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RESUMEN

Se evalud la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en fermentacion en medio solido
(FMS) empleando agrolita como soporte inerte. Primero, se obtuvo la curva de crecimiento de
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA para la produccién de in6culo para la FMS. El
crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA mostré un comportamiento de
cultivo sincronico, con dos etapas de crecimiento lineal. Se seleccion6 el indculo de cinco dias
de incubacion, ya que este se encontraba en la segunda fase de crecimiento lineal que tenia
mayor concentracion celular (3.6x10%células/mL).

Posteriormente, se evalud la produccion de lipasa por tres cepas de Yarrowia lipolytica
(Yarrowia lipolytica ATCC 9773, Yarrowia lipolytica L0018 y Yarrowia lipolytica PC)
mediante cinéticas a 30°C y 40°C. El sistema de fermentacién empleado para la FMS consistid
en matraces Erlenmeyer de 125 mL con agrolita impregnada con medio de cultivo basal
inoculado y aceite de girasol como inductor. La cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 a las 24
horas mostré la mayor produccion de actividad lipasa (2.26 U/gs) seguida de la cepa Yarrowia
lipolytica L0018 (1 U/gs) a las 48 horas de fermentacién, ambas a 30°C, razon por la cual se
seleccionaron estas dos cepas para llevar a cabo los siguientes estudios.

Con las cepas Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018 se llevaron a
cabo estudios de extraccion de lipasa de la materia seca fermentada con soluciones de
detergentes (NLS y Triton X-100 en amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH
7.0). Los valores mayores de actividad lipasa se obtuvieron extrayendo con la solucién de
NLS 3 mM. Ademas se realizd una cinética de produccion de lipasa extrayendo con la
solucion de NLS 3 mM. La cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 mostré produccion
constante de lipasa durante 1 dia aproximadamente a partir de las 24 horas de fermentacion,
razén por la cual se selecciond para realizar los estudios de optimizacion de la produccién de
lipasa en FMS.

Para los estudios de optimizacion de la produccion de lipasa primero se evaluaron 12

factores mediante un disefio factorial fraccionado 2?8

en la etapa de cribado. A partir de ese
disefio se seleccionaron seis factores que se evaluaron en un disefio factorial fraccionado 2%
en la etapa de busqueda de primer orden. Se seleccionaron los factores concentracién de

glucosa, aceite de girasol y urea para evaluarlos en un disefio Box-Behnken, el primer disefio



de busqueda de segundo orden. A partir de este, se seleccionaron los factores concentracion de
glucosa y urea que se evaluaron en los siguientes disefios (factorial 4%, factorial 3°A y factorial
3°B). Se incluyeron controles en los Gltimos tres disefios para verificar que la actividad lipasa
obtenida en los disefios sobrepasaba la actividad obtenida con las condiciones iniciales de
produccion de lipasa. Lo cual no ocurrio, razon por la cual se seleccionaron las condiciones y
el medio del control como las mejores para la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica
ATCC 9773 en FMS obteniendo 37.2 U/gs. Esta actividad sobrepasa los niveles de actividad
lipasa de algunos de los reportes de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en FMS y
en fermentacion sumergida.

Este es el primer reporte de la produccién y extraccion (con soluciones de detergentes) de

lipasas por Yarrowia lipolytica en FMS utilizando agrolita como soporte inerte.



ABSTRACT

Lipase production by Yarrowia lipolytica in solid state fermentation (SSF) using perlite as
inert support was evaluated. Firstly, the growth curve of Yarrowia lipolytica ATCC 9773 in
PDA medium for the inoculum production for the SSF was obtained. The growth of Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 in PDA medium showed a behavior of a synchronic culture, with two
lineal growth stages. The inoculum of five days of incubation was selected, because it was in
the second stage of lineal growth that had the highest cell concentration (3.6x10%cells/mL).

Then the production of lipase by three strains of Yarrowia lipolytica (Yarrowia lipolytica
ATCC 9773, Yarrowia lipolytica L0018 y Yarrowia lipolytica PC) was evaluated with kinetics
at 30°C and 40°C. The fermentation system employed for the SSF war a 125mL Erlenmeyer
flask with perlite impregnated with inoculated basal medium with sunflower oil as inductor.
The strain Yarrowia lipolytica ATCC 9773 at 24 hours showed the highest production of
lipase activity (2.26 U/gs) then continued the strain Yarrowia lipolytica L0018 (1 U/gs) at 48
hours of fermentation, both at 30°C, the reason why these two strains were selected to conduct
the following studies.

Studies on the extraction of lipase from the dry fermented matter with detergents solutions
(NLS y Triton X-100 in NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0 buffer) with the strains
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018 were carried out. The highest
values of lipase activity were obtained extracting with the NLS 3 mM solution. A Kkinetic of
the production of lipase extracting with NLS 3 mM was realized. The strain Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 showed a constant production during 1 day approximately beginning at
24 hours of fermentation, which is the reason why it was selected to carry out the studies of
optimization of the lipase production in SSF.

