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RESUMEN

Las lipasas son enzimas ampliamente utlizadas en procesos biotecnologicos;
especialmente en industrias alimenticias, farmacéuticas, cosméticas, detergentes, entre
otras. Estas son producidas principalmente por bacterias, levaduras y hongos, ya sea por
fermentacion en medio solido o en medio liquido. Dentro de los hongos, el género Rhizopus
produce estas enzimas con alto interés industrial.

En este trabajo se optimiz6 la produccion de lipasas con Rhizopus homothallicus por
fermentacién en medio sélido. En una primera etapa, se evalué la edad del inéculo,
decidiendo utilizar inéculo con 7 dias de cultivo. Posteriormente, a partir de 2 medios
basales; se seleccion6 el medio de cultivo con mayor actividad lipolitica (15.52 U/g
ssf) en 20 h de fermentacion, lo que permitio definir las condiciones de extraccion de
la enzima a partir de agua, buffer Tris-HCI y los detergentes NLS y triton X-100. El
uso de estos 2 ultimos a una concentracion de 0.16% (p/v) permitié un incremento en
la actividad enzimatica de tan solo 10% comparado con el buffer; por lo se decidié
usar el buffer Tris-HCI manteniendo una relacion 1:100 (p/v) y en otros casos 9:100
(p/v) como agente de extraccion.

Para la etapa de optimizacién, se realizé la metodologia de superficie de respuesta
iniciando con una etapa de cribado a partir de 15 factores de interés relacionados
con la composicién del medio y condiciones ambientales. Los medios de los disefios
experimentales fueron preparados a partir de soluciones concentradas de las
diferentes sales, se ajusto el pH con HCI al 10% y se agrego el in6culo a una
concentracion 3*107 o 1*107 esporas/g si, se aforé a 25 mL, se agrego el aceite de
oliva y se emulsificé con un vortex durante 45 seqg. Estadisticamente, los factores
fueron analizados en 2 niveles (alta y bajo) y un punto central, la variable respuesta
fue la actividad enzimatica. Los resultados fueron analizados en el programa
Statgraphics ® Plus version 4.0 (1999). Los factores mas importantes sobre la
produccion de lipasas fueron la concentracibn de oligoelementos y EDTA,
aumentando la actividad cerca del 90%. ElI medio optimizado tiene la siguiente
composicion (g/L): urea, 6; lactosa, 7; aceite de oliva, 40; K2HPO4, 5; MgSO04-7H20,
1.5; EDTA, 0.022; PVA, 1.6 y oligoelementos, 9.7 mL. Bajo estas condiciones se



obtuvo un incremento de aproximadamente 0.9 y 1.27 veces la produccion y
productividad de lipasa, respectivamente.

ABSTRACT

Lipases are enzymes widely used in biotechnological processes, especially in the
food industry, pharmaceutical, cosmetics, detergents, among others. Bacteria, fungi
and yeast mainly produce these by solid and submerged fermentation. In fungi,
Rhizopus genus produces these enzymes with a high industrial interest.

In this work we optimized the lipase production by solid state fermentation with
Rhizopus homothallicus. In a first step, we assessed the inoculum age; we decided to
use 7 days of culture. Subsequently, one basal media yielding 15.52 U/gdm was
selected to carry out the optimization studies. Enzyme extraction studies with water,
Tris-HCI buffer and 2 detergents (NLS and Triton) revealed that detergent extraction
allows increasing activity in 10% as compared with the activity obtained with buffer.
For that, Tris-HCI buffer was used for enzyme extraction.

For the optimization phase, we performed the response surface methodology starting
with a screening stage from 15 factors of interest related to the medium composition
and environmental conditions. For experimental designs media were prepared from
concentrated solutions of different salts, the pH was adjusted with 10% HCI and
added the inoculum at a concentration 3*107 or 1*10’ spores/gis. The factors were
statistically analyzed at 2 levels (low and high) and a central point. The response
variable was the enzyme activity. Results were analyzed with the Statgraphics ® Plus
version 4.0 (1999) which showed that the most important factors on the production of
lipases were the concentration of trace elements and EDTA. The enzymatic activity
was increased nearly 90% through using the following medium (g/L): urea, 6, lactose,
7, olive oil, 40; K2HPOa4, 5; MgS0Oa4 - 7H20, 1.5; EDTA, 0.022; PVA, 1.6 and trace
elements, 9.7 mL. Under these conditions there was an increase of about 0.9 and

1.27 times the production and productivity of lipase, respectively.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

Las lipasas son triacilglicerol éster hidrolasas que hidrolizan los enlaces ésteres de
triglicéridos formando como producto acidos grasos libres o diglicéridos,
monoglicéridos y en algunos casos glicerol. La mayoria de estas enzimas poseen
un centro activo oculto bajo un fragmento polipeptidico (tapa), que sufre un cambio
conformacional al entrar en contacto con una interfase lipidica, dejando accesible
Su centro activo que se encuentra dentro una cavidad de caracter hidrofébico, que
posee gran afinidad por el sustrato lipidico. Por lo cual, se pueden encontrar en
dos conformaciones: Conformacion cerrada o0 inactiva (medio acuoso) Yy
conformaciéon abierta (interfase o medio organico) debido a que los sustratos
propios de las lipasas son ésteres insolubles; estas también poseen una
caracteristica que las hace importantes en procesos biotecnoldgicos ya que la
presencia de solventes organicos también pueden catalizar reacciones de sintesis
o de intercambio de grupos (transesterificacion e interesterificacién) logrando una

alta especificidad de sustrato y de forma regio o enantioespecifica.

Las lipasas son enzimas ubicuas que pueden ser encontradas en animales,
plantas y microorganismos, siendo el pancreas de mamiferos; la primera fuente de
obtencion de estas enzimas. Actualmente, éstas son producidas por via
fermentativa (medio solido y en medio liquido) por una amplia variedad de
microorganismos, entre ellos bacterias como Pseudomonas, levaduras como
Candida y hongos como Rhizomucor, Penicillium, Rhizopus y Geotrichum; siendo
la fermentacion en medio sélido la que ha despertado gran interés, debido a que
comparada con la fermentacion en medio liquido, esta presenta mayor
productividad, menos capital invertido, ademas de facil recuperacion de enzimas
extracelulares. Para tener una buena produccion enzimatica, es importante tomar
en cuenta que las enzimas pueden ser inestables en condiciones diferentes a su
ambiente fisiol6gico, es decir, que estas enzimas pueden presentar una alta

dependencia a factores ambientales como humedad, temperatura, pH, aireacion y
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a factores nutricionales en el medio como la fuente de carbono, nitrégeno y
oligoelementos, entre otros.

Recientemente, se ha dado mucha importancia a procesos que conduzcan a la
optimizacién de las condiciones que inciden directamente sobre la produccion de
enzimas; ya sea mediante la modificacion de factores ambientales, requerimientos
nutricionales, o a través del uso de nuevas cepas o modificaciones genéticas en
microorganismos productores de dichas enzimas.

Rodriguez y col. (2006) evaluaron el efecto de diversos nutrientes sobre la
produccion de lipasas por fermentacion en medio solido con la cepa 13a de
Rhizopus homothallicus utilizando bagazo de cafia como soporte; estos estudios
se realizaron probando uno a uno diferentes fuentes de carbono, nitrdgeno e
inductores de la sintesis de lipasas. En este proyecto, se tom6é como base este
medio para optimizar la produccion de lipasas por fermentaciéon en medio sélido
utilizando la misma cepa; para ello se usé una metodologia de superficie de
respuesta. Este tipo de métodos se utiliza cuando el nivel de mejora en la variable
respuesta no es suficiente; ademas, nos permite encontrar las condiciones de
operacion 6ptimas de un proceso a través de la evaluacion del efecto de varias
variables y sus interacciones mediante un nimero limitado de experimentos; lo
que nos permitira conocer las concentraciones Optimas de los nutrientes en el
medio de cultivo, para obtener una mayor productividad y actividad lipasa
comparada con la reportada en la bibliografia.

Este documento contiene inicialmente una introduccion general, donde se
describen los nutrientes necesarios para la nutricion microbiana y produccion de
lipasas, asi como las reacciones y caracteristicas mas importantes de estas
enzimas; ademas de mencionarse las ventajas de producirlas por fermentacion en
medio soélido. También se describe brevemente el proceso de optimizacion
mediante la metodologia de superficie de respuesta a través de la cual se podran
determinar las concentraciones Optimas de los nutrientes para la producciéon de
estas enzimas; posteriormente se muestran los resultados obtenidos, las
discusiones comparando los resultados con la bibliografia, terminando con

conclusiones de cada etapa y perspectivas.



REVISION BIBLIOGRAFICA

2.REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1.Generalidades de las lipasas.
Las lipasas (triacilglicerol éster hidrolasas E.C.3.1.1.3) pertenecen al grupo de las

enzimas hidrolasas (Brockerhoff y Jensen, 1974; Macre y Hammond, 1985).

La estructura de las lipasas pertenece a la de proteinas a/f hidrolasas, que
consiste en una estructura central formada por 8 laminas B interconectadas por
hélices a. Las lipasas poseen un centro activo formado por una triada catalitica
(Ser-His-Asp 6 Glu) oculto generalmente bajo un fragmento polipeptidico o
tapadera de estructura a-helicoidal. Al entrar en contacto con una interfase lipidica,
existen cambios conformacionales y en particular este fragmento se desplaza
dejando accesible el centro activo que se encuentra dentro de una cavidad
hidrofébica que presenta gran afinidad por sustratos lipidicos, cuales debido a lo
anterior, las lipasas se pueden encontrar en dos conformaciones: Conformacion
cerrada o inactiva (medio acuoso) y conformacion abierta (en interfase o medio

organico) (Figura 1).

CERRADA ABIERTA

Figura 1. Estructura de la lipasa Lip1 de Candida rugosa.
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Las lipasas actuan en interfase organica-acuosa, y su modelo cinético no se ajusta
al modelo de Michaelis- Menten (Verger, 1997). Los sustratos propios de las
lipasas son ésteres insolubles, necesitando la lipasa de una interfase organica-
acuosa para su activacion. Esta activacion se produce mediante un fenomeno de
adsorcion inicial sobre la fase organica-acuosa, al que sigue la reaccion
propiamente dicha sobre la interfase, con la formacion de complejo enzimatico y
posterior liberacion de los productos a la fase acuosa con la posterior
regeneracion de la enzima (Jaeger y col., 1994). Debido a la baja solubilidad de
sus sustratos, las lipasas interaccionan con la interfase de sus sustratos
agregados. Se caracterizan porque cuando se adsorben a la interfase desarrollan
una actividad muy superior a la que muestra en la fase acuosa, fendémeno

llamado activacion interfacial (Verger, 1997) (Figura 2).

4 : P—
xg 1 '
‘N 2. :
5 P9
5 1. | Act. Lipésica
2 1 'e P

o *¢
0-' » .
0 1 2 3

Saturacion

Figura 2. Fenédmeno de activacion interfacial.

Por otro lado, el mecanismo catalitico de las lipasas se basa en un sistema de
intercambio de cargas que consta de 4 etapas. Tras la union del sustrato, se
produce el ataque nucleofilico por parte del grupo hidroxilo de la serina catalitica
sobre el enlace éster del lipido, lo que lleva a la ruptura del enlace y a la formacion
de un intermediario entre el acido graso y la serina nucleofilica. Seguidamente se
libera el alcohol y se produce un segundo ataque nucleofilico por parte de una

molécula de agua que ataca el enlace éster del intermediario transitorio, o que
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produce la liberaciéon del acido graso y la regeneracion del centro catalitico
(Bornscheuer, 2002).

La funcion principal de las lipasas es catalizar la hidrolisis de triglicéridos para
obtener como productos finales acidos grasos libres y glicerol o productos

intermedios como mono o diglicéridos (Figura 3)

Triacilglicérido + 3 H,O

Lipasa (medio organico) | Lipasa (medio acuoso)

fHaoH H* -D’E\/\/N\XW\

(IZHOH 4+ H+ —0%\%’\/\/\

CH,OH /U\/\N\/)/W\
H+ -0

Glicerol 3 Acidos grasos

Figura 3. Reaccién de hidrolisis de acilglicéridos de lipasas.

Una caracteristica importante de estas enzimas es que en presencia de solventes
organicos también pueden catalizar reacciones de sintesis o0 de intercambio de
grupos (transesterificacion e interesterificacién) entre diferentes moléculas, como
lipidos, glucidos y aminoacidos, lograndolo con una elevada especificidad de
sustrato, de forma regio o0 enantioespecifica, lo que aumenta su interés

biotecnolégico (Pandey y col., 1999; Gunstone, 1999; Bornscheuer, 2002).
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Debido a que las lipasas son enzimas solubles en medio acuoso que actuan sobre
sustratos hidrofobicos, se han desarrollado varios métodos para determinar la
actividad lipolitica y su inhibicion como: ensayos en placas con triacilglicéridos,
ensayos espectrofotométricos con sustratos naturales, derivados del p-nitrofenol o
ésteres de resorufina, ensayos cromatograficos para la deteccion de moléculas
como los acidos grasos, el p-naftol o el p-nitrofenol liberados por las lipasas al
hidrolizar los acilglicéridos o sus correspondientes anélogos y métodos
titrimétricos, basados en la neutralizacion de la acidez generada por los acidos

grasos libres (Beisson y col., 2000; Wahler y Reymond, 2001).

2.1.1. Reacciones catalizadas por lipasas de importancia industrial
biotecnoldgica.

Las lipasas han despertado un gran interés en procesos biotecnoldgicos debido a
su alta especificidad sobre algunos enlaces quimicos.
La hidrolisis de ésteres que realizan estas enzimas permite la resolucion de
compuestos quirales y obtencion de acidos grasos de alta pureza a partir de
aceites y grasas. Ademas, las lipasas realizan otro tipo de reacciones no
lipoliticas, que aumentan su utilizacion en reacciones diversas.
Estas enzimas poseen la capacidad de catalizar la reaccion inversa, lo que
permite la sintesis de ésteres, reacciones de transesterificacion e
interesterificacion (Jaeger y col., 1994). En estos casos, el agua en el medio sera
un parametro para desplazar el equilibrio hacia la sintesis de los productos de
interés, siendo comunmente los sistemas de eliminacidon continua del agua
formada durante la reaccion (Kwon y col., 1995).
En las Figuras 4 y 5 se muestra la reaccion de transesterificacion en la cual el acil
donador es un éster y se dividen en dos tipos: glicerdlisis y alcohdlisis, segun sea

el glicerol o un alcohol el acil receptor.
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|| Lipasa |
R,COR, + ROH > RCOR, + R,OH

Figura 4. Transesterificacion del tipo alcohdlisis.

O
Q —OH , OCR,
| Lipasa
R;COR, + ——OH = > OH + R,OH
___OH OH

Figura 5. Transesterificacion del tipo glicerélisis.

