experiment6 con factores fisicos independientes de la preparacién del medio de
cultivo como tempetatura y aereacion y con los dependientes como la humedad y el
pH iniciales, el tamaiio de inoculo, el tamaiio de particula del medio de fermentacién
y la densidad de empaque de éste.

a.3.1) Efecto de la humedad inicial y de las condiciones de aereacidn.

Se vario el flujo de aire a razén de O, 0.033, 0,0133 y 0,0267 VGM (0, 1, 4 y 8 It/hr)
utilizando humedades del 40, 50 y 609%, a una temperatura de 33°C, un pH inicial de
6.9, un tamaino de particula promedio de 1.455 mm (60% salvado y 40% soya) y un
tamano de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS durante 36 horas de fermentacion,
teniendo los resultados en las graficas No.13-17.
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Grafica No.13. Comparacion de los pH s inicial y final a diferentes
humedades y flujos.

El pH final tende a mantenerse estable en valores de 6.2, 5.7 y 5.4 para 40, 50 y 60%
de humedad en los flujos de 0, 0.033, 0.0133 y 0.0267 VGM y valores mayores que los
anteriores a 0 VGM, el medio sin inoculo no tiene variaciones en el pH.
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Grafica No.14. Comparaciéon de la humedad final a diferentes humedades y
flujos.

La humedad final tiende a aumentar conforme aumenta el flujo de aire hasta valores
de 60.09 y 66.81 para las humedades iniciales de 50 y 60% respectivamente, mientras
que el medio de 40% de humedad inicial disminuye después de 0 VGM a 50.6%, se
mantiene en el intervalo de 0.0033-0.0133 VGM y aumenta posteriormente a 58.4%
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Grafica No.15. Comparacion del porciento de pérdida en peso seco a diferentes
humedades y flujos.
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El porciento de pérdida en peso seco tiende a aumentar en el medio de 40% de
humedad inicial conforme aumenta el flujo de aire hasta un valor de 25.6%, en los
otros casos se mantiene en un promedio de 139%.
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Grafica No.16. Comparacion del nitrégeno soluble a diferentes humedades y
flujos.

El nitrégeno soluble (p moles de tirosina/g M.S.) aumenta hasta el flujo de 0.0133
VGM vy luego disminuye ligeramente en el de 0.0267 VGM, a excepcién del medio de
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40% de humedad inicial en donde aumenta en el flujo de 0.0033 VGM y disminuye en
el de 0.133 VGM manteniéndose posteriormente.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente perfil:
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Grafica No.17. Efecto de las condiciones de aereacion del medio de fermentacion
sobre la produ ccidon de proteasas acidas.

Teniendo como testigo los flujos al 50% de humedad se obtiene lo siguiente:

a) 40% H.| 0.0000VGM | X=1344 | s=261 |F= 0.03 <F, ;05=7.71
0.0033VGM | X=24.11 | 5054 |F=606.60>F, ;0s=7.71
0.0133VGM | X=2480 | =201 |F= 18.35>F; 405=7.71
0.0267VGM | %=2393 | s=1.01 |F= 80.01>F; 405771

b) 50% H.| 0.0000VGM | X=13.72_| =052 | (testigo)
0.0033VGM_ | X=3182__| _s=0.06 | (testigo)
0.0133VGM_| X=3129 | s=1.69 | (testigo)

0.0267VGM_| X=31.79 | s-1.14 | (testigo)

C) 60% H.| 0.0000VGM | X=7.77 5=1.60 | F=37.56>F; 4 5=7.71
0.0033VGM | X=19.78 | =437 |F=22.82>F; 405=7.71
0.0133VGM | X=2140 | s=0.71 |F=87.02>F; 405=7.71
0.0267VGM | X=2225 | $=220 |F=44.63>F; 4qs=7.71

Nomenclatura: SIS-sustrato inicial seco, H-humedad, X-media, s-desviacién estandar
y F, Fy y ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se aprecia que los flujos al 50% de humedad son
significativamente mejores que los flujos al 40 y 60% de humedad, por lo cual se
utilizé esta condicién para las fermentaciones posteriores con un flujo de aire de 4
It/hr, para facilitar el suministro de oxigeno y la eliminacion del calor metabélico
generado por el hongo.
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a.3.2) Ffecto de la temperatura de fermentacion.

Se probaron cuatro temperaturas en bados de temperatura constante
independientes, a un pH de 7, una humedad del 51.16%, un tamafno de particula

promedio de 1.455 mm (60% salvado y 40% soya) y un tamaiio de inoculo de 2 *108
esp/10 g de SIS durante 36 horas de fermentacion teniendo los resultados en las

graficas No.18-20.
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Grafica No.18. Variacién del pH final y del porciento de pérdida en peso seco
con la temperatura de fermentacion.
El pH final aumenté al aumentar la temperatura de fermentacién mientras que la
pérdida en peso seco se incrementd hasta un valor de 16.8% a 33°C y después
disminuy6 ligeramente a 36°C.
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Grafica No.19. Variacion de la humedad final y del nitrogeno soluble con la
temperatura.
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Al aumentar la temperatura de fermentacion el nitrogeno soluble ( m moles de
tirosina/g M.S.) y la humedad final aumentaron hasta 82 unidades y 62.5%

respectivamente.

La actividad proteolitica en p moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:
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Grafica No.20. Efecto de la temperatura de fermentacién sobre la produccion de
proteasas acidas.

Teniendo como testigo los flujos al 509% de humedad se obtiene lo siguiente:

a) 27°C |X=1177 |s=1.14 F=62.87>F, 4(35=661

b) 30°C |[X=1603 |s=109 F= 4.90 <F; 45=661

¢) 33°C |X=1759 [s=0.60 (testigo)

d) 36°C |X=0.66 |s=022 F=2082.57>Fy 4 35=06.61
Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, F, y ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que solo a 30 y 33°C no se tiene una diferencia
significativa, eligiendo la dltima temperatura para las fermentaciones siguientes
debido a que es mas facil de regular por las condiciones del laboratorio.

Se observo que la productividad proteolitica aumenta con la temperatura hasta 33°C
y posteriormente baja drasticamente a 36°C, por lo cual la produccién de estas
enzimas es funcion de la temperatura de fermentacion.

a.3.3) Efecto del pH inicial del medio de fermentacion.

Se vario el pH inicial del medio de cultivo en forma independiente con un tamaifio de

inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS, una humedad inicial promedio de 50%, a una
temperatura de 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM, un tamafio de particula
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promedio de 1.455 mm (60% salvado y 40% soya), cuyos resultados se dan en las
grafica No.21-23.
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Grafica No.21. Efecto del pH inicial sobre el pH final y el porciento de pérdida

en peso $eco.

Al disminuir el pH; el pHf disminuy6 hasta un valor de 4.12 y en el intervalo de 4-7 se

mantuvo en un valor promedio de 6.3, el porciento de pérdida en peso seco bajé hasta
un valor de 4.09% mientras que a pH’ s mas altos oscila alrededor de 14.7%.
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Grafica No.22. Efecto del pH inicial sobre la humedad final y el nitré6geno so-
luble.

La humedad final tende a mantenerse en un valor promedio de 56.7%, mientras que
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el nitrogeno soluble (m moles de tirosina/g M.S.) se mantuvo oscilando alrededor de
61.8 unidades.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente perfil:
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Grafica No.23. Efecto del pH inicial del medio de fermentacién sobre la
produccion de proteasas acidas.