For the optimization of the production of lipase studies, first 12 factors were evaluated
using a fractional factorial 2*2® design in the stage of screening. From that design six factors
were selected and were evaluated in a fractional factorial 2° at the stage of first order search.
The factors glucose, sunflower oil and urea concentration were selected to be evaluated in a
Box-Behnken design, the first design of second order search. From this we selected the factors
glucose and urea concentrations that were evaluated in the following designs (factorial 42,

factorial 3°A y factorial 3°B). Controls were included in the last three designs to verify that the



lipase activity obtained in the designs exceeded the activity obtained with the initial conditions
for lipase production. This did not happen, the reason why the conditions and the medium of
the control were chosen as the best for the production of lipase by Yarrowia lipolytica ATCC
9773 in SSF, obtaining 37.2 U/gs. This activity surpasses lipase activity levels of some of the
reports of the production of lipase by Yarrowia lipolytica in SSF and submerged fermentation.

This is the first report of the production and extraction (with detergent solutions) of lipase

by Yarrowia lipolytica in SSF using perlite as inert support.
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1. INTRODUCCION

Las lipasas (triacilglicerol ester hidrolasas, EC 3.1.1.3) son enzimas clave en la
biotecnologia, ya que tienen una gran variedad de aplicaciones industriales (Gupta y col.
2004).

Las lipasas microbianas han obtenido especial atencion industrial debido a su estabilidad,
selectividad y amplia especificidad por sustratos. Muchos microorganismos tienen la
capacidad de producir lipasas extracelulares, incluyendo bacterias, levaduras y hongos
(Treichel y col. 2010).

Yarrowia lipolytica es una levadura Ascomycota que ha sido descrita como un buen
productor de lipasas (Deive y col. 2010). La gran mayoria de los reportes de la produccién de
lipasas por Yarrowia lipolytica emplean la fermentacion sumergida (FSm) y solo se han
encontrado dos en los cuales emplean la fermentacion en medio sélido (FMS) (Dominguez y
col. 2003a y Babu y col. 2007b).

La fermentacién en medio sélido (FMS) se define como el cultivo de microorganismos en
soportes solidos humedos, ya sea en soportes inertes o en sustratos insolubles que pueden
servir como fuente de carbono y energia. La FMS es una tecnologia que resulta tener varias
ventajas, aunque hasta el momento solo a pequefia escala, de potencial econémico
significativo e importancia ecoldgica comparada con la FSm. Algunas de ellas son:
productividades méas altas, menor represiéon catabolica y requiere menor cantidad de agua
(Holker y col. 2004).

Con base en lo anterior resulta de interés estudiar la produccién de lipasa por Yarrowia
lipolytica en el sistema FMS como una estrategia de buscar mejorar la productividad de esta
enzima. Para lo cual en el presente trabajo primero se establecié la metodologia para la
produccién de indculo, seguido de la realizacidon de la FMS empleando agrolita como soporte
inerte. Posteriormente se llevaron a cabo estudios de extraccién de lipasa mediante soluciones
de detergentes. Finalmente se busco la optimizacion de la produccion de lipasa mediante la

metodologia de superficie de respuesta.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Lipasas

Las lipasas (triacilglicerol ester hidrolasas, EC 3.1.1.3) son enzimas ubicuas que pertenecen
a la familia de las serin hidrolasas (Reetz 2002; Ghanem 2007). Bajo condiciones acuosas
hidrolizan el enlace carboxil ester presente en triglicéridos para liberar &cidos grasos y glicerol
(Gupta y col. 2004). Cuando se emplean solventes organicos como medio de reaccion, llevan a
cabo las reacciones de esterificacion, transesterificacion (incluye alcoholisis y acidolisis),
interesterificacion y aminolisis (Ghanem 2007; Gupta y col. 2004; Pandey y col. 1999). Las
lipasas también poseen actividad estereolitica, a pesar de que actlian sobre una amplia gama de
sustratos, son catalizadores altamente quimio-, regio- y enantioselectivos (Gupta y col. 2004).

Aungque normalmente sus sustratos preferidos son triglicéridos, estas enzimas pueden
hidrolizar una amplia gama de esteres insolubles (Fickers y col. 2005b).

Su especificidad por sustratos, su regio- y enantio- selectividad y requerimientos de
temperaturas y presiones mas bajas constituyen importantes ventajas sobre los catalizadores
quimicos (Dominguez y col. 2003b).

Las lipasas comparten un plegamiento en comun del tipo o/f hidrolasa, y la estructura
comunmente contiene una pequena hélice o, conocida como tapa, la cual cubre al sitio activo.
Esta conformacion es Ilamada la conformacion cerrada. Cuando la lipasa es adsorbida a una
interfase, la tapa es desplazada para que el sitio activo se vuelva accesible al sustrato. Esta
conformacién es llamada la conformacién abierta. Se piensa que las estructuras de la lipasa
libre o ligada representan las conformaciones de comienzo y finalizacion del proceso de
activacion interfacial. (Mogensen y col. 2005).

Tanto las lipasas como las esterasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces
ester. Las lipasas pueden ser distinguidas de las esterasas por el fendmeno de activacién
interfacial y/o por tener una tapa que cubre al sitio activo de la enzima. Ademas, las esterasas
son definidas como las enzimas que hidrolizan triglicéridos de cadenas cortas y sustratos
solubles en agua, mientras que las lipasas son enzimas que hidrolizan triglicéridos de cadenas

largas y prefieren sustratos insolubles (Ateslier y Metin 2006).