En cambio, la interesterificacion es un proceso utilizado para cambiar la
composicién de acidos grasos en un enlace éster, en el cual el grupo acil se
intercambia entre un éster y un acido graso (aciddlisis) o entre dos ésteres (Figura
6).

0 O
|(L Llp'ha J U
R;COH {:— R,COH + R;COR,
O
RluORg n Acidolisis
O O O

| Lipasa U g
R340R4 < RiCORy + R;COR,

Figura 6. Reaccidn de interesterificacion.

2.1.2. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lipasas.
Las lipasas son utilizadas ampliamente en la industria como aditivos en

detergentes, en la industria alimentaria, produccién de aromas y maduracion de

guesos, en agroguimica, en la produccion de insecticidas y otros pesticidas, y en
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la industria farmacéutica, en la sintesis de drogas como naproxeno e ibuprofeno
(Sharmay col., 2001; Pandey y col., 1999; Saxena y col., 1999).
Las aplicaciones biotecnoldgicas de estas enzimas estan ligadas a los distintos

tipos de reacciones que son capaces de llevar a cabo:

Reacciones de hidrolisis

QD
=

Hidrdlisis de aceites vegetales en la industria oleoquimica.
Produccion de aromas y sabores para la industria alimentaria.

Inclusién en detergentes para la eliminacion de manchas de grasas.

R @ @ @

Aplicaciones analiticas para la determinacion de la estructura de
triglicéridos.

@ Resolucién de mezclas quirales.

b) Reacciones de sintesis

Sintesis de triglicéridos.

Sintesis de precursores de péptidos.

Produccion de esteroides para la industria farmacéutica.

Resolucion de mezclas recémicas de alcoholes en la industria farmacéutica.

R @ @ & @

Sintesis de alcoholes terpénicos como saborizantes.

c) Reacciones de interesterificaciéon

@ Variacion de la composiciéon de acidos grasos en mezclas de triglicéridos.

@ Eliminacion de &cidos grasos responsables de causar inestabilidad en el
sabor de ciertos aceites y mantequillas.

d) Reacciones de transesterificacion

@ Preparacion de compuestos enantioméricamente puros.

@ Transesterificaciones enantioselectivas dobles.

2.1.3. Produccién de lipasas.
Debido a sus diversas aplicaciones en la industria, es necesario producirlas
mediante procesos que impliquen bajo costo y una facil recuperacion. Por lo cual,
es importante mencionar que las primeras lipasas fueron obtenidas a partir del
pancreas de mamiferos, generalmente cerdos, aunque también se obtenian de

pancreas de humanos y de caballos. En la actualidad estas enzimas son

8
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producidas por via fermentativa por una amplia variedad de microorganismos,
entre ellos, bacterias como Pseudomonas (Jaeger y col., 1994), levaduras como
Candida y hongos como Rhizomucor, Penicillium, Rhizopus y Geotrichum (Rapp y
Backhaus, 1992).

Una de las primeras fuentes microbianas fueron bacterias del género Bacillus, la
cual, ademas de la produccién de lipasas, produce otras enzimas de interés
industrial como celulasas, amilasas, entre otras (Rivera y Garcia, 2007).
Recientemente, mas de 30 lipasas fueron aisladas de cepas de Rhizopus y
caracterizadas (Rivera y Garcia, 2007). Las lipasas de Rhizopus estan
relacionadas con las lipasas de Rhizomucor miehei (existe una homologia >55%),
estas tienen una alta especificidad en la posicion sn-1,3 de triglicéridos, las cuales
las hacen muy versatiles en la modificacion de lipidos.

Las enzimas termoestables pueden ser obtenidas de organismos mesofilicos y
termofilicos; se han obtenido algunas enzimas termofilicas a partir de organismos
psicrofilos (Imamura y Kitaura, 2000). Los principales organismos, de los cuales se
han extraido enzimas de interés industrial son hipertermadfilos Pyrococcus furiosus
y Thermotoga sp. (Adams y col., 1995). Algunos organismos son productores de

lipasas termoestables (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones 6ptimas para microorganismos productores de lipasas.

Temperatura
Organismo (°C) pH
Penicillium simplicissimum 50 5
Burkholderia cepacia 45 7
Candida antérctica (Lipasa A) 50-70 7

Fuente: Gutarra y col., (2009), Rathi y col., (2002), Pfeffer y col., (2006).

Asimismo, las lipasas son producidas por muchos microorganismos, siendo las
fuentes tradicionales para la produccion comercial: Pseudomonas sp., Serratia sp.,
Rhizopus sp., Mucor sp., Aspergillus sp., y Candida. Algunos de los
microorganismos producen lipasas cuya especificidad varia con respecto a los

acidos grasos y a la posicion en el triglicérido (L6pez, 1999).
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Entre los microorganismos reportados como mayores productores de enzimas
lipasas termofilicas se encuentra el género de Bacillus sp., siendo la especie mas
destacada B. thermocatenolatus, los cuales producen dos lipasas extracelulares
termoestables (Neerupmaa y Jagdeep, 2006).

Candida rugosa produce lipasas extracelularmente y es ampliamente utilizada
para propasitos industriales. Una preparacion comercial de esta levadura puede
separarse en varias isoenzimas con diferentes contenido de carbohidratos, punto
isoeléctrico, sustrato especifico y secuencia primaria (Neerupmaa y Jagdeep,
2006).

En la actualidad, la produccién de lipasas por fermentacion en medio sélido ha
despertado gran interés, ya que es un proceso que genera una mayor cantidad de
lipasas a comparacion de la fermentacion en medio liquido (Christen y col., 1995).
Rivera y col. (1991) compararon la produccién de lipasas por Penicillium candidum
en FMS y FML, observando menos capital invertido y facil recuperacion de
enzimas extracelulares, por otro lado Adinarayana y col., (2003) obtuvieron 2
veces mas produccién de lipasas por FMS que por FML. También es importante
mencionar que para lograr una buena produccién de estas enzimas es importante
tomar en cuenta que esta depende directamente de factores ambientales como
pH o temperatura, composicion del medio de fermentacion: fuente de carbono,
nitrdgeno, concentracion de sales inorganicas y oxigeno disuelto, debido a que
estos pueden alterar la estructura de la enzima y por lo tanto su actividad; en la
mayor parte de los casos, las lipasas también necesitan la adicion de un inductor,
el cual generalmente es un lipido (aceites o grasas) (Sanchez, 1998).

Las condiciones mas utilizadas para lograr una mejor produccion de lipasas son:
Temperatura alrededor de 30°C, pH en zona neutra y condiciones aerobias. Como
fuente de carbono se suele utilizar una fuente mixta formada por un glacido y un
lipido, actuando este ultimo como inductor para la produccion de lipasas; como
fuente de nitr6geno, comunmente se utiliza urea o sales inorganicas de amonio.
En el siguiente apartado se explicaran las caracteristicas y ventajas mas

importantes de la fermentacion en medio solido en la produccién de enzimas.

10
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2.2.Fermentacion en medio solido.
La fermentaciéon en medio solido (FMS) es un proceso microbiolégico que ocurre

comunmente en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de
absorber y contener agua con o sin nutrientes solubles (Viniegra y col., 2003).
Este tipo de fermentacion, se distingue de los cultivos sumergidos porque el
crecimiento ocurre en materiales solidos con bajo contenido de humedad (entre 30
y 80 %) (Laukevics y col., 1984).

Doelle y col. (1992) mencionaron ventajas y desventajas de la fermentacion en
medio sdlido:

e Los medios de cultivo son baratos, generalmente subproductos agricolas que

presentan un alto contenido de los nutrientes necesarios.

e La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones,

especialmente de bacterias y levaduras.

e La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas pequefios
en comparacion con los utilizados en otro tipo de fermentacién. Tienen mayor

productividad volumétrica.

e La aireacion forzada es facilitada por la porosidad del soporte, o que permite

una alta transferencia de oxigeno al microorganismo.

e Pueden emplearse conidios como indculo en los procesos de crecimiento de
hongos, lo cual disminuye los costos y las manipulaciones en la preparacion

del inéculo.
e Los conidios de los hongos que se producen son mucho mas resistentes.

e El proceso de recuperacion de productos es mas facil. Algunos productos son
utilizados integralmente, como alimento animal, productos para el control

bioldgico, etc.

e Los procesos se consideran generalmente como tecnologias limpias.
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Las principales desventajas son:

e Su aplicacion se limita a microorganismos que crecen en medios con bajo

contenido de humedad.

e La remocién del calor metabdlico puede ser un problema, sobre todo cuando

se trabaja a gran escala y no se controla el proceso.

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

concentracion de sustratos y productos.
e Los procesos de transferencia de masa son limitados por difusion.

e Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado estan
poco caracterizados.

e EIl tiempo de fermentacion es mayor debido a que generalmente se utilizan

microorganismos que presentan bajas velocidades especificas de crecimiento.

En FMS, los factores ambientales como la humedad, actividad del agua, pH,
temperatura, concentracion y disponibilidad del sustrato, la aireacion, el tamafio de
particulas y la forma de inocular afectan significativamente el crecimiento y la

formacién de productos.

Humedad y actividad del agua (aw): El porcentaje de humedad en la
fermentacioén solida puede variar entre 30 y 80% (Oriol y col., 1988). Esto depende
del sdélido utilizado, el microorganismo vy el tipo de proceso. Hoy se reconoce que
no solo es la cantidad de agua presente en el sistema la que ejerce su influencia
sobre la eficiencia del proceso, sino el caracter de las interacciones entre el agua y
el medio sélido. Por eso no es contradictorio observar que un microorganismo se
desarrolle plenamente en 2 sustratos diferentes con % de humedad bastante

disimiles.

La actividad del agua se utiliza para caracterizar cuantitativamente las

interacciones fisicas y/o quimicas del agua en el sistema y se define como la
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humedad relativa de la atmésfera gaseosa en equilibrio con la del sustrato (Oriol y
col., 1988).

La actividad del agua no solo ejerce influencia sobre el crecimiento, sino también
sobre la formacion de productos y, en muchos casos, el valor minimo requerido de
aw para la formacion del producto difiere del necesario para el crecimiento (Troller,
1980; Gervais y col., 1988).

pH: En la FMS, el control de éste es practicamente imposible ya que faltan
instrumentos capaces de medir el pH en la capa de liquido que rodea el sdlido
(Mitchell y col., 2002). El pH puede cambiar por la produccion de acidos organicos
como el acido acético o el acido lactico; otro factor que puede influir en el cambio
de pH, es la fuente de nitrégeno (Domenech, 2000).

Temperatura: La temperatura es la variable mas importante que se debe
considerar debido a la alta concentracion de sustrato por unidad de volumen y a la
baja conductividad térmica del sistema heterogéneo sélido — liquido — gas, lo que
favorece la acumulacion del calor metabdlico en el sistema y un aumento de la

temperatura del cultivo.

Concentracion y disponibilidad del sustrato: El medio de cultivo debe tener
todos los nutrientes necesarios de forma balanceada para favorecer el crecimiento
del microorganismo. La relacién entre algunos de sus elementos es de particular
importancia, por ejemplo, carbono-nitrégeno y fosforo-oxigeno, esta dltima de
manera relevante en lo referido a la eficiencia de conversion energética y a la

respiracion (Cannel y Moo Young, 1980).

Aireacion: En la mayoria de los procesos de fermentacion en estado soélido
participan microorganismos aerobios, y resulta la aireacion un factor fundamental
para el desarrollo del proceso. La aireacion se utiliza para suministrar el oxigeno
necesario, para extraer el CO:2 formado, asi como para remover el calor
metabdlico generado (Viniegra y col., 2003).

Tamafo de particula: El tamafio de particula influye en la transferencia de masa
en el sistema de fermentacion en estado solido.
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In6culo: Las principales ventajas del uso de micelio como indculo es que se logra
una mejor competitividad del hongo, una reduccion de la posible colonizacion del
sustrato por microorganismos contaminantes y la colonizacion més rapida debido
a gue se reducen los tiempos de incubacion (la fase de latencia o de adaptacion
principalmente). El uso de micelio esta reportado por Moore y Prior (1993) y
Jenkins y col. (1998), entre otros. Sin embargo, en diferentes trabajos se reporta el
uso de suspensiones de esporas (Bosch y col., 1995, Dorta y col., 1996 y Booth y
Shanks, 1998), la cual su ventaja mas importante es la reduccién de los costos en
la etapa de propagaciéon del microorganismo.

2.3.Nutricién microbiana.

Anteriormente se menciond que es necesaria una buena nutricion microbiana para
poder alcanzar una mayor productividad y rendimiento de lipasas, a continuacion
se menciona la importancia de cada uno de los factores en el medio de cultivo; asi

como de las condiciones requeridas durante la fermentacién en medio solido.

En el estudio de los medios de cultivo es conveniente considerar en primer lugar el

disefio para tratar la formulacién y optimizacién de los mismos.

Es importante mencionar que la nutricibn es el proceso donde los
microorganismos consumen, del medio donde habitan, las sustancias quimicas
gue necesitan para crecer, producir enzimas y generar productos de alto valor
agregado. Todas las células estan formadas por macromoléculas (polisacaridos,
lipidos, acidos nucleicos y proteinas), agua; Yy algunos microelementos tales

como Na, Fe, Ca, K, etc. en proporciones muy pequefias.

El disefio de un medio de fermentacién tiene como finalidad la eleccién de los
componentes necesarios para lograr el crecimiento y la formacion de productos
correspondientes al proceso a desarrollar. Con tal objeto se debe tener en cuenta
todos aquellos aspectos relacionados con el microorganismo, el proceso y los
sustratos a ser empleados como son los requerimientos nutricionales del
microorganismo Yy algunos especificos del proceso, la disponibilidad real de los

componentes y consideraciones sobre las materias primas. Otros aspectos que
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son también importantes se refieren a todos l0s procesos y operaciones previos y
posteriores a la etapa de fermentacién, y al conocimiento de los mecanismos

bioguimicos que regulan la formacion de algunos productos (Pirt, 1975).

2.3.1. Requerimientos nutricionales.
Los requerimientos nutricionales estan determinados por el tipo de metabolismo

celular, los nutrientes se pueden clasificar segun las cantidades en que son
requeridos como: micronutrientes o elementos traza y macronutrientes. En la
naturaleza, estos elementos se encuentran combinados, formando parte de
sustancias organicas o inorganicas. Algunos de los nutrientes seran incorporados
para construir macromoléculas y estructuras celulares; otros solo sirven para la
produccion de energia, y no se incorporan directamente como material celular.
Entre los macronutrientes se encuentra el carbono, nitrogeno, fosforo, azufre,
potasio, magnesio, sodio, calcio y hierro y los micronutrientes se refieren a sales
gue contienen cromo, cobalto, cobre, manganeso, molibdeno, niquel, selenio,
vanadio y zinc.
Estos nutrientes tienen importancia especifica en la célula por ejemplo:
El carbono es el elemento méas abundante en las macromoléculas ya que
constituye el 50% del peso seco de las células.
El fésforo se usa para la sintesis de los acidos nucléicos y los fosfolipidos, pero
aparece también en coenzimas y en proteinas. Suele requerirse en forma de
fosfatos, sea organico o inorganico.
Los elementos N y S son requeridos por todos los seres vivos. Estos se
encuentran en la célula en estado reducido:
e Elradical -NH2 forma parte de los aminoacidos y de las bases nitrogenadas
e El radical -SH interviene en determinados aminoacidos y en coenzimas

como la CoA.