Teniendo como testigo el pH de 5.4 se obtiene lo siguiente:

a)2.72 | X=2.32 s=033 | F=851.36>F} 4 05=7.71
b)3.27 |X=1150 |s=1.80 |F=142.02>F; 4 05=7.71
0)3.99 |X=16.12 |s-038 |F=169.79> F; 4 05=7.71
d)4.85 |X=21.94 |s=228 | F= 12.29>F} 405=7.71

€) 541 |X=27.42  |s=145 | (testigo)
1 6.13 |X=25.60 |s=1.39 |F= 2.46<F 4 5=7.71

g) 6.56 X=25.55 s=1.48 2.45 <F1 4 05=7.71 §
h) 3.99 |X=18.51 s=1.45 = 56.40>F; 4 05=7.71 1

-y
i

Nomen ra: X-media, s-desviacion estandar y F, F, y ,-factores estadisticos. i

Por los factores estadisticos se observa que los datos a pH de 6.13 y 6.56 no presentan
diferencia significativa, sin embargo se eligié el testigo debido a que el medio de
fermentacion se alcaliniza y puede haber condiciones desfavorables para el
crecimiento del hongo.

Se observé que al aumentar el pH inicial del medio de fermentacién la produccion de
proteasas aumenta, alcanzando un valor maximo promedio de 26.2 unidades entre 5.5-
6.0 y disminuyendo posteriormente.

o,
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a.3.4) Efecto del tamaio de particula del medio de fermentacion.

Se experimentaron cuatro tamaifos de particula tamizando el salvado y la soya con
diferentes mallas de la siguiente forma:

i.1) Tanto el salvado como la soya pasan malla del No.6 y no pasan malla del No.10,
teniendo un tamaro de particula promedio de 2.635 mm.

i.2) Tanto el salvado como la soya pasan malla del No.10 y no pasan malla del No.18,
teniendo un tamano de particula promedio de 1.455 mm, éste es el testigo que se ha
venido utilizando en todas las fermentaciones anteriores.

i.3) Tanto el salvado como la soya pasan malla del No.18 y no pasan malla del No.35,
teniendo un tamaiio de particula promedio de 0.735 mm.

i.4) El salvado pasa malla del No.10 y no pasa malla del No.18 mientras que la soya
pasa malla del No.35, teniendo un tamafo de particula promedio de 1.455 mm y menor
o igual que 0.47 mm respectivamente,

Se utilizé un tamano de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS, un pH inicial de 7, una
humedad de 52.8%, un flujo de aire de 0.0133 VGM, a 33°C durante 36 horas de
fermentacion teniendo los resultados en las graficas No.24-26.
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TAMARO DE PARTICULA (mm)

Grafica No.24. Variacion del pH final y del porciento de pérdida en peso seco
con respecto al tamafio de particula del medio de fermentacion.

Al disminuir el tamaro de particula del medio de fermentacién el pH se mantuvo en
un valor promedio de 6.1, mientras que el porciento de pérdida en peso seco aumento
hasta un valor de 17.2%.
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Grafica No.25. Variacién de la humedad final y del nitrogeno soluble con
respecto al tamano de particula del medio de fermentacion.

TAMARO DE PARTICULA {mm)

Al disminuir el tamafno de particula del medio de fermentacion el pH final se
mantuvo en un valor promedio de 6.1 mientras que el nitrégeno soluble (u moles de

tirosina/g M.S.)

aumento hasta un valor de 78.2 unidades.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:

o
(=
i

8

10018 SY (1,455 mm) v 35 5Y4 (0,47 mm)

186118 SY ¥y SY (1,455 mm)

18135 SY y SY (8,735 mm)

ACTIYIDAD PROTEOLITICA

SY¥=SALYADO
10 415Y=SOYA
6210 SY ¥y SY (2,635 mm]
0 A ke 1 L 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

TAMARO DE PARTICULA {mm)

Grafica No.26. Efecto del tamafio de particula del medio de fermentacion sobre

la produccién de proteasas acidas.
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Teniendo como testigo el tamafo de particula de 1.455 y 0.47 mm para salvado y soya
respectivamente se tiene:

a) 2.635 SV y SY X=1156  |s=092 | F=229.20> F; 45=7.71
b) 1.455 SV y SY X=1732 |s=153 |F= 69.27>F; q5=1.71
) 0.735 SV y SY X=2531 | =157 |F= 4.79<F; ,os=7.71
d) 1,455 SV y 0.47 SY X=2821__ |s=167 | (testigo)

Nomenclatura: SV=salvado, SY=soya, X-media, s-desviacién estandar y F, Fy  ,
factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que sé6lo el tamafio de particula de 0.735 ' mm
para SV y SY no tiene diferencia significativa con respecto al testigo, éste es el que
se eligio para las fermentaciones posteriores debido a que por los espacios
intersticiales que presenta hay una mejor aereacién, facilitando el suministro de
oxigeno y la eliminacién del calor metabélico generado por el hongo.

En general se observé que al disminuir el tamano de particula del medio de
fermentacion la produccioén de proteasas acidas aumento.

a.3.5) Efecto del tamaino de inoculo.

Se probaron tres tamafios de inoculo, los cuales son 0.2 *108, 2 *108 y 4.4 *108
esporas por cada 10 g de sustrato inicial seco (SIS), a un pH de 5.7, un flujo de aire de
0.0133 VGM, un tamarno de particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado (60%)
y soya (40%) respectivamente, a 33°C durante 36 horas de fermentacién y una
humedad de 509%. Los resultados se dan a continuacién en las graficas No.27-29.
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R <= pH inicial
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TAMARO DE INOCULO (esporasi10 g SIS)

Grafica No.27. Efecto del tamano de inoculo sobre el pH final y el porciento de
pérdida en peso seco.
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RESULTADOS Y DISGUSION

Al aumentar el tamafio de inoculo el pH final se mantuvo en un valor promedio de 6.2
mientras que el porciento de pérdida en peso seco aumenté hasta 19%, lo cual
representa que a mayor tamafo de inoculo el crecimiento aumenta.
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TAMARO DE INOCULO (esporasii0gSIS)
Grafica No.28. Efecto del tamaiio de inoculo sobre la humedad final y el

nitrégeno soluble

Al aumentar el tamafo de inoculo la humedad final se mantiene en un valor
promedio de 57.95%, mientras que el nitrégeno soluble { m moles de tirosina/g M.S.)

disminuy6 en 12 unidades.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente

comportamiento:

w
W

2 e+8 esporas/ml

w
O
)
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Grafica No.29. Efecto del tamaio de inoculo sobre

la produccion de proteasas acidas.
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Teniendo como testigo €l tamafio de inoculo de 2 *108 esp,/10 g SIS se tiene lo
siguiente;

a) 0.2 *108 X=22.59 s=2.16 F= 29.88 > Fl 4 05=7.71
b) 2.0 *108 [X=29.77  [s=0.71 | (testigo)
c) 4.4 *108 X=22.22 s=0.96 F=11947> Fl 4 05=7.71

Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, Fy | ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que se tiene una diferencia significativa con
respecto al testigo, por lo que se utiliz6 el tamafio de 2 *108 esp/10 g SIS en las
fermentaciones posteriores. '

Al aumentar el tamafno de inoculo la produccién de proteasas acidas aumenta hasta
un valor maximo y luego disminuye,

a.3.6) Efecto de la densidad de empaque del medio de fermentacion.

Se experimentaron tres densidades de empaque del medio de fermentacién a un pH de
5.65, a una temperatura de 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM, un tamaifio de
particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado (60%) y soya (40%)
respectivamente, una humedad del 49.2% y un tamado de inoculo de 2 *108 esp/10 g
SIS durante 36 horas de fermentacién, mostrando los resultados en las graficas
No.30-32.
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Grafica No.30. Efecto de la densidad de empaque sobre el pH final y el
porciento de pérdida en peso seco.