2.1.1 Fuentes

A pesar de que las lipasas se encuentran distribuidas en la flora y fauna de todo el planeta,
siendo producidas por varias plantas, animales y microorganismos; son producidas por una
gran diversidad de microorganismos, y son éstas, las lipasas mas utilizadas en biotecnologia y
quimica orgénica (Pandey y col. 1999; Gupta y col. 2004).

Dependiendo del microorganismo se pueden producir lipasas con diferentes propiedades
enzimologicas y especificidades por sustratos (Dominguez y col. 2003b).

La demanda industrial por nuevas fuentes de lipasas con diferentes caracteristicas
cataliticas estimula el aislamiento y seleccion de nuevas cepas. Microorganismos productores
de lipasas han sido aislados en diferentes habitats tales como residuos industriales, fabricas
procesadoras de aceite vegetal, plantas de lacteos, suelos contaminados con aceites y semillas
oleaginosas con aceites, entre otras (Treichel y col. 2010).

2.1.2 Aplicaciones

Las lipasas han emergido como enzimas clave en la biotecnologia, ya que debido a sus
propiedades multifacéticas tienen una gran variedad de aplicaciones industriales (Gupta y col.
2004). En la industria de alimentos se emplean en el desarrollo de sabores. Se usan como
ingredientes en la formulacion de detergentes. Pero ademas su aplicacion se da en industrias
tales como: de los cosméticos y perfumes, del papel, la textil y en pesticidas.

El hecho de que las lipasas se mantengan activas en varios solventes organicos ha permitido
su uso en la catalisis de reacciones de inter- y trans-esterificacion de aceites y grasas. Ademas,
llevan a cabo la resolucion de mezclas racémicas farmacéuticas. Tienen aplicacion en la
biorremediacion, por ejemplo en el tratamiento de aguas residuales.

Otras aplicaciones de las lipasas son: herramienta de diagnostico, en biomédica, en el
desengrasado de la piel, en la produccion de biodiesel, entre otras (Hasan y col. 2006; Pandey
y col. 1999; Fickers y col. 2005b).

En los campos médico y terapéutico son particularmente importantes como sustitutos de las

lipasas pancreaticas (Fickers y col. 2005b).



2.1.3 Produccion de lipasas

La produccion de lipasas microbianas es influenciada de gran manera por la composicion
del medio de cultivo ademas de factores fisicoquimicos tales como temperatura, pH y
aireacion.

El mayor factor para la expresion de la actividad lipasa siempre se ha reportado como la
fuente de carbono, ya que las lipasas son enzimas inducibles. Estas enzimas son generalmente
producidas en la presencia de lipidos tales como aceites u otros inductores, como triglicéridos,
acidos grasos, esteres hidrolizables, surfactantes (Tweens, sales biliares, etc) y glicerol
(Dominguez y col. 2003b y Treichel y col. 2010).

Las fuentes de carbono lipidicas parecen ser esenciales para obtener un alto rendimiento de
lipasa. Aunque las fuentes de nitr6geno y micronutrientes esenciales también deben ser
considerados cuidadosamente para el crecimiento y la optimizacion de la produccién (Treichel
y col. 2010).
2.1.3.1 Produccion de lipasas por Yarrowia lipolytica

La levadura Yarrowia lipolytica ha sido descrita como un buen productor de lipasas (Deive
y col. 2010). Esta levadura presenta actividad extracelular, ligada a la membrana e intracelular.
La produccién de lipasa por esta levadura depende de la composicion del medio y las
condiciones ambientales (Darvishi y col. 2007).

Existen diversos estudios de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica. En algunos
han mejorado la produccion de esta enzima modificando el medio de cultivo y las condiciones
cultivo (Corzo y Revah 1999, Dominguez y col. 2003b, Fickers y col. 2004, Kamzolova y col.
2005, Fonseca y col. 2007, Babu y col. 2007a y Darvishi y col. 2009). Otros han recurrido a la
modificacion genética de las cepas (Destain y col. 1997 y Fickers y col. 2005a).

Aungue cabe destacar que se ha reportado gran variabilidad entre las cepas de Yarrowia
lipolytica en cuanto a la produccion de estas enzimas. Guerzoni y col. (2001), realizaron una
investigacion con 12 diferentes cepas de esta levadura, encontrando variabilidad de actividad
lipolitica entre las cepas. Kamzolova y col. (2005) evaluaron la produccién de lipasa en 27
diferentes cepas de Yarrowia lipolytica encontrando heterogeneidad en los niveles de
actividad obtenidos con las diferentes cepas. Dominguez y col. (2003b) mencionan que la

existencia de diferencias significativas en el comportamiento de diferentes cepas de Yarrowia



lipolytica y apoyan la necesidad de realizar un estudio preliminar cuando se lleva a cabo la
produccion de lipasa por una cepa en particular.

En algunos de los reportes de produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica se ha
encontrado que la mejor fuente de carbono es la glucosa (Babu y col. 2007a y Corzo y Revah
1999), en otros es el acido oleico (Fickers y col. 2004) o aceites tales como el de oliva
(Darvishi y col. 2009) o el de colza (Kamzolova y col. 2005).