2.3.1.1. Sales minerales.
Las sales minerales son fuente de aniones y cationes para la célula. Los

siguientes cationes se necesitan en cantidades relativamente grandes: K+, Mg++,

Cat+, Fe++.
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El potasio (K) interviene en la activacion de una variedad de enzimas, incluyendo
las que participan en la sintesis de proteinas.

El magnesio (Mg) estabiliza ribosomas, membranas y acidos nucléicos; como
cofactor en muchas reacciones, especialmente las que implican transferencia de
grupos fosfato.

El calcio (Ca) es un cofactor de ciertas enzimas, como protesas.

El hierro (Fe) participa en muchas moléculas implicadas en procesos de
respiracion, como citocromos y ferroproteinas no hémicas (proteinas con Fe-S);
interviene como cofactor en ciertas enzimas. El hierro (principalmente como ion
ferroso, Fe*") suele estar acomplejado en la naturaleza, formando sales

insolubles.

2.3.1.2. Micronutrientes o elementos traza.
Los microorganismos necesitan minusculas cantidades de otros elementos:

El manganeso (Mn) es un cofactor de ciertas enzimas, y a veces puede sustituir
al Mg**.

El cobalto (Co) se requiere casi exclusivamente para la vitamina B12.

El zinc (Zn) interviene en la estabilizacion de complejos enzimaticos como las
ADN- y ARN-polimerasas.

El molibdeno (Mo) participa en las llamadas molibdoflavoproteinas, implicadas en
la asimilaciébn de nitratos. También participa como cofactor en el complejo
nitrogenasa.

El niquel participa en hidrogenasas, enzimas que captan o liberan Hz (Universidad

Nacional Federico Villareal, s.a.).

2.3.2. Disponibilidad de los componentes.
Aparte de la presencia de los nutrientes en el medio de cultivo, éstos deben estar

disponibles para ser usados por la célula; para esto es importante conocer la
disponibilidad correspondiente a iones metalicos cuya concentracion es
modificada por quelacion, ya que muchos constituyentes del medio y productos del
metabolismo actlan como agentes complejantes o precipitantes, como por

ejemplo los aminoécidos, hidroxiacidos, hidréxidos, y los aniones PO43 y COs2,
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Estos son utilizados por lo regular para formar complejos con trazas de metales
pesados que pudieran ser toxicos para el microorganismo, por lo tanto, para
controlar la concentracibn es necesario quelar el ion mediante algin agente
quelante agregado, como el EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético).

En medios complejos de uso industrial la situacién es aun mas complicada ya que
existe una gran variedad de sustancias orgénicas, las cuales pueden quelar,
secuestrar o absorber iones metalicos reduciendo la concentracion idnica
disponible como son los aminoacidos, proteinas, acidos organicos, polifenoles,
polifosfatos y materiales coloidales.

En general, se puede decir que todo material insoluble presente en el medio de
cultivo va a tener una determinada capacidad de union a elementos metélicos
disminuyendo su concentracion efectiva, como ocurre también con los
aminoacidos y proteinas que tienen los grupos reactivos R-COO" , RHN-, RS,
RO, que son los més importantes. La dindmica de formacion del complejo esta
determinada por la constante de equilibrio de formacién del complejo metal-
ligando, y por la velocidad a la cual el equilibrio es obtenido. La constante de
equilibrio para la formacién del complejo del ibn metélico (M) con el ligando (L) se

expresa de la siguiente forma:

- [M L] donde las cargas del catién y ligando estan omitidas.
[M][L]

El valor de K es practicamente independiente de la naturaleza del ligando, ya que
depende particularmente del ion metalico. Se puede hacer una lista de términos de
valores decrecientes de la constante de equilibrio como sigue: Fe*3 >Pb*2 >Cu*? >
Ni+2 >CO+3 >Zn+2 >CO+2 >Cd+2 >|:e+2 >Mn+2 >Mg+2> Ca+2 >Sr+2 > Ba+2 > Na* > K+ >
y de la cual se puede deducir, por ejemplo, que el ion Cu*? estara
fundamentalmente como complejo mientras que Ca*?, Na* y K* estaran en forma
de iones metalicos libres.

Por otro lado la velocidad a la cual se alcanza el equilibrio tiene también una serie
de orden decreciente de velocidades de acuerdo al ion: Sr*? >Ca*? >Zn*? >Mn*? >

Fe*? >Co*?>Mg*? >Ni*2. De ambas consideraciones surge por ejemplo que cuando
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se alcanza el equilibrio, el ion Ca*? estara casi siempre libre para ser utilizado y si
estd complejado se hard rapidamente disponible, en cambio el Mg*? estara
generalmente libre pero si estad complejado se hara disponible muy lentamente.

En la misma forma se puede deducir que el Co*? estara fundamentalmente en
forma complejada siendo disponible ademas a muy baja velocidad. Por esa razon
ese elemento es potencialmente limitante.

Por lo anterior, es importante tener en cuenta la naturaleza de los compuestos
organicos que tienen capacidad para actuar como ligandos, y sobre todo el ion

metalico considerado, ya que la concentracion libre de éste es lo que interesa.

2.4.0ptimizacion del medio de cultivo.
Pueden ocurrir situaciones en las cuales sea imperativa la optimizacion de los

medios de cultivo; entre ellas podemos mencionar las siguientes:

@ No existencia de informacion respecto a coeficientes de rendimiento de
macro y micro elementos para el cultivo del microorganismo determinado.

@ Existencia de limitaciones nutricionales ocultas, especialmente de
microelementos y factores de crecimiento.

@ Uso de medios de cultivo conteniendo elementos en exceso respecto de los
requerimientos nutricionales del microorganismo en cuestién, que pueden
causar inhibicion del crecimiento.

@ Ensayo de sustancias estimulantes, activadoras e inhibidoras del
crecimiento y formacion del producto.

@ Empleo de fuentes nutricionales no convencionales (Ertola y col., s.a.).

La metodologia méas elemental consiste en realizar experimentos, en los cuales se
varia la concentracién del componente a estudiar, manteniéndose constante las
concentraciones de los demas ingredientes. Si bien el procedimiento anterior es
simple, es evidente que hace falta una gran cantidad de trabajo preliminar ya que
el operador no conoce de antemano qué nutriente es el limitante del crecimiento.
Cuando son varios los posibles nutrientes limitantes el método resulta poco
practico. Por otra parte puede ocurrir que la respuesta obtenida al variar la

concentracion de un componente dependa de los niveles de los otros, o sea, se
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produzca interaccion entre componentes, para lo cual se puede mejorar mucho la
optimizacion a través de los disefios de metodologia de superficie de respuesta,
los cuales se explicaran a continuacion, mediante una descripcion dada por
Gutiérrez y col. (2008).

2.4.1. Disenos de Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR).
Estos disefios experimentales se realizan cuando experimentalmente no se

obtienen las respuestas buscadas o el nivel de mejoras logrado no es suficiente;
por lo que es necesario experimentar de manera secuencial hasta encontrar el
nivel de mejoras deseado. En este caso, después de una primera etapa
experimental quizad sea necesario desplazar la regidn experimental en una
direccibn adecuada, o bien, explorar en forma mas detallada la regién
experimental inicial. La forma de realizar ambas cosas son parte de la llamada
MSR. La MSR representa una estrategia experimental y de andlisis que permite
resolver el problema de encontrar las condiciones de operacion optimas de un
proceso, es decir, aquellas que den resultado “valores 6ptimos” de una o varias

caracteristicas de calidad del producto.

2.4.1.1. Elementos de la MSR.
La metodologia de superficie de respuesta implica tres aspectos: disefio, modelo y

técnica de optimizacion. El disefio y el modelo se piensan al mismo tiempo, y
depende del tipo de comportamiento que se espera en la respuesta. El disefio
implica que para optimizar un proceso se debe aplicar el disefio de experimentos,
que sirven para ajustar un modelo de regresion lineal multiple.

El concepto de modelo considera el analisis de regresion mdltiple, junto con sus
elementos basicos gue son: parametros del modelo, modelo ajustado,
significancia del modelo, prueba de falta de ajuste, residuos, predichos, intervalos
de confianza para predichos y coeficiente de determinacion.

Por ultimo, la optimizacion estad formada por algunas técnicas matematicas que
sirven para que, dado un modelo ajustado, explorarlo a fin de obtener informacién
sobre el punto 6ptimo.

En los disefios de MSR se distinguen tres etapas en la busqueda del punto

Optimo, que son:

19



REVISION BIBLIOGRAFICA

Cribado: La optimizacion de un proceso se inicia con esta etapa cuando tiene
muchos factores (méas de 6 u 8) que influyen en la variable de interés.

Busqueda | o de primer orden: Esta etapa se aplica cuando se tienen pocos
factores, y se sabe que estos influyen sobre la variable respuesta. En esta etapa
se corre un disefio de primer orden que permita caracterizar el tipo de superficie
de respuesta y detectar la presencia de curvatura. Por lo general, se utiliza un
disefio factorial completo o fraccionado con repeticiones al centro.

Disefios factoriales completos 2. En este tipo de disefio se consideran k
factores con 2 niveles cada uno, y tiene 2* tratamientos o puntos de disefio.
Cuando se emplea un disefio factorial 2% se supone que la respuesta es
aproximadamente lineal en el rango de variacibn de cada uno de los factores
estudiados. No es necesario, suponer una linealidad perfecta, pero si que no haya
una curvatura muy grande. De esta manera, dado que cada factor se prueba en 2
niveles, no es posible estudiar efectos de curvatura, aunque exista en el proceso;
para estudiar tales efectos se necesitan al menos tres niveles en cada factor. Esto
no implica que de entrada sea recomendable un disefio factorial con al menos tres
niveles en cada factor, sino que en primera instancia se pueden agregar
repeticiones (minimo tres) al centro del disefio factorial 2%, y con ellas se podra
detectar la presencia de curvatura.

Disefio factorial 2Kcon punto al centro: Cuando se emplea un disefio factorial 2%
donde los k factores admitan un nivel de prueba intermedio, es recomendable
implementar un tratamiento adicional formado por la combinacion del nivel
intermedio 0 medio de todos los factores. Esta combinacién se le conoce como
punto central. Hay dos razones por las que es deseable correr el punto central con
cierto numero de replicas. La primera es obtener grados de libertad adicionales
para el error en la tabla de ANOVA, sin perjudicar el balance en la estimacion ni
los efectos de interés. La segunda razon, dirigida a factores cuantitativos, es que
las repeticiones al centro permiten detectar la posible presencia de curvatura en al
menos uno de los factores objeto de estudio.
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Disefio factorial fraccionado 2kP : Estos disefios permiten sacrificar informacion
poco importante en aras de un disefio manejable en cuanto al nimero de corridas
experimentales para evitar el exceso de informacion que acumulan los disefios
factoriales completos al estudiar muchos factores. Las corridas en los factoriales
fraccionados son una parte o una fraccion de los tratamientos de los factoriales
completos. Mientras mas grande es el valor de k, el disefio admite un grado de
fraccionamiento mayor. La teoria de disefios fraccionados se basa en una
jerarquizaciéon de los efectos, es decir, su importancia parte de los efectos
principales, seguidos por interacciones dobles, triples, etc. Cuando se corre solo
una fraccion del disefio factorial completo ocurren dos hechos inevitables:
@ Se pierde informacion, ya que habra efectos que no podran estimarse y se
tienen menos grados de libertad disponibles para el error.
@ Los efectos que si se pueden estimar tienen al menos un alias. El que un
efecto sea alias de otro significa que en realidad son el mismo efecto con
nombres distintos, y al estimar a uno de ellos al mismo tiempo se estima el

otro, de manera gque no se pueden separar.

Como se mencion6 anteriormente, al correr un disefio factorial fraccionado los
efectos no pueden estimarse de manera aislada, sino que se estiman las sumas (o
restas) de efectos alias. La interpretaciéon de aliados que se suman se hace
facilmente si puede suponerse que todos los sumandos, excepto uno, no son
importantes. Asi, el efecto total se puede atribuir a este Unico efecto que se
considera relevante. Entonces, la estrategia es elegir, siempre que sea posible,
disefios fraccionados en los cuales los efectos potencialmente importantes sean
alias de efectos que sea razonable suponer que son poco importantes. Esto se
logra con disefios factoriales fraccionados que tengan alta resolucion. La
resolucion es una caracteristica de un factorial fraccionado, que indica qué tan
bien pueden estudiarse los efectos potencialmente mediante tal disefio.

Las resoluciones de mayor interés son las que se describen a continuacion:
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1. Disefos de resolucion lll. En estos disefios los efectos principales no son
alias entre ellos, pero existen efectos principales que son alias de alguna
interaccion doble.

2. Disefos de resolucion IV. En este disefio los efectos principales no estan
alias entre ellos ni con las interacciones dobles, pero algunas interacciones
dobles estan alias con otra interaccion doble.

3. Disefios de resolucion V. En estos disefios los efectos principales y las
interacciones dobles estan alias con interacciones triples o de mayor orden,
es decir, los efectos principales e interacciones dobles estan limpiamente

estimados.

Busqueda Il o de segundo orden: En el momento en que se detecta la presencia
de curvatura, o bien, que la superficie es mas complicada que un hiperplano, se
corre, 0 se completa un disefio de segundo orden que permita caracterizar mejor
la superficie y modelar la curvatura. Con el modelo ajustado se determinan las
condiciones éptimas de operacion del proceso.

Los disefios de segundo orden mas recomendados son el disefio de Box-Behnken
y el disefio central compuesto o de composicién central:

Disefio Box-Behnken: Este disefio se aplica cuando se tienen tres o mas
factores, y suelen ser eficientes en cuanto al nUmero de corridas. Es un disefio
rotable o casi rotable que se distingue porque no incluye como tratamientos a los
vértices de la region experimental. En cualquier tratamiento del disefio, al menos
uno de los factores se fija en la mitad del rango de prueba.

Disefio de composicién central: Este es el mas utilizado debido a su flexibilidad
ya que se puede construir a partir de un disefio factorial completo 2% o factorial
fraccionado 2P agregando puntos sobre los ejes y al centro ademas de otras

propiedades deseables.
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3. ANTECEDENTES.