Al aumentar la densidad de empaque del medio de fermentacién el pH final se
mantuvo en un valor promedio de 6.6 mientras que el porciento de pérdida en peso
disminuyé en el valor medio en 3.7 unidades y aumentando 1.3 unidades
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posteriormente.
.90
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Grafica No.31. Ffecto de la densidad de empaque sobre la humedad final y el -
nitrogeno soluble.

Cuando aumenta la densidad de empaque del medio de fermentacién la humedad final
se mantuvo en un valor promedio de 57.2%, y el nitrégeno soluble (4 moles de
tirosina/g M.S.) aumenté en el valor medio 6.7 unidades y se mantuvo.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:

<50
3

o v n 0.271 g/cm

L

—d 45 -

o

t

-

o 3

X 40 0.307g/cm

Q.

Q

4 .

0 35 A

>

- 0.408 g/cm3

o 30 V' ' . [} 3 L 1

< 0,250 0,275 0.300 0325 0.350 0.373 0,400 0.425

DENSIDAD DE EMPAQUE (mm)

ica No.32. Efecto de la densidad de empaque del medio de fermentacion
sobre la produccién de proteasas acidas.
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Teniendo como testigo la densidad de empaque de 0.27 g/cm3 se tiene:

a) 0.27 X=47.83 $=0.1.34 { (testigo)
b) 0.31 X=38.61 s=1.47 F= 43.00> F, ; 05=18.51

c)0.41 X=32.89 s=0.25 F=241.03> F; ; 95=1851

Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, F, , ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que se tiene una diferencia significativa con
respecto al testigo, por lo que se utilizé6 la densidad de empaque de éste en las

fermentaciones posteriores.

Al aumentar la densidad de empaque del medio de fermentaciéon la produccion de
proteasas acidas disminuye rapidamente hasta una diferencia de 14.9 unidades, ésto
probablemente es debido a que la compactacién del medio de cultivo dificulta el
suministro de oxigeno y la eliminacién del calor metabélico generado por el hongo.

a.4) Efecto de la adicién de inductores en el medio de fermentacion.

Se adicionaron nutrientes al medio de fermentacién para saber si la combinacion de
salvado-soya aportaba los necesarios, para el rendimiento 6ptimo en cuanto a
produccion de proteasas acidas se refiere.

a.4.1) Adiciéon de fuentes de carbono y nitrégeno.

Se adicion6 al medio de cultivo lactosa y glucosa como fuentes de carbono al 4% y
cloruro de amonio, urea y peptona como fuentes de nitré6geno en una proporcion tal
que la relacién carbono/nitrégeno (C/N) fuera igual a 10. En ambos casos se
experimentaron comog componentes puros y en combinaciones a un pH y una
humedad promedio iniciales de 6.9 y 51.9% respectivamente, a 33°C, un flujo de aire
de 0.0133 VGM,.un tamaifo de particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado
(60%) y soya (40%) respectivamente y un tamaio de inoculo de 2 *108 esp/10 g de
SIS durante 36 horas de fermentacion. Los resultados se muestran a continuacion en
las graficas No.33-36.
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Gréfica No.33. Efecto de fuentes de carbono y nitrégeno sobre el pH final.

Nomenclatura: L -lactosa, G-glucosa, A-cloruro de amonio, P-peptona, U-urea y

TES-testigo.

En general todos los componentes mantienen el pH final del medio de fermentacion

en un valor promedio de 6.1.
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Grafica No.34. Efecto de fuentes de carbono y nitrogeno sobre el porciento de
pérdida en peso seco.

Nomenclatura: L-lactosa, G-glucosa, A-cloruro de amonio, P-peptona, U-urea y

TES-testigo.
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Grafica No.36. Efecto de la adicién de fuentes de carbono y nitrégeno al medio
de fermentacion para la produccién de proteasas acidas.

Los datos se comparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) lactosa X=2351 [s=055 | F=57.29>F;, 5-1851
b) Glucosa + NH4(1 | X=26.20 |s=3.03 |F= 1.37 <F; ,5=1851
c) Lactosa + NH4Cl | X=26.27 s=1.25 F= 5.74 <F; ; o5=18.51
d) Peptona X=26.20 $=3.03 F= 1.37 <F; ;93=1851
e) Lactosa + Peptona | X= 26.96 s=1.80 F= 1.74 <F;, 5=1851
f) Lactosa + Urea X=27.33 s=0.50 F= 4,70 <F; ; 35=1851

It

| g) Testigo X=28.80 s=0.82 (testigo)

h) Urea p X=29.03 $=2.01 F= 0.02 <F; 5 5=1851
i) Glucosa + Peptona | X=29.36 s=1.72 F= 0.17 <F; , 95=1851
j) Glucosa X=30.02 s=0.46 F= 3.34 <Fy;5=18.51

k) Glucosa + Urea | X=31.13 s=0.88 F= 7.44 <F;,5=1851
1) Cloruro de amonio | X= 31.78 s=0.76 F=14.14<F; ; 35=1851

Nomenclatura: X-media, s-desviacioén estandar y F, F, y z-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que los datos cuyas medias son mayores que la
del testigo no presentan una diferencia significativa, lo que sugiere que el medio
por si solo contiene las fuentes de carbono y de nitrégeno suficientes para los
requerimientos metabélicos del hongo.

Conforme aumenta la pérdida en peso seco la produccién de proteasas acidas
aumenta, con excepcion del medio que contiene lactosa.

Debido a que el cloruro de amonio fué el componente que present6é la diferencia
mayor se utilizé en 1os experimentos posteriores,
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a.4.2) Adicién de microelementos.

Se adicionaron los microelementos mas comunes utilizados en la fermentaciéon como
son fésforo (80 mg/g M. S. de KH,8,), magnesio (12 mg/g M. 5. de MgSO4+7H,0),
manganeso (0.05 mg/g M. S. de MnSO,), fierro (0.384 mg/g M. S. de FeCl; y 0.2 mg/g
M. S. de FeSO_ 7H,0), zinc (0.05 mg/g M. S. de ZnSO4 7H,0), calcio (0.05 mg/g M. S. de

CaCl;) y cobalto (0.08 mg/g M. S. de CoCl,) (Raimbault, 1980; Deschamps y Huet, 1984; -

Levonen, 1985; Chahal, 1985), a un pH y una humedad promedio de 6.7 y 47.3%
respectivamente,. a 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM,.un tamano de particula
promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado (60%) y soya (40%) respectivamente y un
tamafio de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS durante 36 horas de fermentacion. .Los
resultados se dan en las graficas No.37-40.

@ pH inicial
- B pH final o
o] 8,0 1 {+1] 1< ™~ * ©
- m‘ \D~ N ~ -
E 0 © - g, - < :} g 0 ")
. o :
6,0 4 B
s
240
= 4,0
‘m
I 20
Q.
0,0

FeGly MgS0, CaCly CoCly KHoPO, Testigo MnSQ, ZnS0, FeSO,

MICROELEMENTOS
Grafica No. 37. Efecto sobre el pH final de la adicién de microelementos al me
dio de fermentacion.

El pH final del medio de fermentacién se mantuvo en un promedio de 6.16 para todos
los componentes con excepciéon de los cloruros férrico y de cobalto que tienen
valores de 5.70 y 5.86 respectivamente,
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Grafica No. 38. Efecto sobre el porciento de pérdida en peso seco de la
adicion de microelementos al medio de fermentacion.

Los componentes que tuvieronn los valores mas altos de la pérdida en peso
seco fueron los sulfatos de zinc, ferroso y de magnesio con 12.14, 13.84 y 13.91%
respectivamente.
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Grafica No. 39. Efecto de la adicion de microelementos al medio de fermenta-
cién sobre la humedad final y el nitrégeno soluble..