Las fuentes de nitrégeno organico (urea, extracto de levadura, triptona) son las que mas
favorecen la produccion de lipasa por esta levadura (Babu y col. 2007a, Corzo y Revah 1999,
Darvishi y col. 2009 y Fickers y col. 2004).

La condicion de cultivo que menos varia independientemente de la cepa es la temperatura,
esta generalmente se fija a 30°C (Dominguez y col. 2003b y Darvishi y col. 2009). Corzo y
Revah (1999) mediante un analisis de superficie de respuesta, encontraron que la temperatura
era el factor mas importante en la produccion de lipasas por Yarrowia lipolytica en FSm,
siendo el valor éptimo predicho de 29.5 °C. De igual manera, en el reporte de Babu y col.
2007a, al evaluar el efecto de la temperatura encontraron que el ptimo era 30°C.

El efecto del pH inicial del medio de cultivo sobre la produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica es el menos estudiado. Generalmente, este es fijado a valores que van desde 4.5
(Deive y col. 2010 y Kamzolova y col. 2005) hasta 7 (Destain y col. 1997). Mediante un
analisis de superficie de respuesta Corzo y Revah (1999) encontraron que el pH inicial éptimo
erade4.7.

Se ha observado que la presencia de determinados compuestos en el medio de cultivo
inhiben la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica. No se ha observado actividad lipasa
en medios que contenian glicerol, ya que este es el producto final de la hidrdlisis de
triglicéridos y podria reprimir la induccion de lipasa. Tampoco se detectd produccion de lipasa
en medios que contenian sulfato de amonio (Corzo y Revah 1999 y Babu y col. 2007a).

Se ha reportado que la produccion de lipasas por Yarrowia lipolytica esta relacionada con la
produccion de biomasa (Dominguez y col. 2003a y Corzo y Revah 1999). En el reporte de
Darvishi y col. (2009) se obtuvo la produccion de actividad lipasa maxima cuando las células

de Yarrowia lipolytica estaban en la fase estacionaria de crecimiento.



La gran mayoria de los estudios de la produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica se han
realizado en FSm y solo se han encontrado dos reportes de la produccion de lipasa por FMS.
2.1.3.2 Produccion de lipasas por Yarrowia lipolytica en FMS

Existen pocos reportes de la produccion de lipasas por levaduras empleando fermentacion
en medio sélido (Rao y col 1993a, Rao y col. 1993b, Bhushan y col. 1994, Benjamin y Pandey
1998, Dominguez y col. 2003a, y Babu y col. 2007b). Solo se han encontrado dos reportes de
la produccion de lipasa Yarrowia lipolytica en este sistema de cultivo (Dominguez y col.
2003a y Babu y col. 2007b).

En el reporte de Dominguez y col. (2003a) se evaluaron diferentes tipos de soportes y la
presencia de aceites vegetales como inductores en la produccion de lipasa. Con el soporte-
sustrato nuez triturada, un desecho, con un contenido de aceite de alrededor del 65-75%, se
obtuvo el valor mas alto de actividad lipasa de 69 U/g de materia seca (23 kU/L) a los once
dias de fermentacion sin la necesidad de adicionar un inductor.

Babu y col. (2007b) optimizaron la condiciones de produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica en FMS. Empleando la estrategia de optimizar un factor a la vez, la maxima
actividad lipasa encontrada fue de 9.3 U/g sustrato seco fermentado. Encontrando como
condiciones dptimas el empleo de la mezcla de bagazo de cafia con salvado de trigo con un
contenido de humedad del 80%, glucosa y urea como fuente de carbono y nitrégeno
respectivamente, a los 7 dias de fermentacion.

En los dos reportes de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en FMS no se
realizan estudios de la extraccion de esta enzima. En el reporte de Dominguez y col. (2003a)
obtienen las muestras para medir actividad lipasa mediante la extrusién del contenido de los
matraces con una jeringa. En el reporte de Babu y col. (2007b) realizan la extraccion de lipasa
extracelular afiadiendo al sustrato fermentado amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7) y
agitando la mezcla en un shaker rotatorio (200 rpm) por 60 minutos a 37 °C.
2.1.3.3 Optimizacion de la produccion de lipasa

El desarrollo inicial de un medio quimicamente definido normalmente comienza con la
selecciébn mas o menos arbitraria de una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, sales

inorganicas, elementos traza y factores de crecimiento. Aunque este medio podria dar buenos



resultados, después de la formulacion inicial del medio es comdn establecer los nutrientes
apropiados y éptimas concentraciones de estos (Ooijkaas y col. 2000).

Usualmente esto es determinado mediante el proceso de optimizacion que involucra el
método de una variable a la vez, OVAT por sus siglas en inglés (one-variable-at-a-time
method), variando un factor mientras se mantienen los otros factores a un nivel constante. Es
una técnica sencilla aunque se requiere de mucho tiempo y trabajo y ademés descuida la
interaccion entre variables y no garantiza alcanzar el punto éptimo (Abdel-Fattah 2002 y
Treichel y col. 2010). Este tipo de técnica se ha empleado en la produccion de lipasa en FMS
con microorganismo tales como Candida rugosa (Rao y col. 1993a), Rhizopus homothallicus
(Rodriguez y col. 2006) y Yarrowia lipolytica (Babu y col. 2007b).