En la literatura se reportan diversas estrategias para lograr la optimizacion de las
condiciones ambientales y del medio de fermentacion (fuentes de carbono,
nitrégeno, sales inorganicas, aireacion, etc.) para la produccién de lipasas
utilizando diferentes estrategias. Las condiciones habitualmente utilizadas para la
produccion de lipasas fungicas son temperatura alrededor de 35°C, pH en zonas
neutras y condiciones aerobias. Se han estudiado los diferentes factores que
afectan directamente sobre la produccién de lipasas. Inicialmente, se ha
determinado que las lipasas son generalmente inducidas por sustratos lipidicos y
son producidas con una alta actividad especifica en presencia de aceite como
fuente de carbono (Ghosh y col., 1996; Shirazi y col., 1998; Rodriguez y col.,
2006; Rajendran y Thangavelu, 2007; Dalmau y col, 2000; Gombert y col., 1999).
Se han estudiado fuentes de carbono mixtas (Valero y col., 1991) notando un
crecimiento 6ptimo en aceite de oliva y constatando el efecto inhibitorio de la
glucosa sobre la produccién de lipasas por Candida rugosa (Dalmau y col., 2000).
Camargo de Morais y col. (2003) utilizaron como fuente de carbono trioleina,
aceite de oliva, sésamo, coco y de mani; obteniendo la mayor actividad lipasa con
trioleina por Fusarium oxysporium, en cambio Rajendran y Thangavelu (2007)
obtuvieron mayor actividad lipasa con aceite de mani por Candida rugosa. Existen
reportes en los cuales se combina un glacido y un lipido como fuente de carbono
Dalmau y col. (2000) demostraron que la combinacion de diferentes tipos de
fuente de carbono no mejora la produccion de lipasas ni influye sobre la
produccion.
También la fuente de nitrdgeno ha sido estudiada; existen reportes que indican
que la fuente de nitrégeno (peptona, urea y sulfato de amonio) mejora los niveles
de produccion de lipasa (Rajendran y Thangavelu 2007; Rao y col., 1993; Lima y
col., 2003). Corzo y Revah (1999) reportaron que con urea como fuente de
nitrogeno en el medio, se alcanz6 una mayor produccion de lipasas por Yarrowia
lipolytica a diferencia de cuando se utilizé una combinacién de peptona y urea en
el medio; ademas, la adicion de sulfato de amonio no incremento la actividad. Esto
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coincidié con los resultados obtenidos por Rodriguez y col. (2006), quienes al
utilizar urea como fuente de nitr6geno, reportaron una actividad de 594.8 U/g MSF
con aceite de oliva como sustrato en la determinacion de actividad enzimatica y
falta de actividad con sulfato de amonio; por el contrario, Lima y col. (2003)
reportaron que el uso de sulfato de amonio logré el aumento de produccion de
lipasa por Penicillium aurantiogriseum. Por otro lado, Rajendran y Thangavelu
(2007) alcanzaron la mayor actividad lipasa con Candida rugosa al utilizar
peptona. Lo anterior indica que la mejor fuente de nitrdgeno dependera del
microorganismo a emplear y que no se puede generalizar el uso de una sola
fuente para todos los géneros de hongos.

Otro factor nutricional estudiado en el medio para la produccién de lipasas, es la
adicion de oligoelementos; Rodriguez y col. (2006) estudiaron la adicion de
minerales en el medio y determinaron que la presencia de estos influian
positivamente sobre la produccion de lipasas, reportando una actividad de 760 U/g
msf a diferencia de 598.6 U/g msf sin oligoelementos, es decir un aumento de 1.27
veces, utilizando aceite de oliva como sustrato en la determinacion de actividad
lipolitica.

Respecto a los factores ambientales, Vargas y col. (2008) y Adinarayana y col.
(2003) evaluaron el efecto de la humedad y temperatura sobre la produccion de
lipasas por Penicillium simplicissimum y Aspergillus sp. respectivamente; y
demostraron que estos 2 factores son significativos sobre la produccion de lipasas
debido a que una baja humedad dificulta la solubilidad de los nutrientes del
sustrato en FMS y por lo tanto disminuye la disponibilidad para el microorganismo
(Vargas y col., 2008). Por otro lado, respecto a la temperatura, se ha reportado
una mayor actividad lipasa en cepas como Candida rugosa, Penicillium
aurantiogriseum y Rhizopus homothallicus en un rango de temperatura de entre 27
y 40°C (Raoy col., 1993, Lima y col., 2003, Rodriguez y col., 2006).

Los procesos de optimizacion han sido muy utilizados para mejorar y aumentar la
produccion de lipasas, con base en todas las conclusiones reportadas acerca de
los factores que afectan la produccion de estas enzimas, Adinarayana y col.,
(2004) optimizaron el proceso de fermentacion de Aspergillus sp. utilizando aceite
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de oliva como inductor alcanzando una produccion enzimatica de 1798 U/g msf
con aceite de oliva como sustrato en la determinacion de actividad enzimatica.
Actualmente, para lograr la optimizacion de produccion de lipasas, se utilizan
disefios experimentales, principalmente los de metodologia de superficie de
respuesta (MSR) los cuales permiten encontrar las condiciones Optimas del
proceso; Rajendran y Thangavelu (2007) utilizaron este tipo de disefios para
optimizar la produccion de lipasas por fermentacion en medio liquido por Candida
rugosa; Rao y col. (1992) también optimizaron la produccion de lipasas por
Candida rugosa pero por fermentacion en medio sélido, y Abdel-Fattah (2002)
optimizaron la produccién de lipasas termoestables por Geobacillus sp. en
fermentacién en medio sélido utilizando un disefio de MSR tipo Box-Benhken.

Debido al gran numero de aplicaciones, las lipasas presentan gran interés dentro
de la industria biotecnolOgica, es por esta razén, que en este trabajo se desea
optimizar la produccion de lipasa por Rhizopus homothallicus mediante un MSR

empleando sistemas de FMS.
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4. HIPOTESIS.
La optimizacién de la produccién de lipasas por la cepa 13a del genero Rhizopus
homothallicus por fermentacion en medio sélido a través del uso de la estrategia
de metodologia de superficie de respuesta (MSR) permitira obtener una mayor
productividad y actividad lipasa que la reportada en la bibliografia para la misma

cepa.
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5.0BJETIVO GENERAL.

Optimizar la produccién de lipasa por Rhizopus homothallicus por fermentacién en

medio solido mediante el uso de una metodologia de superficie de respuesta.

6. OBJETIVOS PARTICULARES.

Los objetivos particulares fueron:

6.1.Seleccionar la edad del indculo.

6.2.Seleccionar el tiempo de cultivo mediante una cinética de produccion

enzimatica con el medio de Rodriguez y col., (2006).

6.3.0btener las condiciones de extraccién y la concentracion del medio inicial

para la estrategia de MSR.

6.4.Plantear los disefios experimentales necesarios, que permitan evaluar los
factores significativos; asi como las interacciones entre ellos, para
optimizar el proceso de produccion de lipasa por Rhizopus homothallicus

en fermentacion en medio sélido.

6.5.Evaluar el efecto de los factores ambientales (pH, humedad y temperatura),
asi como de los factores nutricionales (fuente de carbono, nitrégeno y
adicién de micronutrientes en el medio de cultivo) sobre la produccién de
lipasas y establecer sus valores Optimos para aumentar la actividad
lipolitica producida por Rhizopus homothallicus en fermentacion en

medio solido.
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7.MATERIALES Y METODOS.
7.1.Microorganismo.

El hongo que se utilizé en este proyecto es Rhizopus homothallicus 13a, el cual
pertenece a la Coleccion de hongos filamentosos de la Universidad de
Guadalajara del Dr. Jesus Cordova LoOpez. La cepa se conservd en tubos
inclinados con 10 mL de PDA, los cuales fueron inoculados e incubados 7 dias a
30°C, posteriormente se sellaron y se mantuvieron en refrigeracién a 4°C hasta su

utilizacion.

7.2.Medio de propagacion para Rhizopus homothallicus.

A partir de un tubo inclinado con medio PDA previamente inoculado, se prepar6
una suspension de esporas adicionando 10 mL de Tween 80 0.05%. Esta
suspension se usO para inocular (1 mL de suspension por matraz) de 3 a 10
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50mL de medio PDA. Los matraces
inoculados fueron incubados durante 7 dias a 30°C. El contenido de estos

matraces fue utilizado como inéculo para los estudios de FMS.

7.3.Soporte inerte.

Como soporte inerte se utilizé agrolita, el cual es un mineral volcanico que al ser
calentado a temperaturas superiores a los 900°C se expande de cuatro a veinte
veces su volumen original. Al expandirse cada particula es estéril, posee un pH
neutro y contiene infinidad de microburbujas selladas en su interior, retiene
humedad y nutrientes que estan a disposicion del microorganismo, ademas de
formar pasajes de aire que proveen excelente aireacion y drenaje. Este tipo de
soporte exhibe ventajas que no son obtenidas con sustratos naturales, ademas de
que facilita las mediciones de sustancias de interés, se tiene un mejor control
fisiolégico y cinético en los cultivos soélidos (Zhu y col., 1994) y ofrece una
flexibilidad adicional cuando se disefia el medio Optimo para la produccion de

metabolitos, enzimas y esporas, entre otros (Larroche, 1996).
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Preparacion del soporte: La agrolita se tamiz6 en mallas 6, 10, 16 y 20. Se
colect6 la fraccion 16/20. La agrolita tamizada fue lavada 2 veces con agua
destilada a temperatura ambiente y una con agua destilada caliente. La agrolita

fue secada a 60°C (humedad menor a 1%) y almacenada en bolsas de plastico.

7.4.Preparacion del medio de cultivo.

Para este trabajo se tomé como medio base el reportado por Rodriguez y col.
(2006): El medio contiene (en g/Kg): urea 4g, lactosa 5, K2HPO4 5, MgSO4-7H20
1, alcohol polivinilico (PVA) 1.6, aceite de oliva 40 y oligoelementos 4mL/Kg.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocan 100 g de agua Ciel ® y se
afiadieron y disolvieron uno a uno los componentes del medio, menos el aceite de
oliva. Una vez mezclado el medio, se midi6 el pH (que sin ajustar debe estar entre
8y 9)y se ajustd a 6.5 con unas gotas de HCI 6 M. Antes de inocular el medio de
cultivo, se afiadi6 el aceite de oliva y se mezclé en un homogenizador (Batidora
Oster, Fuente de sodas de 2 velocidades, modelo 2523-13, 440-20) durante 3 min.
Debido a la baja concentracion de esporas en la suspension utilizada para
inocular, el medio de cultivo sélido se prepar6 20% mas concentrado y se utilizé

agua Ciel ® para ajustar a la humedad inicial deseada.

7.5. Preparacion de inéculo.
Las esporas producidas en los matraces de 250 mL (Seccion 8.2) fueron el indculo
para los estudios en FMS. Para ello, a un matraz se adicionaron 25 mL de una
solucion de tween 80 al 0.05%. Se cosecharon las esporas vertiendo esta
suspension en 2 o 3 matraces con esporas. Para estimar la concentracién de
esporas en la suspension se hizo una dilucion 1:20 (50 pL en 950 pL) y se
contaron las esporas en una camara de Neubauer. El conteo se hizo de la manera

siguiente:
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1 2 3
8 9 4
7 6 5

Se contaron las esporas en 9 de 25 cuadros de la cAmara de Neubauer. El conteo
se hizo por triplicado.

Para calcular la concentracion de esporas se realizé el siguiente calculo:
Esporas/mL = promedio x 25 x 10* x Dilucién

Una vez contadas las esporas, se calculo el volumen de in6culo necesario para el
soporte inerte a una concentracién de 3x107 o 1x10’ esporas por cada gramo de
soporte inerte.

7.6.Fermentacion.

Para la produccion de lipasas se utilizaron matraces de 125 mL se coloc6 en cada
matraz 2.7 g de agrolita y 5 mL del medio de cultivo homogeneizado e inoculado,
para obtener una humedad inicial del 65%. Se cubrieron los matraces con tela de
polipropileno y se homogeneizaron golpeandolos lateralmente 5 veces en sentido
a las manecillas del reloj. Posteriormente, se incubaron a 40°C por periodos de 16
a 24 h. Se prepar6 un matraz mas, el cual sirvi6 para medir las condiciones

iniciales de la fermentacion (pH y humedad).

7.7.Determinaciones analiticas.
Obtencién del extracto enzimatico: Para cada tiempo de muestreo se sacrificd

el contenido de un matraz. Se metié el matraz a 4°C durante al menos 20min. El
agente de extraccion utilizado fue buffer Tris-HCI 100
mM y 0.25% de PVA (pH 8). El extracto utilizado en la
cinética para determinar la actividad enzimatica en el
disefio experimental 21510 se obtuvo manteniendo una
relacion 1:100 biocatalizador/agente de extraccion
agitando con un vortex durante 45 seg. En los
experimentos posteriores se mantuvo una relacion

1:10 biocatalizador/agente  de  extraccion, se

Figura 7. Método de extraccion.
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homogeneiz6 con un agitador magnético durante 2 min, se centrifugé durante 10
min a 10,000 rpm, se realiz6 una dilucion del extracto 9:100 para medir actividad
lipasa (Figura 7). EI sobrenadante (EE) fue separado en tubos Eppendorf e

inmediatamente congelado hasta su uso.

La determinacion de las variables de pH, humedad y actividad lipasa fue realizada

de la siguiente manera:

Determinacion de pH: El pH se midié pesando 0.5 g del biocatalizador (hiumedo)
y agregando 5 mL de agua Ciel ® (se verificd que el agua no actia como
amortiguador Anexo 1). Se agit6 con un vortex durante 25 seg y se midié
directamente con un potenciémetro (Conductronic pH 120) previamente calibrado.

Determinacion de humedad: El contenido de humedad en la materia inoculada y
en la materia fermentada a diferentes tiempos de incubacién se determino

gravimétricamente con una termobalanza Ohaus (MB 45).

Actividad lipasa: La actividad fue ensayada por la técnica colorimétrica de p-
nitrofenol con el lector de microplacas Elisa (ELx 808 BioTek®). EI medio de
reaccion contuvo 50 pL del extracto enzimatico y 100 pL de sustrato (9 mL buffer
Tris-HCI 100 mM y 0.25% de PVA (pH 8) + 1 mL de sol. 10 mM de p-nitrofenil
octanoato en 2-propanol). Se registré la liberacion de p-nitrofenol por la enzima
lipasa a 405 nm durante 10 min a 30 °C. Una unidad de actividad enzimatica se
define como la cantidad de enzima necesaria para liberar un 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto bajo las condiciones de ensayo. Para ello se calculd el coeficiente de
extincién molar de la solucién de p-nitrofenol (e= 10,708.64 M-cm™?) Anexo 2
(Kordel y col., 1991).