La humedad final se mantiene en un promedio de 54.07% con excepcién de los

sulfatos ferroso y de zinc con valores de 58.1 y 59.3% respectivamente. El nitrégeno
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soluble {(u moles de tirosina/g M.S) tiene sus valores mayores con los sulfatos ferroso
y de zinc y con los cloruros de calcio y de cobalto.

La actividad proteolitica en u moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:

o
1

3 40
'-_- 4 ] FeClz
= B MgS04:7H,0
= 30 4 B cacL,
o CeCl>
a
5 B TESTEO0
€ 20 - B MaSO04
o ZnS04 - TH,0
Q 1 A2 FeS04 :7H,0
«
8
>
[
Q
«

o
]

rafica No.40. Efecto de la adicion de microelementos al medio de
fermentacion para la produccién de proteasas acidas.

(9]

Los datos se comparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) FeCl3 X=20.18 s=1.97 F=11.90>F, ,5=7.71
b) MgS047H,0 X=21.00 |s=187 [F=8.80>F;  (5=7.71
¢) CaCly X=21.31 s=3.01 F=3.83 <F; 395=10.13
d) CoCl, . X=22.02 s=1.88 F=4.91<F; 455=7.71
e) KHpPO47H,0 X=22.48 s=1.73 F=3,93<F; 4(5=7.71
f) Testigo 1X=25.06 s=1.45 (testigo)

g) MnSO4 X=25.19 $=1.46 F=0.01<F, , (5=1851
h) ZnSO47H,0 X=26.45 s=0.56 F=2.41<F; ;5=7.71
1) FeSO41 7H,0 X=30.13  [s=128  [F=20.62>F; 45=7.71

Nomenclatura: X-media, s-desviacién estandar y F, F, y z-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que en los medios cuyas medias son mayores
que el testigo sélo el sulfato ferroso presenta diferencia significativa, ésto es debido
a que el fierro es un componente estructural de las enzimas al igual que el zinc, por
lo que éste se utiliz6 en los experimentos posteriores.

Los medios que tuvieron los valores de humedad final y de pérdida de peso seco mas
altos, son los que mayor produccién de proteasas acidas presentaron con excepcioén
del cloruro de calcio y del sulfato de magnesio.
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a.4.3) Niveles de cloruro de amonio y sulfatos de fierro y de zinc.

Se modificaron las cantidades adicionadas a la mitad y al doble de las cantidades de
cloruro de amonio (2.92 y 11.68 mg/g M.S.) y de sulfatos de fierro (0.1 y 0.4 mg/g
M.S.) y de zinc (0.025 y 0.1 mg/g M.S.) utilizadas en las fermentaciones a.4.1 y a.4.2
respectivamente, ésto se realizo en dos diferentes niveles a un pH y una humedad
promedio de 6.9 y 51.9% respectivamente,. a 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM,.un
tamano de particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado (60%) y soya (40%)
respectivamente y un tamano de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS durante 36 horas
de fermentacién. Los resultados se muestran en las grafica No.41-44.
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Gréfica No.41. £fecto de la adicién de nitrégeno como fuente de nitrégeno y de -
microelementos de fierro y de zinc sobre los pH” s finales,

Se observé que el pH final del medio de fermentacién se mantuvo en un valor
promedio de 6.1 a excepcion del nivel 2 de cloruro de amonio que fue de 6.6.
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Grafica No.42. Efecto de la adicién de nitrégeno como fuente de nitrogeno y de
microelementos de fierro y de zinc sobre el porciento de pérdida
en peso seco.

Los valores mas altos de la pérdida en peso seco fueron los niveles 1 y 2 de
sulfato ferroso y el nivel 2 del cloruro de amonio con valores de 17.7, 18 y 18.2%
respectivamente.
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Grafica No.43. Efecto de la adicién de nitrégeno como fuente de nitrogeno y
de microelementos de fierro y de zinc sobre la humedad final y
el nitrogeno soluble.

La humedad final se mantuvo en un valor promedio de 59.6% y el nitrégeno soluble
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(u moles de tirosina/g M.S.) en 65.8 a excepcion _del nivel 1 de cloruro de amonio
cuyo valor fue de 71.44 unidades.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:
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- 16 4-0- ZnS04:7H,0

= = NH4CL
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Grafica No.4d. Efecto de la adicién de cloruro de amonio y microelementos de

fierro y zinc al medio de fermentacién para la produccién de pro
teasas acidas.

Los datos se comparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) (1) NH,( X=12.36 [s=1.04 |F=5.46<F, gs=7.71
b) (2) NH4CI X= 8.87 |s=073 |F=4.75<F; 495=7.71
©) (1) Z0SO47TH,0 | X=12.26  |s=1.15 | F= 4.42 <F; 35=10.13
d) (2) ZnSOQ4 7H,0 | X=10.26 s=0.70 F= 0.05 <F} 495=7.71
e) (1) FeSO47H,0 | X=14.62 |s=2.11 |F= 9.71<Fy405=7.71
f) (2) FeSO47H,0 | X=13.98 |s=009 |F=3821>F;  qs=7.71
g) Testigo X=10.42 s=0.99 (testigo)

Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, Fy  ;-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observa que sélo el nivel 2 de sulfato ferroso presenta
diferencia significativa, aunque también se consideré el sulfato de zinc en el nivel 1
por ser éste elemento un componente estructural de las enzimas al igual que el
fierro.

Los valores mas altos de la produccién de proteasas acidas se obtuvieron con los
medios que presentaron la mayor pérdida en peso seco, por 10 que también el nivel 1
de cloruro de amonio se eligié para los experimentos posteriores.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

Nota. Los valores bajos de actividad proteolitica pudieron ser debidos a problemas de
altas densidades de empaque.

a.4.4) Adicion de caseina entera e hidrolizada y combinaciones de
cloruro de amonio con sulfatos de fierro y de zinc.

Se prob6 la combinacién de la fuente de nitrogeno con los microelementos
mencionados arriba y de éstos entre si en forma independiente, 1o anterior se realizé
con los niveles 6ptimos de la fermentacioén a.4.3 (2.92 mg/g M. S. de NH4Cl, 0.025
mg/g M. S. de ZnSO4 y 0.4 mg/g M. S. de FeSO4) haciendo las combinaciones en todas
sus posibilidades. Por otra parte se observé el efecto al adicionar caseina entera e
hidrolizada, los experimentos se realizaron a un pH y una humedad promedio de 7.1 y
51.9% respectivamente, a 33°C, un flujo de aire de 0.0133 VGM,.un tamaio de
particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado (60%) y soya (409%)
respectivamente y un tamafo de inoculo de 2 *108 esp/10 g de SIS durante 36 horas
de fermentacién.Los resultados se dan en las graficas No.45-48.

10
M pH inicial

= |1 pH final ~ N
Es",,,_@ ~ N % S w ~ oo ~ 0 D
- ), < 2 ), 1 ), )
o= 0 bt w 0 <0 w0 0
- 6 4
L.
lg
= 4 4
«
L
L 24
Q.

0 -

Fe+A 2Zn+A Casemna Fe+Zn+A Testigo C Hid. Fe+Zn

COMBINACIONES
Grafica No.45. Efecto de combinaciones de nitrégeno, fierro y zinc
adicionadas al medio de fermentacion sobre los pH’s.

Nomenclatura: F e-sulfato ferroso, A-cloruro de amonio, Z n-sulfato de zinc,
C.Hid.-caseina hidrolizada

El pH final del medio de fermentacion se mantuvo en un valor promedio de 6.6 para
todos los componentes.
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COMBINACIONES
Grafica No.46. Ffecto de combinaciones de nitrogeno, fierro y zinc adi-
cionadas al medio de fermentacién sobre el porciento
de pérdida en peso seco.