El disefio estadistico que involucra la variacion simultanea de varios factores es Util en la
identificacion de los nutrientes importantes y en la interaccion entre dos 0 mas nutrientes
(Ooijkaas y col. 2000). Este tipo de disefios se emplean en la metodologia de superficie de
respuesta (MSR). La MSR es la estrategia experimental y de anélisis que permite resolver el
problema de encontrar las condiciones de operacién dptimas de un proceso, es decir, aquellas
que dan por resultado “valores Optimos” de una o varias caracteristicas de calidad del
producto. En la MSR se distinguen tres etapas en la busqueda del punto Optimo, a
continuacidn se describen cada una de las etapas:

1. Cribado. Etapa inicial de la optimizacion de un proceso en la que se tienen muchos

factores que pueden influir en la variable de intereés.

2. Busqueda | o de primer orden. Esta etapa se aplica cuando se tienen pocos factores
(menor o igual a 5 factores), y se sabe que éstos influyen en la variable de respuesta. Se
utiliza un disefilo-modelo de primer orden para caracterizar de manera preliminar la
superficie y detectar curvatura. Po lo general se utiliza un disefio factorial completo o
fraccionado con repeticiones al centro.

3. Busqueda Il o de segundo orden. En el momento en el que se detecta la presencia de
curvatura, se utiliza un disefio-modelo de segundo orden con el que se caracteriza
adecuadamente la superficie de respuesta, incluyendo la curvatura (Gutiérrez-Pulido y
De la Vara-Salazar 2008).



Se han empleado los disefios estadisticos para determinar las condiciones éptimas de
produccion de lipasas por diferentes microorganismos tales como: Candida rugosa (Rao y col.
1993b) y Geobacillus thermoleovorans (Abdel-Fattah 2002).

No se han encontrado reportes de la optimizacion de la produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica en FMS empleando la MSR.
2.1.3.4 Lipasas de Yarrowia lipolytica

Se ha reportado que Yarrowia lipolytica produce tres lipasas extracelulares, YLLIP2,
YLLIP7 y YLLIP8 (Fickers y col. 2005b). Dichas enzimas presentan diferente especificidad
por sustratos que van desde esteres de &cidos grasos de cadena corta, mediana y larga. La
lipasa YLLIP2 mostrd la mejor actividad con metil miristato (C14), indicando la preferencia
de la lipasa por cadenas largas. YLLIP7 y YLLIP8 mostraron mayor afinidad por p-nitrofenil
caproato (C6) y p-nitrofenil caprato (C10) respectivamente (Mingrui y col. 2007). A
continuacion se describen otras caracteristicas de estas enzimas.

» YLLIP2

YLLIP2 es la principal lipasa extracelular secretada por esta levadura (Pignede y col.
2000). YLLIP2 es expresada como una proteina de 301 aminoacidos de 38 kDa. La estructura
cristalina de YLLIP2 adopta un plegamiento tipico o/p hidrolasa observado para las lipasas de
la familia de las lipasas fungicas. La lamina 3 central estad formada por nueve cadenas B y
cinco hélices a que estan empacadas a los dos lados de la lamina. La estructura de YLLIP2 es
altamente homologa a las estructuras conocidas de las lipasas de la familia fungica (lipasas de
Thermomyces lanuginosa, Rhizopus niveus, y Rhizomucor miehei) (Bordes y col. 2010).

YLLIP2 presenta actividad catalitica éptima a 37°C y pH 7 (Fickers y col. 2005a).

Actualmente dicha enzima esta siendo utilizada en varias aplicaciones ambientales y
nutraceuticas (por ejemplo, Artechno SA, Gembloux, Bélgica).

Ademas YLLIP2 ha mostrado ser un catalizador muy eficiente en la resolucion de los
esteres del 2-bromo-arilacetico, una clase importante de intermediarios en la industria
farmacéutica como analgésicos y precursores semisintéticos de la penicilina (Bordes y col.
2010).



Debido a su resistencia al pH acido y la presencia de detergentes es un buen candidato para
su uso en terapias de reemplazo enzimético en el tratamiento de insuficiencia pancreatica
exocrina (Aloulou y col. 2007b).

» YLLIP7yYLLIP8

A pesar de que la mayor parte de la actividad extracelular resulta de YLLIPZ2, las lipasas
YLLIP7 y YLLIP8 son parcialmente secretadas por Yarrowia lipolytica.

Tanto YLLIP7 como YLLIP8 estan asociadas principalmente a la pared celular. Aunque,
podian ser facilmente liberadas por el lavado de las células con amortiguador de fosfato. Lo
cual sugiere que estas enzimas corresponden a la lipasa ligada a la célula descrita previamente
por Ota y col. (1982) (Fickers y col. 2005b).

YLLIP7 y YLLIP8 contienen 366 y 371 aminoacidos respectivamente.