7.8.Cinética de esporulacion.
Se prepararon 300 mL de agar papa dextrosa (39 g/L), se colocaron 50 mL en

matraces Erlenmeyer de 250 mL y se esterilizaron a 121 °C durante 15 min. Los
matraces se inocularon con 1 mL de suspension de esporas y se incubaron a 30
°C durante 5, 7 y 9 dias. Para el conteo de esporas se adicionaron 25mL de

Tween 80 al 0.05%, se suspendieron las esporas con agitacion mecanica. La
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suspension fue diluida (1:20) y las esporas contadas en camara de Neubauer. La

cinética de esporulacion se realizé por duplicado.

7.9.Seleccion del agente de extraccion.
Los agentes de extraccion utilizados en esta etapa fueron buffer Tris-HCI 100 mM

y 0.25% de PVA (pH 8), agua, Tritdbn X-100, N- lauril sarcosina (NLS). Se produjo
biocatalizador con 16 h de fermentacion y se obtuvo el extracto utilizando agua,
buffer, NLS y Triton. La extraccion con NLS y Triton se realizO mediante una
solucién con una concentracion del detergente de 0.5%, la cual se modificé a
0.16% en el ensayo de medicion de actividad enzimética, ya que solo se requiere
la tercera parte de extracto enzimatico del volumen total de reaccion.
Posteriormente, para la extraccion de la enzima se analizaron diferentes
concentraciones de NLS en el volumen de reaccion y se midié actividad lipasa

para detectar la concentracion que inducia un aumento de actividad lipasa.

7.10. Disefos experimentales.

Se realizaron varios disefios experimentales para el proceso de optimizacién. A
continuacion se describe la preparacion de los medios para los disefios
experimentales:

Los medios de cultivo se prepararon tomando en cuenta la matriz sugerida por el
programa Statgraphics Plus Version 4.0 afio 1999 para cada disefio. Se
prepararon soluciones concentradas de cada uno de los nutrientes evaluados y se
agregd el volumen requerido de las soluciones concentradas para obtener la
concentracion requerida de cada una de las sales (C1*Vi1=C2V2) en el medio.
Posteriormente, se agregaron 2 mL de agua y se ajusté el pH de cada medio con
HCI al 10% y se vertieron a matraces aforados. En los disefios 21519 24 y Box
Behnken se evalu6 el efecto de la humedad, por lo cual se calculé un excedente
de in6culo y se agreg6 el volumen adecuado de la suspension de esporas al
medio, posteriormente se aforé con agua Ciel ® (inicio de la fermentacion). Por
otro lado, en tubos Corning® de 50 mL etiquetados, se peso el aceite de oliva
requerido y en estos tubos se agregaron los medios. Se emulsific6 con ayuda de

un vortex durante 45 seg.
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Fermentacion en medio solido.

Se pesaron 2.7g de agrolita en matraces de 125 mL, se etiquetaron y se agrego la
cantidad de medio necesario para ajustar la humedad del cultivo. Se homogenizé
perfectamente el agrolita con el medio y se cubrieron los matraces con
polipropileno, posteriormente se incubaron durante 20 h a la temperatura a 40°C;
en el caso del disefio 21°19; los matraces se incubaron a 37.5, 40 y 42.5°C.

La obtencidn del extracto se realiz6 como se indica en la seccion de Materiales y

Métodos.

Proceso de cribado.
En la parte de cribado se realizaron tres disefios experimentales con el objetivo de
disminuir el numero de factores significativos para iniciar el proceso de

optimizacién de la produccién de lipasas por fermentacién en medio solido.
7.10.1. Disefio experimental 21511 y 21510 con punto central.

El objetivo de este diseiio fue evaluar todos los posibles factores que pudieran
intervenir en la produccion de lipasas por fermentacion en medio sélido; tomando
en cuenta tanto factores ambientales como nutricionales, de manera que se
pudiera reducir el mayor numero de factores significativos para los posteriores
disefios de optimizacion. Las variables de estudio fueron pH, humedad,
temperatura, tamafio de indculo y de la concentracién de urea, lactosa, aceite de
oliva, K2HPO4, MgS04-7H20, MnClz, CoCl2:7H20, CuSO4 -7H20, ZnSO4-7H20,
EDTA y PVA en el medio de cultivo inicial. La variable de respuesta fue la
produccion de actividad lipasa. Los factores fueron analizados en 2 niveles y un
punto central: bajo (-1), alto (+1) y el punto central (0) y la variable respuesta fue la
actividad enzimatica. Los valores establecidos para los factores fueron los

siguientes:
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Tabla 2. Factores y niveles analizados en el disefio factorial 2151ty 21510,

Factor -1 0 1 |Unidades
pH 5.5 6 6.5

Humedad 55 60 65 %
Tamarfio de inéculo] 1*107 | 3*10° 5*107 [Esporas/g si
Temperatura 37.5 40 42.5 °C
Aceite de oliva 20 40 60 o/Kg
Lactosa 1 3 5 g/L
Urea 1 2.5 4 g/L
K2HPO4 1 3 5 g/L
MgSOa 0.5 1 15 g/L
MnCl2-4H20 0 0.00792 0.01584 g/L
CoCl2:6H20 0 0.01124 | 0.02248 g/L
CuS0a4-5H20 0 0.001 0.002 g/L
ZnSO4-7TH20 0 0.00116 | 0.00232 g/L
EDTA 0 0.02 0.04 g/L
PVA 0.4 1 1.6 g/L

Para esto, se requirieron 66 unidades experimentales (matraces Erlenmeyer de
125 mL) ya que los experimentos se realizaron por duplicado (se requirieron
preparar 33 medios de cultivo diferentes).

Los 33 medios de cultivo se prepararon como se explicé anteriormente, la
preparacion de los medios se llevo a cabo en 2 etapas; primero se prepararon los
medios de cultivo del disefio factorial saturado y posteriormente, los faltantes del
disefio factorial doblado saturado (Anexo 3). Para agregar las sales de cada
medio, se prepararon las siguientes soluciones concentradas:

Solucion 10X (g/L): Lactosa 50, urea 40, K2HPO4 50, MgS0O4 15 y PVA 16.
Solucién 100X (g/L): MnCl2-4H20 1.584, CoClz - 6H20 1.902, CuSO4 - 5H20 0.2,
ZnS0O47H20 0.232 g/L, EDTA 4.

34



MATERIALES Y METODOS

7.10.2. Disefio experimental (2°1) resolucién V.

El objetivo de este disefio fue evaluar Unicamente los factores significativos
nutricionales como resultado de los disefios 21511 y 21510 | a concentraciéon de
urea, lactosa, aceite de oliva/PVA, oligoelementos y EDTA se evaluaron en un
disefio experimental factorial 25! con 2 puntos centrales. Los factores fueron
analizados en 2 niveles y dos puntos centrales, teniendo como variable respuesta

a la actividad enzimatica. Los valores establecidos para los factores fueron:

Tabla 3. Factores y niveles analizados en el disefio 252

Factor -1 0 1
Aceite/PVA (g/L) 40/1.6 | 50/2 | 60/2.4
Lactosa (g/L) 7 11 15
Urea (g/L) 4 8 12
Oligoelementos (mL) 4 8 12
EDTA (g/L) 0.02 [ 0.05| 0.08

Se utilizaron 37 unidades experimentales (matraces Erlenmeyer de 125 mL) ya
que se prepararon 18 medios de cultivo por duplicado tomando en cuenta la
matriz para un disefio factorial 2°1) con resoluciéon V (Anexo 4). Para agregar las
sales de cada medio, se prepararon las siguientes soluciones concentradas:
Solucién 10X (g/L): Lactosa 150, urea 120, K2HPOa4 50, MgSO4-7H20 15.
Solucion 50X: Solucion de oligoelementos.

Solucién 100X: EDTA 8 g/L.

Los medios y la fermentacion se llevé a cabo como se menciond en el apartado
7.11, agregando la solucion de oligoelementos previamente diluida a una
concentracion 1x, ademas de fijar la concentracion de MgSOa4-7H20 y K2HPO4 a
1.5y 5 g/L respectivamente. La humedad del cultivo en este disefio fue de 65% y

se incubaron 20 h a 40°C.
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7.10.3. Disefio experimental (24).

Este disefio se utilizd para evaluar los factores ambientales significativos, pH 'y
humedad, que resultaron de los disefios 21511 y 21510 asi como los factores
nutricionales, oligoelementos y EDTA que fueron significativos en el disefio 251, El
efecto sobre la actividad enzimatica se evalué analizando los siguientes factores y

niveles:

Tabla 4. Factores y niveles analizados en el disefio factorial 2%.

Factor -1 |0 1
Humedad 60 | 65 | 70
pH 6 | 65| 7
Oligoelementos (mL) | 12 | 16 | 20
EDTA (g/L) 0.02 { 0.03 | 0.04

En este disefio, se utilizaron 38 unidades experimentales debido a que se
prepararon 16 unidades experimentales y 3 puntos centrales por duplicado.

Los 16 medios de cultivo se prepararon como indica la matriz para un disefio
factorial 24 con resolucion V (Anexo 5). Para agregar las sales de cada medio, se
prepararon las siguientes soluciones concentradas:

Solucion 10X (g/L): Lactosa 70, urea 60, K2HPO4 50, MgSOa4-7Hz0 15.

Solucién 50X: Solucion de oligoelementos.

Solucion 100X: EDTA 4g/L.

Para los cultivos que requerian 70% de humedad se prepararon 25 mL de medio y
para los cultivos con 60 y 65% de humedad solo se prepararon 10 mL, siguiendo
el procedimiento antes descrito, debido a los resultados del disefio anterior; se
fijaron las concentraciones de los factores aceite/PVA a 40/1.6 g/L, ureaa 6 g/L y
de lactosa a 7 g/L y se agregaron en el medio; ademas de la concentracién de
MgSO4-7H20 y KoHPOs4 que anteriormente ya se habia fijado. Para la
fermentacion, se ajustdé la humedad inicial del cultivo a 60, 65 y 70%, se

agregaron 4.05, 5.01 y 6.3 mL de medio liquido respectivamente.
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7.10.4. Disefio de segundo orden: Box Behnken.

Posteriormente, se realizO un disefio Box Behnken para observar si existe
curvatura en alguno de los factores dentro de los niveles analizados, es decir, si el
efecto de los factores se explica mediante un modelo de 2° orden. Para esto, se
analizaron como factores, concentracion de oligoelementos, EDTA y la humedad

en los siguientes niveles:

Tabla 5. Factores analizados en el disefio de segundo orden tipo Box Behnken.

Factor -1 0 1
Humedad 58 63 68
Oligoelementos (mL) 6 9.7 133
EDTA (g/L) 0.037 | 0.056 | 0.075

En este disefio, se utilizaron 45 unidades experimentales debido a que se
prepararon 15 unidades experimentales dentro de ellos 3 puntos centrales, por
triplicado.

Los 15 medios de cultivo se prepararon como sugiere la matriz dada para un
disefio de segundo orden Box Behnken (Anexo 6). Para agregar las sales de cada
medio, se prepararon las siguientes soluciones concentradas:

Solucion 10X (g/l): Lactosa 70, urea 60, K2HPO4 50, MgSO4-7H20 15.

Solucién 50X: Solucion de oligoelementos.

Solucion 100X: EDTA 7.5 g/L.

Debido a que el analisis se realizé por triplicado se prepararon 25 mL de cada
medio, con el procedimiento descrito en el apartado 7.11. Para la fermentacion, se
ajusto la humedad a 58, 63 y 68% del cultivo, agregando un volumen de 3.72,
4.59, y 5.73 mL, respectivamente, se homogeniz0 y se incubaron durante 20 h a
40 °C.
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7.10.5. Disefo de composicion central rotable mas estrella.

Para acercarnos a la zona de mayor actividad enzimatica se realizé un disefio de
composicion central rotable mas estrella, en el cual se evalud el efecto de la

concentracion de oligoelementos y EDTA de la siguiente manera:

Tabla 6. Factores y niveles analizados del disefio de segundo orden de composicion mas
estrella.

Niveles

Factor -1.41 -1 0 1 (141
Oligoelementos (mL) 3.916 4.9 7.3 9.7 |10.68

EDTA (g/L) 0.015 | 0.022 [ 0.039]0.056 | 0.063

En este disefio, se utilizaron 12 unidades experimentales dentro de ellos 4 puntos
centrales, realizdndose por triplicado. Los 12 medios de cultivo se prepararon
como sugiere la matriz para un disefio de rotable de composicidn central + estrella
(Anexo 7). Las sales se agregaron mediante soluciones concentradas:

Solucién 10X (g/L): Lactosa 70, urea 60, K2HPO4 50, MgS0O4-7H20 15.

Solucién 50X: Solucion de oligoelementos.

Solucién 100X: EDTA 6.3 g/L.

Los medios fueron preparados como ya se menciond y para la fermentacion se fijo
la humedad del cultivo a 65.5% sugerido por el disefio Box Behnken, por lo cual se
agregaron 5.05 mL.

Andlisis de los disefios factoriales y de segundo orden.

Los disefios estadisticos fueron analizados utilizando el programa Statgraphics ®
Plus version 4.0, afio 1999.
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7.11. Cinética de produccion de lipasas con el medio mejorado por MSR.

La cinética se realiz6 para comparar la actividad lipolitica obtenida con el medio
inicial y el medio mejorado por MSR en este trabajo. La formulacion de los dos

medios evaluados, se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 7. Concentracion de los nutrientes del Medio Rodriguez y medio mejorado por MSR.

Componentes | Medio Rodriguez (g/L) | Medio propuesto (g/L)
Urea 4 6

Lactosa 5 7

KH2PO* 5 5

MgSOas * 7 H20 1 1.5

PVA 1.6 1.6
Oligoelementos 4 mL 9.7 mL

Aceite de oliva 40 40

EDTA 0.04 0.022

Se prepararon 200 mL de los medios como se menciond en el apartado 7.11.
mediante las soluciones concentradas:

Solucién 10X (g/L): Lactosa 70, urea 60, K2HPO4 50, MgS0O4-7H20 15.

Solucién 50X: Solucion de oligoelementos.

Solucién 100X: EDTA 4 g/L.

Los medios se prepararon en un matraz aforado de 200 mL; en un vaso de
precipitados se peso el aceite requerido para los medios y se incorporé el medio
previamente preparado. Se emulsificaron los medios durante 3 min con un
homogenizador (Batidora Oster, Fuente de sodas de 2 velocidades, modelo 2523-
13, 440-20), se inocularon con 1x107 esporas/g si y se homogeneizé.

Para llevar a cabo la fermentacion en esta cinética, se prepararon 30 matraces con
2.7 g de agrolita para evaluar la actividad lipolitica con cada medio; de manera que
se muestred cada uno por triplicado cada 3 h durante 30 h. Se ajusté la humedad
a 65.5% en el medio optimizado y 65% en el medio inicial, de manera que se
agregaron en los matraces 5.1 y 5.01 mL de medio emulsificado, respectivamente.
Los matraces fueron cubiertos con polipropileno, y se incubaron durante 30 h a 40
°C. La extraccion de la enzima y la determinacion de actividad enzimatica se
realizaron como se describi0 anteriormente

(Materiales 'y métodos).
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8. RESULTADOS.