Nomenclatura: F e-sulfato ferroso, A-cloruro de amonio, Z n-sulfato de zinc,
C.Hid.-caseina hidrolizada

Los valores mas altos de la pérdida en peso seco se obtuvieron con el testigo (16.8%),
la caseina entera (16.4) y con la combinaciones de fierro + cloruro de amonio (17%)
y fierro + zinc + cloruro de amonio (17.4%).
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Grafica No.47. Efecto de combinaciones de nitrégeno, fierro y zinc adicionadas
allmedio de fermentacion sobre la humedad final y el nitrégeno
soluble.
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e

Nomenclatura: Fe-sulfato ferroso, A-cloruro de amonio, Z n-sulfato de zinc,
C.Hid.~caseina hidrolizada

La humedad final se mantuvo en un valor promedio de 61.7% a excepcion de la
combinacion de fierro + zinc (56.6%), el nitrégeno soluble (m moles de tirosina/g
M.S.) en 61.1 unidades para la caseina hidrolizada, 65.6 unidades para las
combinaciones con cloruro de amonio y 70.4 unidades para la caseina entera, el
testigo y la combinacién de fierro + zinc.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente

comportamiento:

A
&

FeSO4 + RH4CY
ZnS04 + RH4C1
CASEINA

Fe+Zn SO4+NH4CI
TESTI6O
CASEINA HIDROL.
FeSO4 + ZnS04

B

8

BEO0SEEBE0

13,897
14,511
15,274

-1 9,891
12,463

o
1

ACTIYIDAD PROTEOLITIC
8

Q

Grafica No.48. Efecto de combinaciones de nitrégeno, fierro y zinc
adicionadas al medio de fermentacién para la produccién de
proteasas acidas.
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Los datos se comparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) FeSO4+NH4Cl X= 9,9 s=3.59 F= 3.82 <F; 7 05=1851
b) ZnSO4+NH4Cl X=12.46 s=1.20 F= 4.22 <F;,(5=1851

¢) Caseina entera X=13.90 5=0.39 F= 1.55 <Fy ; 95=1851

d) FeSO4+ZnSO4+NH4C1 X=14.52 =197 F= 0.19 <F; 5 95=1851

e) Testigo X=15.28 §=1.52 (testigo)

f) Caseina hidrolizada X=16.15 s=1.36 F= 0.37 <F; , 95=1851

g) FeSO4+ZnSO4 X= 30.89 s=1.70 F=93.94> F, ; o3=1851

Nomenclatura: X-media, s-desviacién estandar y F, Fy , ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos se observé que la mejor combinacion fue la de fierro +
zinc teniendo una diferencia significativa notable.
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a.4.5) Niveles de combinaciones de algunas fuentes de nitrégeno con
microelementos de fierro y de zinc en forma de sulfatos.

Se realizo un diselo de experimentos con los compuestos que se mencionan arriba en
tres diferentes niveles, (0) para el nivel cero (el componente no se adiciond), (1)
para el nivel uno (0.025 mg de ZnSO4/g M. S., 0.1 mg de FeSO4/g M. S,, 1.64 mg de
Urea/g M. S., 9.55 mg de peptona/g M. S.) y (2) para el nivel dos (0.1 mg de ZnSO,4/g
M.S., 0.4 mg de FeSO4/g M. S., 6.56 mg de Urea/g M. S., 38.2 mg de peptona/g M. S.}, a
un pH y una humedad promedio de 5.3 y 50.6% respectivamente, a 33°C, un flujo de
aire de 0.0133 VGM,.un tamano de particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para salvado
(60%) y soya (409%) respectivamente y un tamafo de inoculo de 2 *108 esp/10 g de
SIS durante 36 horas de fermentacién. Los resultados se dan a continuacién en las
graficas No.49-52.
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COMBINACION DE NIYELES
Gréfica No.49. Efecto de la combinacién de niveles de nitrégeno, fierro y zinc
adicionadas al medio de fermentacién sobre los pH's.

Nomenclatura: Fe-sulfato ferroso, P-peptona, Z n-sulfato de zinc, U-urea y
Test.-testigo.

El pH final del medio de fermentacién se mantuvo en un valor promedio de 6.6 a
excepcion de la combinacién de (2) de peptona + (2) de zinc que fue 6.2.
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Grafica No.30. Ffecto de la combinacién de niveles de nitrégeno, fierro y zinc
adicionadas al medio de fermentacién sobre el porciento de
pérdida en peso seco.

Nomenclatura: Fe-sulfato

ferroso, P-peptona, Z n-sulfato de zinc, U-urea y

Test.-testigo.
Los valores més altos de 1a pérdida en peso seco se obtuvieron con las combinaciones
de (2) de fierro + (1) de peptona + (1) de urea + (2) de zinc (17%), (1) de urea (17.5%),

(2) de fierro + (1) de zinc (
140

18.49) y (2) de urea + (1) de peptona + (1) de zinc (20.5%).
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Grafica No.51. Efecto de 1

COMBINACION DE NIYELES

a combinacién de niveles de nitrogeno, fierro y zinc

adicionadas al medio de fermentacién sobre la humedad final y el nitrégeno soluble.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

Nomenclatura: Fe-sulfato ferroso, P-peptona, Z n-sulfato de zinc, U-urea y
Test.—testigo».

La humedad final se mantuvo en un valor promedio de 58.7% y el nitrogeno soluble
(m moles de tirosina/g M.S.) en 80.7 unidades para la combinacion de (2) de fierro +
(2)peptona + (2) de urea y de 91.9 unidades para las demas combinaciones a
excepcion de la de (2) de urea + (1) de peptona + (1) de zinc que fue de 101.3 unidades.

La actividad proteolitica en m moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:

< 70 -
= g |M 2Fes2Ps20

= 60 - =2 > |l 1Fe+2P+1U+1Zn
- o8 e g 2 (B TESTIGO

Q 50 - DI i 35 1Fes2U+22Zn
o =;5 C] 1 Fe +1Peptons
© 40 - :£§ B (1)Ures

« ':; 2Fe+ 1P+ 1U+2Zn
S 20- .§£ Z Peptona+2 Zn
o 5;3 B2 2U0+1P+12Zn

S 20 - - §g§ 3 2FeS04s 120504
>

= 10 1 :;:

- L -l

& :_3:

< 0- Z 3&

Grafica No.52. Ffecto de combinaciones de nitrégeno, fierro y zinc al medio
de fermentacion en tres niveles para la produccién de protea

sas acidas

Los datos se c'omparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) (2)FeSO4+(2)Peptona+(2)Urea X=35.70 |s=2.69 | F= 2.79 <F; ; 05=18.51
b) (1)FeSO4+(2)Peptona+(1)Urea+(1)ZnSO4 | X=37.01 |s=2.88 | F= 1.01 <F; ; p5=1851
¢) Testigo X=39.27 |s=1.39 | (testigo)

d) (1)FeSO4+(2)Urea+(2)ZnSOy4 X=40.79 |s=3.75 | F= 0.29 <F; 7 55=1851
e) (1)FeSO4+(1)Peptona X=45.80 |s=2.17 | F=12.84<F; ; 35=1851
f) (1)Urea X=46.26 |s=4.24 | F= 4.41 <F;;(5=1851
g) (2)FeSO4+(1)Peptona+(1)Urea+(2)ZnSO4 | X=48.20 | s=0.21 | F=81.13>F; ; o5=1851
h) (2)Peptona+(2)ZnSOy4 X=49.71 |s=1.58 | F=49.21> F , 35=1831
i) (2)Urea+(1)Peptona+(1)ZnSOy X=50.03 |s=0.74 | F=93.58>F; , 55=18.51
j) (2)FeSO4+(1)ZnSO4 X=53.88 [5=2.95 | F=40.19> F; ; 5=18.351

Nomenclatura: X-media, s-desviacion estandar y F, Fy , ,-factores estadisticos.