2.2 Fermentacion en medio solido

La fermentacién en medio sélido (FMS) se define como el cultivo de microorganismos en
soportes solidos himedos, ya sea en soportes inertes 0 en sustratos insolubles que ademas
pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia (Holker y col. 2004). La fermentacion
se lleva a cabo en ausencia o casi ausencia de agua libre; aunque, el sustrato debe poseer
suficiente humedad para soportar el crecimiento y metabolismo del microorganismo. Esto se
acerca al ambiente natural al cual los microorganismos estan adaptados (Pandey 2003).

Entre las aplicaciones de la FMS se encuentra la produccion de metabolitos secundarios,
aflatoxinas, enzimas, cultivo de hongos, entre otras.

Se pueden distinguir dos tipos de sistemas en FMS dependiendo de la naturaleza de la fase
solida utilizada. EI primer sistema y mas cominmente utilizado involucra el cultivo en un
material natural; a este sistema se le denomina “cultivo en sustratos naturales”. El segundo
sistema, que no es tan frecuentemente utilizado, involucra el cultivo en soportes inertes
impregnados con un medio liquido.

Los soportes inertes solo sirven como punto de anclaje para el microorganismo. Algunos
ejemplos de este tipo de soporte son: agrolita, espuma de poliuretano, bagazo de cafia y
vermiculita.

Existen ventajas del uso de soportes inertes impregnados con un medio liquido sobre los

soportes-sustratos. La primera seria que al emplear soportes inertes la recuperacion del



producto es menos complicada al contener menos impurezas. Al emplear un medio
quimicamente definido, los efectos de ciertos componentes del medio en la fisiologia y
cinéticas de crecimiento del microorganismo y en la produccion de metabolitos, enzimas y
esporas, pueden ser estudiados a detalle. También se puede mejorar la consistencia en los
proceso ya que medios quimicamente definidos apoyan la reproducibilidad de los procesos.
Otra ventaja es en el disefio de medios para la optimizacion de la produccion de metabolitos,
enzimas y esporas (Ooijkaas y col. 2000), ya que permite evaluar solo el efecto de los factores
de interés sin la intervencién de la variabilidad que pudiera existir en caso de emplear un
soporte-sustrato.

Una desventaja del uso de soportes inertes frente a los naturales es el costo. Aunque para
productos de alto valor agregado como son las enzimas, se pueden emplear soportes inertes ya
que el costo de este solo representa una fraccion de los costos generales de produccién
(Ooijkaas y col. 2000).

Uno de los soportes inertes empleados en la FMS es la agrolita. Este tipo de soporte ha
sido empleado en la produccion de lipasa por cepas de Rhizopus sp. (Martinez-Ruiz y col.
2008 y Hernandez-Rodriguez y col. 2009). A continuacion se mencionan algunas
caracteristicas de este soporte el cual es el empleado en la FMS realizada en este trabajo.

2.2.1 Agrolita

La agrolita es un mineral de aluminio-silicato de origen volcénico obtenido por mineria en
varios paises, incluyendo Estados Unidos y Nueva Zelanda. Después de ser extraido el
material se aplasta y se expone a temperaturas de hasta 1,000 °C (1,832 °F) produciendo
particulas blancas y ligeras.

Tiene una estructura celular cerrada, por lo cual el agua solo se adhiere a la superficie de las
particulas de agrolita (Landis y col. 1990). Tiene una capacidad de retencion de agua en la
superficie de las particulas igual a tres o cuatro veces su peso (Davidson y col. 1988). La
agrolita es rigida y no se comprime facilmente lo que promueve una buena porosidad. Debido
a las altas temperaturas de las cuales procede, la agrolita es completamente estéril. Es
esencialmente infértil ya que practicamente no contiene nutrientes. El pH de la agrolita oscila

alrededor de la neutralidad (Landis y col. 1990).
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2.3 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica es una levadura Ascomycota anteriormente conocida como Candida,
Endomycopsis o Saccharomyces lipolytica. Esta levadura, la Unica especie reconocida hasta
ahora en el género Yarrowia (Aloulou y col. 2007a), forma parte del grupo de levaduras
llamado “no-convencionales”, término que originalmente se utiliz6 para diferenciar este grupo
de levaduras de las que frecuentemente se utilizaban y ya habian sido bien estudiadas, las
“convencionales”, tal como Saccharomyces cerevisiae.

Es una levadura aerobia estricta, ya que no sobrevive bajo condiciones anaerébicas. No
requiere de la limitacion de nitrogeno para la induccion de la esporulacion a diferencia de S.
cerevisiae y otras levaduras. La esporulacion se da en cepas diploides ya sea en medio liquido
0 s6lido cuando se ha agotado la glucosa (Barth y Gaillardin 1997).

Yarrowia lipolytica ha sido aprobada como GRAS (Generally Recognized As Safe) en
varios procesos industriales.

La mayoria de las cepas de esta especie han sido aisladas de alimentos ricos en lipidos tales
como el queso o el aceite de oliva, al igual que de aguas residuales, ademas crece rapidamente
en sustratos hidrofébicos tales como alcanos, acidos grasos y aceites (Aloulou y col. 2007a).
Su preferencia por estos sustratos se ha atribuido a la existencia de una produccién y secrecion
eficiente de enzimas proteoliticas y degradadoras de sustratos hidrofébicos (Fickers y col.
2005b).