Para llevar a cabo los estudios de optimizacion del medio de cultivo fue necesario
llevar a cabo estudios preliminares de produccién de esporas, extraccion de
enzimas y seleccion del medio de cultivo que serd optimizado. Una vez
establecidas las condiciones de cultivo se procedié a optimizar el medio y las
condiciones de cultivo. Para ello, se evaluaron diferentes estrategias. En una
primera etapa se evalud la interaccion de todas las variables de estudio.
Posteriormente, se determind el efecto de la concentracion del medio de cultivo
sobre la produccion de lipasa, y finalmente se optimizé el medio de cultivo.

En esta parte, se muestran los resultados y discusiones de los estudios
preliminares para iniciar la optimizacion, es decir experimentos para seleccionar la
edad del inéculo, determinar el tiempo de cultivo y concentracion inicial del medio
para comenzar la optimizacién. Posteriormente, se presentan los resultados
obtenidos en el proceso de optimizacion y por ultimo las discusiones generales de

esta etapa.
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8.1.Cinética de esporulacion.
Con la finalidad de determinar la edad del in6culo para realizar las fermentaciones
se realizd una cinética de esporulacién de la cepa Rhizopus homothallicus 132.
(Grafica 1). La méxima concentracion de esporas se obtuvo al dia 7 de cultivo
permaneciendo constante hasta el dia 9. Por ello se seleccion6é una edad de

in6culo de 7 dias para la produccion del indculo para los estudios de FMS.

3.E+07 -

2.E+07 -

Esporas/ cm?

1.E+07 -

0.E+00

5 7 9
Tiempo (dias)

Gréfica 1. Cinética de esporulacion de Rhizopus homothallicus 13a.

8.2.Efecto de la concentracion del medio de cultivo.

Antes de comenzar la optimizacion fue necesario conocer la concentracion de
nutrientes del medio inicial para tomarlos como puntos centrales y asi iniciar los
disefios experimentales. Para ello, se realizaron cinéticas con el medio inicial
concentrado desde 1 hasta 5 veces partiendo de un medio concentrado 5.5 veces.
Esto nos permitio identificar el medio adecuado para obtener una mayor actividad
lipasa. En la grafica 2 se muestran las cinéticas de produccién de lipasa con los
medios concentrados, donde se determina que la mayor actividad lipasa obtenida
fue de 39+19 U/gsi en 25 h con el medio concentrado 2X, pero a las 29 h se nota
una caida brusca de la actividad, en cambio por debajo se encuentra graficada la

cinética correspondiente al medio sin concentrar (1X), alcanzando la mayor

41



RESULTADOS

actividad aproximadamente a las 22 h con 23.07 + 5.6 U/ g si; con una abrupta
caida en la actividad; estadisticamente, aunque la maxima actividad del medio 2X
es mayor, no se muestran diferencias significativas con el medio 1X. Para los
medios 3X y 4X se requirieron de 29 h para comenzar la produccion enzimatica,
por el contrario en el medio 5X no se observo actividad durante la fermentacion.
Con lo cual, se puede concluir que el medio 1X contiene las concentraciones
adecuadas de cada compuesto para la sintesis de lipasas y nos proporciona una
mayor confiabilidad para establecer los nuevos valores de los niveles de los
factores a analizar ya que el tiempo de sintesis de lipasas es menor y la actividad

se mantiene estable durante 5 h.

60

~
(8]
L

-

Actividad enzimatica (U/g si)
48]
o

—
(83}

o

0 10 20 30

Tiempo (h)

Gréfica 2. Cinética de produccion de lipasa por R. homothallicus con medios concentrados.
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8.3.Determinacion del tiempo de cultivo para la fermentacion.
Para comenzar con la etapa de optimizacion se requirié establecer el tiempo de

cultivo necesario para la produccion de enzima; para lo cual se realiz6 una cinética
de produccion de lipasa con el medio inicial tomando muestras a las 16, 18, 20, y
22 h (Grafica 3), donde se alcanza la mayor actividad lipasa (15.52 U/g ssf) a las
20 h de cultivo, el cual definié el tiempo de fermentacion para los estudios

posteriores de optimizacion del medio de cultivo.

16 | /\i
12

Actividad enzimatica (Ulg ssf)

15 17 19 21 23
Tiempo (h)

Gréfica 3. Cinética de produccion de lipasa con el medio Rodriguez por FMS.

8.4.Seleccion del agente de extraccion.
Antes de iniciar los estudios de optimizacion es necesario seleccionar un método
para la obtencién del extracto enziméatico, ya que la muestra se requiere en estado
liquido. Para ello, se evalu6 el efecto de diferentes métodos de extraccion. Se
extrajo la enzima a partir de un biocatalizador de 16 h de fermentacion utilizando
agua, buffer Tris-HCI 100 mM, 0.25% PVA (pH 8), NLS y Triton X-100 al 0.166%
en el volumen de reaccion. En la grafica 4, al utilizar NLS como agente de
extraccidbn, aumenta la actividad enzimatica en un porcentaje de 9.77%
comparado con la actividad obtenida con buffer, en cambio, el uso de Tritdn X-
100 origina una disminucion del 90% de la actividad utilizando NLS y 2.73 veces

menos que la obtenida utilizando Unicamente agua como agente de extraccion. A
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pesar de que la eficiencia de extraccion con NLS fue ligeramente mayor (<10%)
que la obtenida con amortiguador, se selecciond este Ultimo para la obtencién de

los extractos enzimaticos a lo largo del trabajo experimental.

10

[ms]
L
1

Actividad enzimatica (Ulg ssf)

Buffer Agua MNLS Tritdn
Agente de extraccion

Gréfica 4. Extraccion de la actividad enzimatica con diferentes agentes.

8.5.Resultados de los disefios experimentales.

8.5.1. Disefio factorial 2 151! (Resolucion IIl) y 21510 (Resolucion V).

Para iniciar la optimizacién se llevo a cabo el proceso de cribado, para disminuir el
namero de factores significativos que intervienen en la fermentacién para la

produccion de lipasas.

Disefio factorial 251! (Resolucién Il1).
Este disefio se realizé para evaluar el efecto de todos los factores que intervienen

durante la fermentacion para la produccion de lipasas y asi poder determinar
aguellos que inciden directamente sobre la actividad enzimética. Se evaluaron 15
variables de estudio; pH, humedad, temperatura, tamafio de inoculo y de la
concentracion de urea, lactosa, aceite de oliva, K2HPO4, MgSOa4-7H20, MnClz,
CoCl2:7H20, CuSO4 -7H20, ZnS04-7H20, EDTA y PVA en el medio de cultivo

inicial y se uso la produccion de lipasa como variable de respuesta. Los resultados
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obtenidos se presentan en la Grafica 5. Las variables concentracion de ZnSQOa,
MnClz, lactosa, EDTA, aceite de oliva, PVA; asi como pH, humedad y tamafio de

indculo tienen un efecto significativo sobre la sintesis de lipasas.

L Zn504
A:Ph

T-MnC12
F:Lactosz
W.EDTA
D:Inoculo
B:Humeadad
E:Acsits
O:BVA
E:CoCl2 |
HIEZJHECY | [
12250F |
E:Ta‘r.pgarm -
L:CuS04 I|
]

2 4 5 g 10 12
Standardized effect

Gréafica 5. Diagrama de Pareto del disefio factorial 21510 (Resolucion IlI).

En la Gréafica 6, se muestra como es el efecto de los factores significativos sobre
la produccién de lipasa. De los 15 factores evaluados, 12 presentan pendiente
positiva lo que indica que su concentracién o valor debe de ser aumentada, 2
(temperatura y K2zHPO4) pendiente negativa y 1 (CuSOa4) pendiente cero. Con este
estudio se concluye que se debe aumentar la concentracion de los factores con
pendiente positiva, para aumentar la actividad. Debido a que se simplifico el
namero de experimentos se puede confundir el efecto de los factores principales
con interacciones dobles; por lo cual se decidié tomar los factores significativos de

este analisis, asi como los del analisis completo.

/x////\/ /=17

Actividad lipasa

Ph TempemtumAcsite Ures MeSO4 CoCl2  ZnSO4  PVA
Hsmatet Tois Tactoss TOHPOS NinC  Custd EDTA

Gréfica 6. Efecto de los factores principales sobre la actividad enziméatica del disefio
factorial 215! (Resolucion ).
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Resultados del disefio factorial 21510 (Resolucion IV).
Posteriormente, se analizo el disefo factorial 21510 con resolucion 1V, mostrando

el efecto de los factores principales, sin que estos se confundan con las
interacciones dobles. En la Grafica 7, se observa que los factores analizados en
este disefo tienen efecto directo sobre la produccion de lipasas. En particular, el
medio 32; que corresponde al tratamiento donde todos los factores analizados en
este disefio se encuentran en el nivel +1, es el medio donde se obtuvo la mayor
actividad; en cambio el medio 1, mostré la menor actividad enzimética ya que tiene
todos los factores en el nivel -1.

30 4

20 A

10

Actividad enzimatica (U/g ssf)

L

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233
Medios

Grafica 7. Actividad enzimatica obtenida en los tratamientos del disefio factorial 21510,
El diagrama de Pareto (Gréfica 8) deduce que la humedad, la concentracion de

urea, aceite de oliva y PVA tienen un efecto significativo sobre la produccién de

lipasas.
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Gréfica 8. Diagrama de Pareto del disefio factorial 215-10 (Resolucién V).
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En la siguiente Gréfica, se puede concluir que todos los factores significativos

requieren el nivel alto para aumentar la actividad enzimatica.
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Gréfica 9. Efecto de los factores principales sobre la actividad enzimética del disefio
factorial 21510 (Resolucion IV).

Con estos resultados se decidié tomar los factores significativos, tanto del disefio
21511 como del disefio 21510, teniendo como factores significativos el PVA, aceite,
urea, lactosa, ZnS0O4-7H20, MnCl2:4H20, EDTA, concentracion de indculo,
humedad y pH. Para analizar el efecto de estos factores, se separaron en factores

nutricionales y ambientales.
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8.5.2. Diserio factorial 2°1.

Como se tenian muchos factores significativos del disefio anterior, se decidio
separar los factores significativos en factores nutricionales y ambientales por lo
cual este disefio 251, se ocupd para analizar los factores nutricionales que fueron
reducidos de la siguiente manera:

Aceite/PVA: Tomando en cuenta que el PVA ayuda a emulsificar el medio, este
depende directamente de la concentracion de aceite de oliva que se agregue, ya
que las pendientes de los 2 factores mostradas en el disefio anterior tienen una
pendiente muy parecida en magnitud, por lo cual esta relacién se tom6 como un
solo factor.

Solucion de oligoelementos: Las sales significativas 2ZnSOs4-7H20 vy
MnClz2-4H20, se evaluaran dentro de esta soluciébn tomando en cuenta que al
analizar las sales por separado, las pendientes del efecto sobre la actividad
enzimatica fue positiva. Ademas se evaluaran como factores la concentracion de
urea, lactosa y EDTA en el medio.

En la Gréfica 10 se muestra la actividad enzimatica obtenida en cada uno de los
tratamientos de este disefio. Con el medio 8 se obtuvo la mayor actividad. Este
medio contiene los factores aceite/PVA, urea, lactosa y EDTA en el nivel -1y

oligoelementos en el nivel +1.
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Grafica 10. Actividad enziméatica del disefio 257,
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Estadisticamente, los factores significativos son urea y oligoelementos con un

valor de probabilidad menor al 0.05% (Gréfica 11).

, BUrea
D:Oligoelementos
EEDTA

BE

B

55 T [ v
':Jl'?lr‘aﬁ

=,

CD
AD

C-Lactosa
AE

- _CE
A-AreitePVA

8 12 16 20 24

Gréfica 11. Diagrama de Pareto del disefio 25! (Resolucion V).

La Grafica 11, deduce que la relacion aceite/PVA y lactosa no tiene efecto sobre la
actividad dentro de las concentraciones 20/1.6 a 60/2.4 g/L y 7 a 15 g/L
respectivamente. En cambio en el caso de la urea y EDTA el analisis muestra
pendientes negativas sobre la actividad lipasa, es decir que se requiere la
concentracion mas baja analizada de estos factores, a diferencia de la solucién de
oligoelementos que muestra una pendiente positiva requiriendo la mayor

concentracion analizada (12 mL/L).
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Grafica 12. Efecto de los factores principales sobre la actividad enzimética del disefio
factorial 25! (Resolucidn V).

Tomando en cuenta los resultados del disefio 2151 donde se evalué la urea en
concentraciones de 1 a 4 g/L, mostrandose una pendiente positiva (Gréfica 9), se
procedié a evaluar la fuente de nitrégeno a concentraciones mayores (4 a 16 g/L)
en un disefio preliminar (datos no mostrados), mostrando significancia de este
factor con una pendiente negativa sobre la actividad, por lo cual en este disefio 2%
! para verificar el efecto de este factor en la actividad enzimatica, se estudié una
concentracion de 4 a 12 g/L observandose que el efecto era negativo (Grafica 12),
es decir disminuir la concentracién de esta para aumentar la actividad, por lo cual
se decidio6 fijarla a una concentracion intermedia a las estudiadas, la cual fue de 6
g/L para los estudios posteriores.

Es importante mencionar que a pesar que el analisis estadistico indica que no es
significativa la concentracion de EDTA ni la interaccion de oligoelementos y EDTA,
debido a la accién quelante reportada en la bibliografia de este ultimo, se tomd la

decision de analizarlo junto con la concentracion de la solucion de oligoelementos.
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8.5.3. Diserio factorial 24.

El objetivo de este disefio fue evaluar los factores ambientales significativos
inferidos por los disefios 21510y 21511 fyeron concentracion de inéculo, humedad y
pH mas los disefios significativos del disefio 25! (oligoelementos y EDTA). La
concentracion del in6culo no fue posible estudiarla ya que se observé poca
esporulacion por la cepa Rhizopus homothallicus 132, por lo cual por razones de
operatividad se fijé a 1 x 107 esporas/g si. Los factores analizados en este disefio
fueron la humedad, pH, concentracion de EDTA y volumen de solucion de
oligoelementos.

La actividad obtenida en cada tratamiento, se muestra en la Gréafica 13. A pesar
gue las desviaciones estandar son grandes se distinguen diferencias significativas
comparadas con los medios con menor actividad; lo que sirvi6 para realizar los

analisis estadisticos.
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Gréfica 13. Actividad enziméatica del disefio 24
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Gréafica 14. Diagrama de Pareto del disefio factorial 2* (Resolucién V).