Por los factores estadisticos y la media mas alta se observa que la mejor combinacién
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fué con el nivel (1) y (2) para zinc y fierro respectivamente, la cual se utilizo para
las cinéticas de crecimiento posteriores.

Las mayores producciones de proteasas 4cidas se obtuvieron con las combinaciones
que presentaron los valores mas altos de la pérdida en peso seco, (1) de urea (46.3
unidades), (2) de fierro + (1) de peptona + (1) de urea + (2) de zinc (48.2 unidades), (2)
de urea + (1) de peptona + (1) de zinc (50 unidades) y (2) de fierro + (1) de zinc (53.9
unidades) a excepcién de la combinacion de (2) de peptona + (2) de zinc que tuvo una
pérdida en peso seco baja en relaciéon con los demas experimentos (13.4%)
obteniendo 49.7 unidades de actividad proteolitica.

Se adicionaron sustancias al medio de cultivo que facilitaran la excresiéon de las
enzimas a través de la membrana celular de los hongos, las sustancias probadas
fueron metanol y tween 20 al 1% y al 0.1% en fase liquida respectivamente. Ademas
se realiz6 un experimento con medio de cultivo no estéril para observar su efecto; se
utiliz6 un pH y una humedad promedio de 7.0 y 51.9% respectivamente, a 33°C, un
flujo de aire de 0.0133 VGM,.un tamafio de particula promedio de 1.455 y 0.47 mm para
salvado (60%) y soya (40%) respectivamente, y un tamaio de inoculo de 2 *108
esp/10 g de SIS durante 36 horas de fermentacién. Los resultados se muestran en las
graficas No. 53-55.

B pH inicial
20 - B pH final
% Pérdida en pese seco

15,7

15,5

M.NOESTERIL METANOL TWEEN20 TESTIGO

Gré fica No.53. Efecto de la adicién de sustancias que inducen la permeabili-
dad de la membrana celular sobre el pH final y sobre el por-
ciento de pérdida en peso seco.

El pH final del medio de fermentacién se mantuvo en un valor promedio de 6.1 a
excepcion del medio no estéril que fue de 5.6. Los valores mas altos de la pérdida en
peso seco se obtuvieron con el testigo y con el medio no estéril con un valor
promedio de 15.6%.
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Grafica No.54. Efecto de la adicion de sustancias que inducen la
permeabilidad de la membrana celular sobre la humedad final
y sobre el nitrégeno soluble.

La humedad final del medio de fermentacién se mantuvo en un valor promedio de
60.5% a excepcion del medio no estéril que fue de 64.3, el nitrégeno soluble se
mantuvo en 66.2 unidades en promedio a excepcion del medio que contiene metanol
que fue de70.7 unidades.

La actividad proteolitica en p moles de tirosina/g M.S.-min tiene el siguiente
comportamiento:
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Grafica No.55. Efecto de la adicién de sustancias que inducen la permeabilidad
de la membrana de la membrana celular para la excresién de
proteasas acidas.
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Los datos se comparan con respecto al testigo obteniendo lo siguiente:

a) Medio no estéril |X= 9,90 $=3.59 F= 3.82>F; ;95=7.71
b) Metanol X=12.86 $=1.37 F=14.11>F, 4 95=7.71
c) Tween 20 X=15.88 s=1.69 F= 1.20 <Fy ;o5=7.71
e) Testigo X=17.32 s=1.53 (testigo)

Por los factores estadisticos se observé que ninguno de los inductores de la
permeabilidad de la membrana dieron resultados satisfactorios, teniendo medias mas
bajas que el testigo. También se observo que el medio no estéril disminuy6 el
rendimiento de la produccién de proteasas acidas probablemente por tener un
sistema de varios microorganismos. :

Discusién general.

Las condiciones é6ptimas obtenidas para la produccién de proteasas acidas
consistieron de una combinacién de 60% de salvado de trigo y 40% de soya al 50% de
humedad inicial, con un flujo de aire de 0.0133 VGM, una temperatura de 33°C, un pH
de 5.5, un tamaiio de particula de 1.455 mm para el salvado y 0.47 mm para la soya, un
tamano de inoculo de 2 *108 esporas por 10 gramos de sustrato inicial seco, una
densidad de empaque de 0.27 g cm3 y la adicién de 0.4 y 0.025 mg de sulfatos ferroso y
de zinc por gramo de materia seca respectivamente.

1. En otros sistemas para la produccion enzimatica se tiene lo siguiente:

a)Narahara y col. (1982) obtuvieron proteasas y amilasas con arroz como medio de
cultivo a humedades iniciales del 35% o menos, un tamafo de inoculo de 5*107
esp/ml, fermentado con el hongo Aspergillus oryzae var. brunneus W03 durante 72
hr y a 30°C.

b)Deschamps y Huet (1984) obtuvieron p-glucosidasa con materiales agricolas como
sustrato, a 30°C, con un flujo de aire de 0.0133-0.0167 VGM, a una humedad inicial del
70%, un inoculo de 107 esp/g de sustrato durante 4 dias con el hongo Aspergillus
phoenicis.

¢)Deschamps (1985) obtuvo celulasas con 80% de bagazo de trigo y 20% de trigo como
sustrato al 74% de humedad inicial, a un pH de 5.8, con un flujo de aire de 0.0233 VGM,
a 30°C, con un tamaiio de inoculo de 3*107 esp/ml, un tamano de particula de 0.5 mm
durante 66hr de fermentacién con el hongo Trichoderma harzianum .

No coinciden las humedades iniciales utilizadas en otros sistemas para la produccién
de enzimas con la obtenida en este trabajo, pues se utilizaron valores del 35% o
menos y del 70% o mas, tamafios de inoculo de 10 6rdenes de magnitud menores,
tiempos de fermentacion del doble y un tamano de particula tres veces mayor, lo
anterior disminuiria los rendimientos de las proteasas acidas si se acoplaran estas
condiciones a nuestro sistema experimental.

Sélamente los flujos de aire y la temperatura de fermentacion reportados en otros
sistemas son los que se podrian utilizar para la produccién de proteasas acidas
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2. Con respecto al crecimiento en otros sistemas se tiene lo siguiente:

a)Abdullah y col. (1985) utilizaron trigo como medio de cultivo tamizado en malla No.
20, con un tamano de inoculo del 2% en base seca, a 37 °C, a un flujo de aire de 0.002
VGM, durante tres dias de fermentaciéon en un fermentador empacado de plastico de
16 cm de diametro con el hongo Chaetomium celluloliticum .

b)Narahara y col. (1982) utilizaron las caracteristicas descritas en la seccion 1 para
la produccién de enzimas pero a una temperatura de fermentacion de 38°C.

c)Raimbault (1980) utilizé harina de yuca como medio de cultivo al 50% de humedad,
a un pH de 4.5, un inoculo de 2*107 esp/g de harina de yuca, a un flujo de aire de
0.0133 VGM durante 62 hr de fermentacién con el hongo Aspergillus niger , los
mejores rendimientos se obtuvieron con una temperatura entre 35 y 40°C.

En cuanto al crecimiento se observé que las condiciones Optimas obtenidas en otros
sistemas involucran temperaturas entre 35 y 40°C, que es el rango en donde la
actividad proteolica disminuyd considerablemente con el sistema experimental
utilizado en este trabajo, por lo que probablemente no se tuvieron las mejores
condiciones para el crecimiento éptimo, pues las condiciones de la mayor produccién
de enzimas y del crecimiento reportadas en otros sistemas son diferentes.
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b) Cinéticas de crecimiento utilizando las condiciones ()gtimas.
R T I T
b.1) Cinética con fermentadores diferenciales.