Ademas, se ha observado que es capaz de secretar grandes cantidades de acidos organicos
(citrato e isocitrato) y enzimas tales como proteasas, RNasas, fosfatasas, esterasas y lipasas
(Barth y Gaillardin 1997).

2.3.1 Dimorfismo

Yarrowia lipolytica presenta dimorfismo. El dimorfismo es la capacidad de los hongos para
crecer de dos distintas maneras, como levaduras (células ovaladas individuales) o en forma de
micelio, de manera reversible entre estas dos formas (Ruiz-Herrera y Sentandreu 2002;
Kawasse y col. 2003). La morfologia es determinada por las condiciones de crecimiento
(aireacion, fuentes de nitrégeno y carbono, pH, etc.) y por el historial genético de la cepa
(Barth y Gaillardin 1997). Se cree que el dimorfismo de levaduras esta relacionado a un

mecanismo de defensa de condiciones adversas, tales como temperatura y cambios
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nutricionales. En cepas silvestres la habilidad de crecer en forma de hifa puede proveer una
ventaja selectiva cuando se esta enfrentando a condiciones de estreés.

El dimorfismo se caracteriza generalmente por la presencia de muchas formas morfoldgicas
intermediarias, mostrando una amplia distribucion de células de diferentes formas y tamafios.
No obstante, bajo ciertas condiciones, una morfologia particular puede dominar. Este amplio
espectro morfoldgico afecta en gran medida el desempefio de la fermentacion, ya que puede
inducir cambios reoldgicos y consecuentemente alterar la transferencia de masa y calor en el
cultivo. Por lo tanto, el entendimiento de la morfologia celular se convirtié en una clave

importante para el mejoramiento y la optimizacién de la productividad (Kawasse y col. 2003).
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3. JUSTIFICACION

La mayor parte del mercado industrial de enzimas estd ocupado por enzimas hidroliticas,
tales como proteasas, amilasas, amidasas, esterasas y lipasas. Las lipasas han emergido en
tiempos recientes como enzimas clave en la biotecnologia, ya que tienen una gran variedad de
aplicaciones industriales (Gupta y col. 2004).

El uso de lipasas en la industria esta limitado por su costo que estd determinado por los
rendimientos de produccion, requerimientos de separacion y estabilidad enzimatica
(Dominguez y col. 2003b).

El aumento en la productividad de lipasas durante el proceso de fermentacién es de gran
importancia ya que menores costos de produccion pueden promover su aplicacién. La
productividad de las lipasas esta influenciada por varios factores ambientales tales como
temperatura, pH, composicion del medio y presencia de inductores, entre otros (Corzo y
Revah 1999). Mediante la MSR se puede conocer el efecto de estos factores y sus
interacciones con el objetivo de optimizar la produccion de lipasa.

Ademas, mediante la FMS hay una mayor produccion de enzimas en comparacion con
FSm, cuando se compara la misma cepa y el mismo caldo de fermentacion (Viniegra-
Gonzélez y col. 2003). La FMS también es un proceso que es menos propenso a problemas de
inhibicion por sustrato, se producen enzimas con mayor estabilidad a la temperatura y el pH y
asimismo el tiempo de fermentacion puede ser mas corto (Holker y Lenz 2005).

La produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica en el sistema de FMS ha sido muy poco
estudiado. Solo se han encontrado dos reportes que emplean este sistema (Dominguez y col.
2003a y Babu y col. 2007b). Por lo tanto, en este trabajo se pretende mejorar el proceso de
produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en FMS para aumentar la productividad de esta
enzima. Esto mediante el disefio de una metodologia de extraccion de lipasa de la materia
fermentada con soluciones de detergentes y la optimizacién de las condiciones de cultivo
mediante la MSR.
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4. HIPOTESIS
Al optimizar el medio de cultivo y las condiciones de operacion para la produccion de
lipasas por Yarrowia lipolytica en fermentacion en medio solido se obtendran niveles de

produccion superiores a los reportados para esta levadura.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Determinar el efecto de las condiciones de cultivo y optimizar el medio de cultivo para la

produccion de lipasas por Yarrowia lipolytica en fermentacion en estado sélido.

5.2 Objetivos especificos

1) Establecer las condiciones de produccion y extraccion de lipasas por Yarrowia lipolytica
en fermentacion en estado sélido.

2) Determinar el efecto de la temperatura, pH inicial, humedad, tamafio de inéculo y
aireacion y, sus interacciones sobre la produccién de lipasas por Yarrowia lipolytica.

3) Determinar el efecto de la naturaleza del inductor sobre la produccion de lipasas.

4) Optimizar la composicién del medio de cultivo para la produccion de lipasas por

Yarrowia lipolytica en fermentacion en estado sélido.
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6. ESTRATEGIA GENERAL

Con la finalidad de llevar a cabo la produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica en FMS
se planted una estrategia general la cual se muestra en la Fig. 6.1.