El analisis de significancia de los factores se encuentra en el diagrama de Pareto
(Gréfica 14). Los oligoelementos, la humedad y el EDTA son significativos, asi
como las interacciones oligoelementos - EDTA y humedad - oligoelementos con
un valor de probabilidad menor a 0.05%.

En la Gréfica 15, la humedad y los oligoelementos, mostraron un efecto negativo
dentro de los niveles analizados; es decir se obtiene mayor actividad en el nivel
bajo de cada factor, en cambio en la concentracién analizada de EDTA, esta tuvo
gue ser aumentada para maximizar la actividad; por otro lado el pH no fue
significativo aunque su efecto mostré una ligera pendiente positiva, por lo cual
sugiere ajustar este a su nivel alto (pH 7.0) pero esto implicaba mayor probabilidad
de contaminacién por bacterias por lo que se decidi6 fijar el medio a 6.5. La
interaccidén oligoelementos-EDTA aumenta la actividad cuando se tiene mayor
concentracion de EDTA ya que en ese nivel, no importa si hay alta o baja
concentracion de oligoelementos, en el caso de la interaccion humedad-
oligoelementos, se recomienda utilizar los niveles bajos de los factores para
aumentar considerablemente la humedad (Grafica 16). Por lo cual, en el siguiente

disefio se evaluaran unicamente los factores oligoelementos, EDTA y humedad.
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Grafica 15. Efecto de los factores principales sobre la actividad enzimética del disefio
factorial 2% (Resolucién V).
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Gréfica 16. Efecto de las interacciones de los factores principales sobre la
actividad enzimatica del disefio factorial 24 (Resolucion V).

8.5.4. Disefo de segundo orden: Box Behnken.
Con el objetivo de optimizar y determinar si alguno de los factores evaluados es

cuadratico se realizé un disefio de segundo orden tipo Box Behnken para tratar de
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encontrar la curvatura en alguno de los factores. En este disefio se avalud la
humedad, la concentracion de EDTA y oligoelementos.

En la Gréfica 17, se encuentran las actividades enzimaticas de los 15
tratamientos, donde el medio 4 es el medio con mayor actividad, teniendo los
factores oligoelementos y EDTA en el nivel +1 y la humedad en el nivel 0.
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Gréfica 17. Actividad enzimatica del disefio de segundo orden Box Behnken.
Segun el diagrama de Pareto (Fig. 17), los factores significativos en este disefio
son la humedad y los oligoelementos, asi como el término cuadratico del EDTA; lo
gue nos indica que en esta zona los factores humedad y oligoelementos son

lineales.
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Grafica 18. Diagrama de Pareto del disefio de segundo orden tipo Box Behnken.

El efecto de los factores principales se observa en la Gréfica 19. El EDTA presenta
curvatura con un punto minimo, indicando que se requiere aumentar o disminuir la
concentracion de EDTA para llegar a la zona de maximizacién. En el caso de la
humedad, se muestra que el nivel alto promueve una mayor actividad y debido a
que es un factor muy poco controlable, se decidid fijar tomando en cuenta la
respuesta de optimizacion que indica que en el nivel 0.48 se aumenta la actividad,
lo cual corresponde a 65.5% de humedad, ademas de mostrarse que ya se estaba
muy cerca del optimo. Mientras que los oligoelementos, se requieren en el nivel
bajo (6 mL/L). Debido a esto, se continué con un disefio de composicion central +

estrella, que permitiera abrir un poco mas la zona de estudio.
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Gréfica 19. Efecto de los factores principales del disefio de segundo orden tipo Box
Behnken.

El andlisis estadistico de este disefio, permiti6 ajustar un modelo de segundo
orden, relacionando la actividad lipasa con el efecto de los factores humedad,
EDTA y oligoelementos (Ec. 1) mostrando un coeficiente de correlacion del 80%.
El modelo gener6 una grafica de superficie de respuesta (Grafica 20) para la
actividad lipasa donde se fij6 el valor 6ptimo de humedad a 0.48. Esta superficie
indica que las condiciones que maximizan la produccién de actividad lipasa son

0.075 g/L de EDTA y 6 mL/L de solucién de oligoelementos.

Ecuacion 1. Modelo de ajuste.

Actividad = 14.4618 + 2.28368*Humedad - 4.09112*Oligoelementos +
0.892128*EDTA - 0.878387*Humedad”2 + 1.70836*Humedad*Oligoelementos
+ 0.261601*Humedad*EDTA + 1.49124*Oligo”2 - 1.74539*0ligo*EDTA +
2.5223*EDTAN2
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Superficie de respuesta estimada
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Gréfica 20. Superficie de respuesta de los factores humedad, EDTA y
oligoelementos.

8.5.5. Disefio de composicidn central rotable + estrella.

La finalidad de este disefio fue abrir un poco la zona de estudio para encontrar los
optimos de los factores analizados. Los factores a analizar Unicamente fue la
concentracion de EDTA y los oligoelementos, los niveles se determinaron
mediante un analisis de las pendientes de cada disefio observandose que a
concentraciones de 0.08 g/L de EDTA se disminuia la actividad, por lo cual debido
a esto se decidié bajar la concentraciéon para optimizar a través del nivel bajo. En
el caso de los oligoelementos, se decidié bajar la concentracion de manera que
abarcara parte del andlisis anterior y concentraciones mas bajas.

Las actividades enzimaticas de los tratamientos obtenidas en este disefio, se
encuentran en la Grafica 21, donde el tratamiento nimero 2, es el tratamiento con
mayor actividad (24.5 U/g si), asi que de acuerdo a la matriz propuesta por el
programa Statgraphics ® (Anexo 6), este tratamiento consiste en el nivel +1 en
oligoelementos y -1 en concentracion de EDTA; es decir 9.7 mL/L y 0.022 g/L,

respectivamente.
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Grafica 21. Actividad enzimatica de los tratamientos del disefio de composicién central +
estrella.

De acuerdo al andlisis, los términos lineales de la concentracion de EDTA y

oligoelementos son significativos, al igual que el término cuadratico de la

concentracion de oligoelementos en el medio (Gréfica 22).

BEDTA

Alfigoalamastoy

A

i 4 6 3 10 I

m

Grafica 22. Diagrama de Pareto del disefio de segundo orden de composicidn central +
estrella.

El efecto de los factores principales, se muestra en la Grafica 23. En el caso del

EDTA, la zona de estudio se recorrié a la izquierda de manera lineal observandose
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un incremento de actividad al disminuir la concentracién, por otro lado, cambio el
efecto de los oligoelementos, ya que al disminuir la concentracion de estos como
se indico en el disefio anterior, este factor se volvié cuadratico ademas de sugerir
aumentar la concentracion de estos, esto se puede deber a que si se tiene alta
concentracion de EDTA y baja de oligoelementos, las sales forman complejos
debido a la presencia del EDTA e impide la disponibilidad de estas sales en el

medio.
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Grafica 23. Efecto de los factores principales sobre la actividad enzimética del disefio de
segundo orden de composicidon central + estrella.

El andlisis estadistico de los resultados, permitié ajustar un modelo de segundo
orden, relacionando la actividad lipasa con el efecto de los factores EDTA y
oligoelementos (Ec. 2) mostrando un coeficiente de correlacion del 93%. El
modelo generé una grafica de superficie de respuesta (Grafica 24) para la
actividad lipasa. Esta superficie indica que las condiciones que maximizan la
produccion de actividad lipasa son 0.022 g/L de EDTA y 9.7 mL/L de solucion de

oligoelementos.

Ecuacion 2. Modelo de ajuste.

Actividad = 17.559 + 2.81162*0ligoelementos - 3.16061*EDTA +
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0.157427*0ligoelementos”2 + 0.041836*0ligoelementos*EDTA +
0.696468*EDTA"2
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Grafica 24. Superficie de respuesta de los factores EDTA y oligoelementos.

8.6.Comparacion de la actividad enzimética obtenida en el medio
Rodriguez y col., 2006 y medio mejorado por MSR en este trabajo.

Por ultimo, se realizé la comparacién de las cinéticas de actividad lipolitica de los 2
medios utilizados en este trabajo, con la finalidad de verificar si con el medio
optimizado se fue posible aumentar la actividad lipolitica. En la siguiente Gréfica,

se muestran las cinéticas de actividad lipolitica en U/g si de los medios evaluados.
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Gréfica 25. Cinética de comparacion del medio de Rodriguez y col., (2006) y el medio
mejorado por MSR.

Se determina que con el medio reportado por Rodriguez y col. (2006) se alcanz6 a
las 18 h el valor maximo de actividad enzimatica; el cual corresponde a 12.6 +
0.05 U/g si, en cambio en el medio mejorado por MSR a las 15 h se obtiene un
méaximo de actividad correspondiente a 23. 98 + 0.3 U/g si; lo que indica un
incremento de alrededor del 90% de actividad comparada con el medio inicial. A
pesar de que el medio mejorado por MSR tiene mayor actividad, después de las
15 h sufre una caida brusca en la actividad probablemente a la produccién de
proteasas; en cambio a diferencia del medio de Rodriguez, este a las 30 h aun
conserva el 50 % de su actividad; pero la caida brusca no necesariamente es una
desventaja ya que se puede tomar el biocatalizador a las 15 h que es el punto de

mayor actividad enzimatica.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS.

Para comenzar la etapa de optimizacion, se requirié establecer las condiciones
iniciales de fermentacion; es decir edad del in6culo, método de extraccion,
concentracion del medio inicial, asi como el tiempo de cultivo para la fermentacion
para posteriormente comenzar con los disefios experimentales. Inicialmente, se
determindé que la edad del in6culo fue de 7 dias manteniendo los niveles de
esporulacion constantes de 7 a 9 dias. Li y Xingzhong (2009) reportaron que
Metarhizium anisopliae alcanza niveles de esporulacion de 3.32 X 107
esporas/cm? en un medio con sacarosa y urea; y Paecilomyces lilacinus M-14
puede producir 1.59 X 108 esporas/cm? en un medio enriquecido con manosa y
triptona a los 14 dias de cultivo, mostrando menores niveles de esporulacion que
R. homothallicus 13a sobre PDA, ya que requieren el doble de tiempo para crecer
a pesar de ser cultivados en un medio enriquecido. Por otro lado, Guerra y col.,
(2010) reportan con el género Rhizopus stolonifer una produccion de esporas de
3.93 X 108 esporas/cm? a las 48 h de cultivo sobre agar papa dextrosa, la cual
posee un nivel de esporulacion cercano a la cepa 13a pero en menor tiempo, lo
cual es una ventaja ya que se tiene un cultivo joven con esporas mas eficientes.

Posteriormente, se selecciond la concentracion del medio inicial que serviria
como valores centrales en el proceso de optimizacion, en la cinética de actividad
enzimatica concentrando el medio inicial, se pudo concluir que entre mas
concentrado se encuentren los medios, aumenta el tiempo de produccién
enzimatica. En el caso del medio 1X y 2X donde la concentracion de la fuente de
carbono (lactosa) es baja; la productividad no se ve afectada, en cambio conforme
se va incrementando la concentracion de fuente de carbono como en los medios
3X, 4X y 5X, la productividad disminuye considerablemente, lo cual coincide con
reportes que indican que el consumo de carbohidratos es para el crecimiento
microbiano y el consumo del inductor para la produccion de lipasas, por lo cual
cuando hay altas concentraciones de carbohidratos; el microorganismo evita el
consumo del inductor (Cérdova, 2003; Pokorny y col., 1994; Fadiloglu y Erkmen,
1999; Nahas, 1988). Después de analizar la concentracion del medio inicial, se

determind el tiempo de fermentacion que consistio en 20 h con 15.52 U/g si,

62



DISCUSION DE RESULTADOS

mostrando un tiempo corto comparado con cepas como A.niger con actividad de
364 Ul/gms en 72 h (Kamini y col.,1998); R. oligosporus con 48 U/gms en 72 h
(Ul-Haq y col., 2002) y C. rugosa con 27 U/g si en 48 h (Rao y col., 1993), lo que
disminuye el riesgo de contaminacion del cultivo provocado por bacterias, cuando
hay tiempos de fermentacion muy largos.

Dentro de las etapas preliminares a la optimizacién, se selecciond la solucion
buffer Tris-HCI como agente de extraccion; debido a que en las condiciones de
estudio de actividad lipasa con NLS y Tritdbn X-100 a una concentracion de 0.166%
en el volumen de reaccion; Unicamente se mostrO un incremento de
aproximadamente el 10% en la actividad con NLS comparado con la actividad
obtenida con buffer y con Triton X-100, se mostrd una disminucién de la extraccién
enzimatica. Estos resultados, son comparados con los obtenidos por Velasco
(comunicacion personal), donde también se observa un incremento en la actividad
menor al 10%, al utilizar NLS al 0.5% en la extraccion, debido a que este tipo de
detergentes modifican la tension superficial; en cambio los resultados obtenidos
con Tritdn X-100 difieren con los obtenidos por Rodriguez y col., 2006 al mostrar
un incremento de recuperacion de lipasa cercano al 55% comparado con la
extraccion con Buffer Tris-HCI, tomando también en cuenta que el utilizé un
método diferente para medir actividad y aceite de oliva como sustrato. Por altimo,
se llevd a cabo la optimizacion mediante metodologia de superficie de respuesta,
iniciando con un disefio 2% que permiti6 evaluar tanto factores nutricionales
como ambientales, determinando que los factores PVA, aceite, urea, lactosa,
ZnS04-7H20, MnCl2-4H20, EDTA, concentracion de in6culo, humedad y pH
inciden directamente sobre la produccién de lipasas logrando disminuir a la mitad
el namero de factores analizados inicialmente. De acuerdo a la bibliografia, se
reporta que la humedad y el pH son los factores ambientales mas importantes
sobre la produccion de lipasas. Para una FMS, es necesario que las condiciones
de humedad no sean tan bajas que puedan dificultar la transferencia de masa, lo
cual podria originar la perdida de propiedades funcionales de la enzima necesarias
para el metabolismo celular (Gutarra y col., 2005) pero un exceso de esta, puede

reducir la porosidad del sustrato dificultando la transferencia de calor y masa
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(Pandey, 2003). Los resultados para el factor humedad obtenidos en el disefio
factorial 2% y Box Behnken donde se determina que el 6ptimo es de 65.5%,
coincide con los reportes de Kempka y col. (2007) y Godoy y col., (2009) que
optimizaron la produccion de lipasa por Penicillium verrucosum y Penicillium
simplicissimum en FMS, deduciendo que se requieren humedades entre 50 y 70%,
para aumentar la actividad enzimatica. Por otro lado, el pH resulto significativo en
el primer disefio de cribado teniendo que aumentar su valor; lo cual aumentaria el
riesgo de contaminacion del cultivo por lo cual se fij6 a un pH de 6.5 que se
encuentra dentro de los rangos de pH Optimos reportados para diferentes lipasas
como la cepa Torulopsis sp. donde su pH éptimo es de 6.5 (Motai y col., 1966),
para Penicillium simplicissimum es 5.0 (Sztajer y col., 1992), para Pseudomona
putida 8.0-9.0 (Lee y Rhee, 1993), para Pichia burtonii es 6.5 (Sugihara y col.,
1995).