Se monto una fermentacion de acuerdo con las caracteristicas expuestas en la
seccion a.1 del capitulo V, teniendo las siguientes etapas:

i) Se tomaron muestras cada dos horas a partirde las 10_ hr de haber iniciado y se
mantuvieron en refrigeracién hasta el momento de analizarlas.

ii) A uno de los fermentadores diferencialesse le acoplé una coneccion especial que
permitié monitorear la cantidad de oxigeno consumidgy de biéxido de carbono
producido. Las muestras se tomaron en tiempos analogos al punto anterior yse

analizaron en un cromatégrafo de gases, el cual tiene una malla molecular y una
columna concéntrica CT-R1 que separaron los gases utilizando helicomo gas

acarreador.

iii) Después de 42 hr de fermentacién se analizaron las muestras teniendo los
resultados de las graficas 56-67.

O % DE PERDIDA EN PESO SECO

ol 1 1 i ' L v ) —— 0
5 10 15 20 25 3@ 35 40
TIEMPO (Hrs.)

Grafica No.56. Evolucion del pH y del porciento de pérdida en peso seco
durante 42 horas de fermentacién.

Se observ6 un descenso en el pH hasta un valor de 5.0 a las 16 hr aumentando
posteriormente hasta estabilizarse después de las 36 hr hasta un valor de 6.7. El
porciento de pérdida en peso seco tuvo su variaciéon mayor de 10 a 16 horas que
corresponde al mayor descenso en el pH, aumentando después en forma
aproximadamente constante hasta un valor de 19.7 % a las 42 horas.
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Grafica No.57. Evolucion de la de la humedad final y del nitrégeno soluble

durante 42 horas de fermentacion.

Se observé que el nitrogeno soluble y la humedad final del medio de fermentacion
aumentaron con una tendencia similar hasta las 18 y 24 hr y después oscilaron
alrededor de un valor promedio de 71.9 unidades y 55.8% respectivamente.
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Grafica No.58. Evolucion del consumo de azucares totales y de acidos

nucleicos durante 42 horas de fermentacién.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

Los acidos nucleicos aumentaron durante la fermentacién hasta las 32 hr y después
tendieron a estabilizarse en un valor promedio de 579.2 unidades, mientras que los
azucares totales tuvieron su mayor consumo hasta las 20 hr y después se
mantuvieron en un valor promedio de 40.8 unidades.
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Grafica No.59. Evolucién de oxigeno y biéxido de carbono durante 36 horas de
fermentacion.

En las tasas de consumo de oxigeno y de produccién de biéxido de carbono se observo
que éstas fueron aproximadamente iguales, teniendo sus valores mayores de 18.8 y de
19.7 unidades a las 17 y a las 18hr respectivamente.
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Grafica No.60. Cantidad de oxigeno consumido y de bidéxido de carbono
producido total durante 36 horas de fermentacién.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

El consumo de oxigeno y la produccién de bidxido de carbono total en la forma
integral fueron aproximadamente iguales obteniendo valores de 244.8 y 242.1
unidades respectivamente.
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Grafica No.Gl. Evolucidon del coeficiente respiratorio y de la produccién de
proteasas acidas durante 36 horas de fermentacién.
Se observd que las proteasas acidas (n moles de tirosina/g M.S.-min) tuvieron su

mayor velocidad de produccién de 20 a 26 hr, después siguié aumentando en forma
gradual a las 36 horas hasta un valor de 64.7 unidades y luego disminuy6. El
coeficiente respiratorio tuvo sus variaciones mas significativas de 14 a 24 horas y
después tendié a estabilizarse en un valor promedio de 0.61.
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Grafica No.62. Cinética de crecimiento utilizando datos de oxigeno consumido con el
de Sato y col.(1983) descrito en la seccion c.7 del capitulo V.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

Las cinéticas de crecimiento fueron determinadas con datos de rendimiento y de
mantenimiento reportados por Sato y col.(1983), Y, ,,=2.17 gramos de biomasa/g de
oxigeno (g B/g O2) y m=0.096 g O,/g B-hr para Aspergillus oryzae y por Raimbault
(1980) Yy/o=1.55 g B/g O, y m=0.007 g O,/g B-hr para Aspergillus niger cepa 10. En
ambos casos se observé que el mayor crecimiento se obtuvo a las 22 horas y después
continué aumentando la biomasa con los datos reportados por Raimbault hasta un
valor de 330.6 unidades, mientras que con los datos reportados por Sato del valor
maximo de 140.3 unidades disminuyendo y estabilizandose después de las 32 hr en un
valor promedio de 101.5 unidades, éste comportamiento se pudo deber al término que
involucra al mantenimiento en la ecuacién 10 de la seccién ¢.9 del capitulo V que es
negativo. : ,
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Grafica No.63. Variacién de la produccion de proteasas acidas y del consumo
de los aztcares totales con la produccién de acidos nucleicos
durante 36 horas de fermentacion.

Conforme aument¢ la cantidad de acidos nucleicos el consumo de los azicares totales
fue mayor hasta que tendi6 a estabilizarse después de las 365 unidades a un valor
promedio de 40.8 unidades. La actividad proteolitica se incrementé con los acidos
nucleicos hasta los valores finales de éstos en el intervalo de 598-568 unidades en
donde disminuy6 hasta un valor de 19.6 unidades.
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Grafica No.64. Variacion de la biomasa y del oxigeno y bioxido de carbono
total con el porciento de pérdida en peso seco.

En general al aumentar el porciento de pérdida en peso seco todas las variables se
incrementaron y tendieron a estabilizarse, a excepcion de la biomasa evaluada con
los datos reportados por Sato que disminuyé después del 10% de PPS y tendi6 a
estabilizarse.
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Grafica No.65. Variacion de la producciéon de proteasas acidas y de la humedad
final con el porciento de pérdida en peso seco.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

Al incrementarse el porciento de pérdida en peso seco la actividad proteolitica (u
moles de tirosina/g M.S.-min) y la humedad final aumentaron hasta 17% de PPS, en
donde la primera disminuyé y la segunda se mantuvo oscilando alrededor de un valor
de 56.9%.
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Grafica No.66. Variacidén de los azucares totales y de los acidos nucleicos con el
porciento de pérdida en peso seco.

Al aumentar e} porciento de pérdida en peso seco se incrementaron los acidos
nucleicos hasta 17% de PPS en donde se estabilizé en un valor promedio de 579.2
unidades, mientras que los azucares totales disminuyeron y se tendieron a estabilizar
después del 10% de PPS.
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Grafica No.67. Variacién de la actividad proteolitica y del consumo de los aziicares
totales con la biomasa evaluada con los datos reportados por Raimbault (1980).
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Al aumentar la blomasa se increment$ la actividad proteolitica, obteniendo la mayor
produccién de proteasas acidas en el intervalo de 224.2 a 305.4 unidades de biomasa y
disminuir posteriormente. El consumo de los azucares totales aument6 al
incrementarse la biomasa y después tendio a estabilizarse despues de las 200 unidades

de biomasa.

Discusioén.

Los acidos nucleicos (AN) y el porciento de pérdida en peso seco (%PPS) estan ligados
con el crecimiento, de este modo se observé que cuando estas variables aumentaron
1a actividad proteolitica se increment6 pero tuvo algunas variaciones intermedias y
al final, por lo que la produccién de proteasas acidas esta parcialmente ligada al

crecimiento.

El mayor %PPS correspondié a una estabilizacion de los AN en sus valores finales
teniendo una tendencia de incremento, por lo que la produccién de dcidos nucleicos
esta ligada con el crecimiento. ‘

Los azucares totales siempre tuvieron una tendencia de disminuir cuando
aumentaron los AN y el %PPS, por 1o que el consumo de los azicares totales esta en
funcién del crecimiento.

Al incrementarse el %PPS se observé que la biomasa evaluada por el modelo descrito
aumento6 hasta tender a una estabilizacién en los valores finales, por lo que el %PPS
puede reflejar una idea del crecimiento. Por otra parte tanto el consumo de oxigeno y
la produccion de biéxido de carbono total tuvieron un comportamiento similar a la
biomasa evaluada con los datos reportados por Raimbault, lo cual esta asociado con la
respiracion por medio de la cantidad de materia seca que se transforma en bidxido de
carbono, por lo que es de esperarse que al aumentar el %PPS también se
incrementen las cantidades de los gases de la respiracion.

La humedad final aumento con el %PPS y por lo tanto esta ligada al crecimiento, ésto
es debido a que el agua es un producto final del metabolismo.
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

b.2) Cinética con un fermentador tubular.

Se monté una fermentacion utilizando el fermentador descrito en la figura No.3 de la
seccion a.2.2 del capitulo V, el proceso de fermentacion tuvo una duracién de 36

horas obteniendo los resultados en las graficas No.68-74.
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Grafica No.68. Comparacion de la actividad proteolitica evaluada a diferentes
distancias del fermentador.

Se observé que en las uniones de los médulos probablemente hubo puentes térmicos
que bajaron los rendimientos de produccion de las proteasas acidas (m moles de
tirosina/g M.S.-min) a excepcién de la unidén de 60 c¢m, teniendo un valor promedio
del fermentador de 43.75 unidades.
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Grafica No.69. Comparacion de los azticares totales consumidos evaluados a
diferentes distancias del fermentador.

Se observé que el consumo de los azicares totales fue aproximadamente uni_forme a
excepcion de las distancias de 37.5, 60 y 82.5 cm, teniendo un valor promedio en el
fermentador de 108.8 unidades.
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Grafica No.70. Comparacion de los dcidos nucleicos generados evaluados a
diferentes distancias del fermentador.

Se observo que la produccién de acidos nucleicos en todas las uniones de los médulos
(1S, 30, 45, 60 y 75 c¢m) disminuy9, lo cual probablemente se deba a los puentes
térmicos generados en esas zonas.
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Grafica No.71. Comparacién del consumo de oxigeno total evaluado a

diferentes distancias del fermentador.

En el consumo de oxigeno total se observo que los mayores valores de éste se tuvieron
a 60 y 90 cm y disminuy6 en 45 y 75 c¢m con respecto a las distancias de 30 y 60

respectivamente,
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Grafica No.72. Comparacion de la produccion de bioxido de carbono total
evaluadoa diferentes distancias del fermentador.

El comportamiento de la producciéon de bidéxido de carbono total fue similar al del
consumo de oxigeno total, a diferencia de que las tendencias en las distancias de 60 y
75 c¢m son aproximadamente equivalentes.
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Grafica No.73. Cinética de crecimiento utilizando datos de oxigeno consumido y
el modelo de Sato y col. (1983) a diferentes distancias del fermen-
tador con los datos reportados por Raimbault.
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La produccién de biomasa mayor se obtuvo con las distancias de 60 y 90 cm siendo
menor en los médulos inferiores. El comportamiento anterior correspondi6é con los
datos de las graficas No. 71 y 72 en donde el oxigeno total consumido no tuvo un
orden ascendente en las distancias de la parte central del fermentador tubular.
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Grafica No.74. Comparacion de los coeficientes respiratorios a diferentes dis-
tancias del fermentador.

Se tuvieron comportamientos similares de los coeficientes respiratorios para las
distancias intermedias del fermentador y tendieron a estabilizarse después de las 20
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hr, en cambio en la distancia de 15 cm se obtuvo bioxido de carbono hasta las 20 hr y
a 90 cm a partir de las 8 hr.

b.3) Comparacion de las cinéticasb.ly b.2.

Se compar6 el consumo y la producciéon de oxigeno y de bioxido de carbono total
respectivamente (grafica No. 75), el crecimiento microbiano (grafica No. 76) en los
fermentadores diferenciales (FD) y en el fermentador tubular (FT) y los coeficientes
respiratorios en ambos (grafica No.77).
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Grafica No.75. Comparacién del consumo de oxigeno en los fermentadores
., diferenciales y en el fermentador tubular.

Se observo que en los FD se tienen valores mavores que en el FT del consumo de
oxigeno y de la produccion de bioxido de carbono total. i
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Grafica No.76. Comparacion del crecimiento microbiano en los fermentadores

diferenciales y en el fermentador tubular.

En los ED el crecimiento microbiano se lleva a cabo mas rapido que en el FT en la
fase exponencial, aunque al final tendieron aproximadamente al mismo valor.
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Grafica No.77. Comparacién de los coeficientes respiratorios en los fermen-
tadores diferenciales y en el fermentador tubular.

En ambos casos se tuvo un comportamiento similar de disminuir aunque en los FD
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

fue mas rapido que en el FT y después tendieron a estabilizarse.

En conclusién se obtuvieron mejores rendimientos en los FD que en el FT utilizado,
se tendria que trabajar a fondo con éste para determinar las condiciones que
mejoren el crecimiento, posiblemente solucionando los puentes térmicos producidos
entre las uniones de los médulos, una eliminacién eficiente del calor metabdlico
generado, la temperatura de fermentacion, etc. Aun cuando en el crecimiento se
tendié a un valor final aproximadamente igual se podria esperar que la biomasa
fuera menor debido a que se tuvo un consumo oxigeno y una produccién de bidxido
de carbono en el FT menor que en los FD, pues el modelo utilizado esta en funcién de
la tasa de consumo de oxigeno, por lo que probablemente no sea el mas apropiado.

En cuanto a la actividad proteolitica se tiene un valor promedio de 43.8 unidades en el
FT, sin embargo se obtuvo un valor de 50.5 unidades en uno de los médulos (60 cm),
aunque no es comparable con las 66 unidades que se obtuvieron en los FD se puede
optimizar si se solucionan los problemas del FT 0 se mejora éste.
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CAPITULO VII CONCLUSIONES

VIL-CONCLUSIONES.

La cepa A.M. -UAMI fue adecuada para para produccién de proteasas acidas.
Algunos parametros se deben de fijar al inicio de la fermentacion como el pH, la
humedad, el tamafio de inoculo y de particula y otros se controlan durante el proceso

como la temperatura y el flujo de aire.

En el proceso de fermentacion algunas variables tuvieron efectos mas
notables que otras sobre la obtencién de proteasas 4cidas, en las cuales se observaron
maximos de produccién permitiendo establecer las condiciones que mejoraron el
medio de cultivo y las de operacién, obteniendo proteasas acidas en un orden de

magnitud de seis veces lo que se producia al principio.

En general la mayor produccion de proteasas acidas se obtuvo cuando
disminuy¢ la cantidad de nitrogeno soluble, al estabilizarse el pH y cuando aumento
la humedad final durante el proceso de fermentacion.

La actividad proteolitica estd parcialmente ligada al crecimiento microbiano
pues hay una parte en la produccién asociada a éste y después se tuvieron
fenémenos de degradacion de la enzima.

Las condiciorfes 6ptimas de producciéon de proteasas acidas son diferentes de
las que se tienen para el crecimiento, pues con diferentes sistemas y obtencion de
otras enzimas éste tiene su Optimo en la region en la que la actividad proteolitica

disminuy6 enérgicamente.

En el escalamiento con el fermentador tubular se observé que se tuvieron
condiciones menos favorables que con los fermentadores diferenciales, sin embargo
se puede mejorar y optimizar resolviendo los problemas que presenté.

En general la produccion de proteasas acidas por FES ofrece una alternativa
interesante para su explotacién comercial, pues los resultados obtenidos en este
trabajo mejoraron los rendimientos en una proporcién importante como para
considerar su industrializacion.
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