Por otro lado, entre los factores nutricionales mas reportados, se encuentra la
concentracion de aceite de oliva, el tipo de la fuente de nitrégeno, carbono y la
adicién de oligoelementos en el medio. El aceite de oliva es utilizado comunmente
como inductor y fuente de carbono en la produccion de lipasas, en el primer
disefio, se mostré significancia de este factor al incrementar su concentracion,
pero en el disefio 2°1, al evaluarlo junto con la urea y los oligoelementos; se volvié
no significativo pudiendo fijar su concentracién a 40 g/L logrando aumentar la
actividad enzimatica sin aumentar grandes cantidades de aceite, lo cual puede ser
una ventaja ya que evita la limitada disponibilidad de los carbohidratos para los
organismos fungicos en un medio suplementado con grandes concentraciones de
aceite de oliva, lo que promovera que a través del consumo del carbohidrato
(lactosa), se estimule el crecimiento microbiano y posteriormente se comience el
consumo del inductor para la produccion de la enzima (Fadiloglu y Erkmen, 1999 y
Nahas, 1988).

Al término de la etapa de optimizacion, se concluy6 que los factores que tuvieron
mas influencia sobre la produccién de lipasa fueron los oligoelementos y EDTA,
comprobando lo obtenido por Rodriguez y col., (2006) demostrando la importancia

de la adicion de oligoelementos en el medio, recalcando que se encuentran
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reportes que muestran que el ibn Mn*? puede incrementar la actividad (Mateos y
col., 2006; Gopinath y col., 2002) corroborando su significancia en el disefio 21519,
La importancia de estos micronutrientes en el medio se debe a que son utilizados
como cofactores en las enzimas y tienen funciones importantes a nivel celular, en
cuanto a la importancia de evaluar la interaccion de EDTA - oligoelementos, se
atribuye a los reportes de la bibliografia donde se menciona que el EDTA puede
llegar a causar una disminucion de la actividad enzimatica debido a que influyen
en la formacion de complejos de metales con &cidos grasos ionizados cambiando
su solubilidad y comportamiento en la interfase (Lee y Rhee, 1993), por lo cual es
necesario revisar la concentracion de EDTA en el medio, de manera que no
interfiera en la solubilidad y disponibilidad de los oligoelementos.

Al término de la etapa de optimizacion y después de analizar los resultados
obtenidos en los disefios donde se evaluaron oligoelementos y EDTA (factorial 24,
Box Behnken y composiciéon central), podemos darnos cuenta que no se logré una
optimizacién, probablemente al evaluar los factores EDTA y oligoelementos se
estuvo oscilando en el punto maximo ya que los disefios nos indicaban estar
subiendo y bajando las concentraciones de los factores (Tabla 8), pero debido a la
interaccion fuerte del EDTA y oligoelementos, fue imposible detectarlo, para lo
cual se cree necesario fijar la concentracion de EDTA y optimizar con el factor
oligoelementos buscando que el efecto de la interaccidon, no intervenga en la

produccion de la enzima.

Tabla 8. Resultado de las concentraciones y factores analizados en los disefios
experimentales.

(mL/L)
Oligoelementos 4-12 Aumentar
12 -20 Disminuir
6-13.3 Disminuir
3.916 - 10.68 Aumentar
(/L)
EDTA 0-0.04 Aumentar
0.02 - 0.08 Disminuir
0.037 - 0.075 Disminuir
0.015 - 0.063 Disminuir
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Por estos resultados, fue dificil seleccionar la concentracion de EDTA vy
oligoelementos que se fijarian en el medio de cultivo de este trabajo que permitid
aumentar la actividad, por lo cual para definirlo se observo la actividad enzimatica
obtenida en cada uno de tratamientos del disefio de segundo orden de
composicion central + estrella y se tomd como concentraciones finales del medio
optimizado, la composicién del medio 2 ya que alcanz6 el mas alto nivel de
actividad enzimatica; lo que permitid un aumento de la produccion del 100% vy
1.27 veces la productividad comparado con el medio inicial. Comparando el
incremento de actividad enzimética alcanzado en este trabajo, el porcentaje de
produccién enzimatica se encuentra por debajo de los incrementos alcanzados en
la bibliografia donde utilizan MSR como estrategia de optimizacion; como es el
caso de Acikel y col., (2010) que aumentaron la actividad lipolitica 3.14 veces en
FML, evaluando el efecto de la concentracion de sacarosa, melaza, extracto de
levadura, aceite de girasol y tween 80, concluyendo que los factores significativos
sobre la produccion de lipasas fueron la concentracion de sacarosa, aceite de
girasol y tween 80, de la misma manera Jin-yong Yan y Yun-jun Yan, (2008)
optimizaron la produccion de lipasa ligada a célula, a partir de 13 variables
incluyendo composicion del medio y condiciones de cultivo, mostrando que la
temperatura y la concentracion de aceite de oliva y NH4NOs intervienen
directamente sobre la produccién enzimatica, logrando un incremento de 4.5
veces, cabe destacar el reporte de Wang y col.,, (2008) que aumentaron la
produccion lipolitica 61.5 veces con aceite de oliva como sustrato, seleccionando
inicialmente el aceite de oliva como inductor y posteriormente evaluando la
concentracion de maltosa, peptona, aceite de oliva y pH excluyendo al aceite de
oliva como factor significativo. Por otro lado, por FMS, Adinarayana y col., (2004)
optimizaron la produccion de lipasas pero evaluando factor por factor,
seleccionando trigo como sustrato sélido, 96 h de tiempo de incubacion, humedad
del 80%, pH 7 y aceite de oliva como inductor aumentando 1.8 veces la actividad
obtenida por FML también utilizando aceite de oliva en la determinacion lipolitica,
por otro lado Rao y col., (1992) maximizé la produccion de lipasas mediante sales

de cobre por FMS comparada con FML al evaluar la concentracion de maltosa,
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urea y aceite de oliva. Con lo cual podemos concluir que los métodos de MSR son
importantes para la maximizacion de la actividad lipolitica pero también es factible
evaluar factor por factor dentro de un proceso; aunque se pierde la posibilidad de
analizar el efecto de las interacciones entre los factores, lo cual podria originar
eliminar factores que son significativos junto con otros pero no significativos por si
solos, pero a pesar de esto también se puede lograr el incremento de actividad
como mostré Rodriguez y col., (2006), en cuanto al aumento de la produccion del
100% en la actividad enzimatica, fue un buen resultado; ya que se partid de un

medio de cultivo previamente mejorado.
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10. CONCLUSIONES.

La estrategia utilizada en este trabajo permitio incrementar la produccion y la

productividad de actividad lipasa en un 100% con relacion a la actividad

enzimatica obtenida con el medio original. Los factores que presentaron mayor

efecto sobre la produccion de lipasa fueron EDTA y oligoelementos. Mostrandose,

gue la interaccion entre EDTA y oligoelementos impidieron alcanzar un optimo en

la produccién de lipasa para estas variables.

10.1. Conclusiones particulares.

Se determin6 que la edad del in6culo para las fermentaciones es de 7 dias,

aungue la concentracién de esporas permanece constante de los dias 7 a 9.

La cinética de produccion de lipasas con el medio original presenta un maximo

a las 20h de cultivo.

Se selecciond Buffer Tris-HCI 100 mM con 0.25% PVA (pH 8) como agente de

extraccion para la enzima.

El uso de un disefio factorial 2%1° permiti6 reducir a la mitad el nimero
factores a evaluar para el proceso de optimizacién. Los valores que tuvieron
mas influencia fueron: PVA, aceite de oliva, urea, ZnSO4, MnCl2, lactosa,

EDTA, pH, humedad y tamafio de in6culo.

El disefio 2°! mostr6 que los valores de concentracion de urea y

oligoelementos tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de lipasa.

El disefio 24, indicé que los factores significativos sobre la actividad enzimatica
son EDTA, oligoelementos, humedad y la interaccion EDTA — oligoelementos y

humedad - oligoelementos.
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@ El disefio de segundo orden tipo Box Behnken, determiné que los términos
lineales de la humedad y oligoelementos son significativos, asi como el término
cuadratico de EDTA.

@ El disefio de composicion central + estrella, concluyé que se requiere disminuir
la concentracion de EDTA y aumentar la concentracion de oligoelementos para

aumentar la actividad lipolitica.

10.2. Recomendaciones y/o perspectivas.

Con base en los resultados encontrados y a las conclusiones de este proyecto de

tesis se pueden sefalar las siguientes perspectivas:

@ Profundizar en el método de extraccién, probando diferentes
concentraciones de NLS y Tritbn X-100 para aumentar la actividad y

realizar andlisis para verificar si la enzima se extrae, activa o inhibe.

@ En la etapa de optimizacién, es recomendable fijar la concentracion de
EDTA y ampliar los niveles de la concentracion de oligoelementos para
encontrar el valor 6ptimo, de esta manera no intervendra el efecto de la

interaccién EDTA — oligoelementos sobre la actividad lipasa.
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ANEXOS

12. ANEXOS.

Anexo 1

Poder amortiguador del agua Ciel ®

El pH de los cultivos se tomé con agua Ciel ®, para comprobar que esta no actia
como amortiguador; se realizé una curva de titulaciéon tomando en cuenta que el
pH inicial del agua es de 7.2.

El agua Ciel ® se acidificé con HCI hasta un pH de 1 y se titul6 con NaOH 1N,
tomando en cuenta la cantidad de NaOH requerido para aumentar cada unidad de

pH. En la siguiente grafica se muestran los resultados:

12

10 - L 4

o
,| e

D T T T T T T T 1
11 11.1 11.2 11.3 11.4 115 116 11.7 11.8

mL NaOH (1 N)

Se observa que se requirieron de 11.1 mL D NaOH 1N para aumentar el pH hasta
2 y posteriormente disminuy6 la cantidad de NaOH 1N para llegar hasta pH 10.
Con lo cual se puede concluir que el agua Ciel ® no funciona como amortiguador;

por lo cual no interfiere con el pH del cultivo.
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ANEXOS

Anexo 2

CURVA ESTANDAR p-nitrofenol: Coeficiente de extincién molar

Se prepar6 una solucion de p-nitrofenol 10 mM en 2-propanol, en tubos
eppendorf se agregé 1 mL de buffer Tris-HCI 100 mM 0.25% PVA (pH 8) + 1 mL
de la solucion de p-nitrofenol 10 mM para diluir la solucién a una concentracion de
5 mM, posteriormente se prepararon diluciones por duplicado tomando en cuenta
el mismo procedimiento hasta alcanzar una concentracion de p-nitrofenol de
0.009765 mM (Ver figura), posteriormente se midi6é la absorbancia a 405 nm con
un lector de de microplacas Elisa (ELx 808 BioTek®).

Solucion
p-nitrofenol 1mL 1mL 1mL 1 mL
10mM (7 S 7 S 7 S 7 S 7 S
5mM 2.5 mM 1.25mM 0.625mM  0.3125 mM

~

1 mL Buffer Tris-HCI

1 mL 1mL 1mL 1mL 1mL
(7 X 7 XD 7 XD 7 S 7 S

RN

0.15625 mM 0.0781 mM 0.039 MM 0.0195mM 0.0097 mM
N—
—
1 mL Buffer Tris-HCI
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ANEXOS

Resultados

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones de p-nitrofenol de las

diluciones, asi como las lecturas de absorbancia.

Absorbancia
"

Concentracion (mM) | Concentracion (M) | Absorbancia 1 | Absorbancia 2
0.009765625 9.76563E-06 0.203 0.201
0.01953125 1.95313E-05 0.295 0.305
0.0390625 3.90625E-05 0.509 0.512
0.078125 0.000078125 0.925 0.938
0.15625 0.00015625 1.678 1.718
0.3125 0.0003125 3 3.278
0.625 0.000625 4.531 4.494
1.25 0.00125 4571 4.61
2.5 0.0025 4.723 4.747
5 0.005 4.64 4.681
10 0.01 4.707 4.713
4 -
35 - y=10,708.64x

R2=0.99

0 0.00005 0.0001 0.00015 0.0002 0.00025 0.0003 0.00035

Concentracion (M)

Abs=[ ] €L €=

(Abs) / [ ]L

€ =10,708.64 Micm*
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Anexo 3

Matriz del disefio 21519 sugerida por el programa Statgraphics ® Plus Version 4.0

Ao 1999.
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Nomenclatura de factores

A pH

Humedad
Temperatura
Inéculo
Aceite
Lactosa
Urea

K2HPO4
MgSOa4
MnCl2
CoCl2
CuSOg4

ZnS0Oq4
EDTA
PVA

I oMM moO®

oz r X «




ANEXOS

Anexo 4

Matriz del disefio 25! sugerida por el programa Statgraphics ® Plus Version 4.0

Afio 1999.

Aceite/PVA | Urea | Lactosa | Oligoelementos | EDTA
1 -1 1 1 -1
-1 -1 -1 -1 1
1 -1 -1 1 1
-1 1 1 -1 1
1 1 1 -1 -1
1 1 1 1 1
-1 1 -1 1 1
-1 -1 -1 1 -1
1 -1 -1 -1 -1
1 -1 1 -1 1
1 1 -1 1 -1
-1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 -1 1
-1 1 1 1 -1
-1 1 -1 -1 -1
-1 -1 1 1 1
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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Anexo 5

Matriz del disefio 24 sugerida por el programa Statgraphics ® Plus Version 4.0 Afio

1999.

Humedad |pH | EDTA | Oligoelementos
-1 -1 -1 1
-1 1 -1 1
-1 -1 -1 -1
1 -1 -1 -1
1 1 -1 -1
-1 -1 1 1
1 -1 1 -1
1 -1 -1 1
1 1 1 1
1 1 -1 1
-1 1 -1 -1
-1 -1 1 -1
1 1 1 -1
-1 1 1 1
-1 1 1 -1
1 -1 1 1
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
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Anexo 6

Matriz del disefio de segundo orden tipo Box Behnken sugerida por el programa
Statgraphics ® Plus Version 4.0 Afio 1999.

Anexo 7

Humedad | Oligoelementos |[EDTA
0 1 -1
1 -1 0
1 1 0
0 -1 1
0 1 1
0 -1 -1
-1 1 0
-1 0 1
-1 0 -1
1 0 -1
1 0 1
-1 -1 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

Matriz del disefio de segundo orden de Composicién central + estrella sugerida

por el programa Statgraphics ® Plus Version 4.0 Afio 1999.

-1 -1
1 -1
-1 1
1 1
-1.41 0
141 0
0 -1.41
0 1.41
0 0
0 0
0 0
0 0
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