En la primer etapa se realizo un estudio de la curva de crecimiento de Yarrowia lipolytica
ATCC 9773 en medio PDA para poder desarrollar una metodologia de produccion de indculo
para la FMS. Posteriormente, se llevaron a cabo cinéticas de produccién de lipasa en FMS
empleando tres cepas de Yarrowia lipolytica a 30 y 40 °C. De esta Gltima etapa se
seleccionaron dos cepas de Yarrowia lipolytica con las cuales se llevaron a cabo estudios de
extraccion de lipasa de la materia fermentada. Finalmente, a partir de estos estudios se
selecciond la cepa de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 con la cual se realizaron los estudios de
optimizacion de la produccion de lipasa en FMS.

Uno de los objetivos particulares consistié en la evaluacion de las condiciones de cultivo
sobre la produccién de lipasa en FMS.

La aireacién no fue evaluada debido a que el sistema de cultivo utilizado (matraces

Erlenmeyer de 125 mL) no era adecuado para dicho propdsito.
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7. MATERIALES Y METODOS
Se describe a continuacion las metodologias y los materiales empleados.
7.1 Materiales y reactivos
A continuacion se mencionan los materiales y reactivos empleados.
» Microorganismos
Se utilizaron tres cepas de Yarrowia lipolytica: Yarrowia lipolytica ATCC 9773, Yarrowia
lipolytica L0018 y Yarrowia lipolytica PC. Las primeras dos fueron proporcionadas por la
Dra. Georgina C. Sandoval Fabian de la Unidad de Biotecnologia Industrial del CIATEJ,
Guadalajara, Jalisco, México. La cepa Yarrowia lipolytica PC pertenece a la coleccion de
cepas microbianas del Dr. Jests Cordova Lopez del Laboratorio de Bioprocesos de la UdeG
Guadalajara, Jalisco, México. Con fines de identificacion para este trabajo al nombre de la
tercera cepa se le agregaron las letras PC al final debido a que fue aislada de la pasta de copra.
Yarrowia lipolytica PC fue previamente empleada en un estudio de Herndndez-Martinez y col.
2011 en la produccion de una proteasa alcalina termoestable.
» Conservacion de los microorganismos
e PDA (agar-papa-dextrosa) es de la marca BD Bioxon®.
Tiene la siguiente formula aproximada para 1000 mL de agua purificada:
Infusion de papa (s6lidos) 4.0 g
Dextrosa 2009
Agar 1509
pH final 5.6+0.2
» Agua
El agua empleada en el medio de cultivo para la fermentacion en medio sélido y en la
elaboracion de los amortiguadores para los estudios de extraccion de lipasas es de la marca
Bonafont®.
» Fermentacion en medio sélido
Se desglosan los reactivos empleados en el medio de cultivo para la produccion de lipasas
en la fermentacion en medio solido:
e La glucosa, urea, KH,PO,4;, MgSO,-7H,0, CaCl,, NaCl, H3BOs, CuSO,4-5H,0, KiI,
FeCl3-4H,0, ZnSO,4-7H,0, MnS0,-H,0 son de la marca JT-Baker®.
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e El aceite de girasol es de la marca Técnico Distribuidor INFAC S.A. de C.V.
e Elalcohol polivinilico es de la marca Sigma-Aldrich®.
e Elextracto de levadura es de la marca BD Bioxon®.
» Actividad lipasa
Para medir actividad lipasa se emplearon los siguientes reactivos:
e El p-nitrofenol y el p-nitrofenil octanoato son de la marca Sigma-Aldrich®
e El 2-propanol, NaH,PO,4, NaCl y NaOH son de la marca JT-Baker®.
Efecto de detergentes en la extraccion de lipasa
En los estudios de extraccion de lipasa se empled el N-lauril sarcosina (NLS) y el Triton X-
100 que son de la marca Sigma-Aldrich®.
7.2 Equipos
Se menciona la marca y el modelo de algunos de los equipos méas importantes empleados
en la elaboracidon de este trabajo:
Espectrofotdmetro marca Shimadzu®, modelo UV-1800.
Lector de absorbancia de microplacas marca Biotek™, modelo ELx808.
Centrifuga marca Eppendorf, modelo 5418.
Centrifuga marca Beckman Coulter "™ modelo Allegra™ 25R.

Potenciémetro marca Conductronic, modelo pH 120.

V V. V V V VY

Microscopio de contraste de fase marca Olympus, modelo BX-40.
> Batidora marca Oster®, modelo 2523-13, 440-20, fuente de sodas de 2 velocidades.
7.3 Metodologia
7.3.1 Conservacion de los microorganismos

La conservacion de las cepas a corto plazo se realiz6 sembrando por estria tubos inclinados
con 10 mL de medio PDA en agua destilada. Los tubos se incubaron durante 5 dias a 30°C,
una vez transcurrido este tiempo se almacenaron a 4°C.
7.3.2 Curva de crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA

Para conocer la curva de crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA se
siguio el siguiente procedimiento:
1) Se afadieron 10 mL de NaCl 0.9% estéril a un tubo de conservacion (seccion 7.3.1) y se

agito durante 20 segundos. La suspension de células obtenida se paso a un frasco estéril.
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2) Cada matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio PDA estéril con tapones de
gasa y algodon se inoculd con 0.5 mL de la suspensién de células. Se esparcio la
suspension por toda la superficie del medio.

3) Se inocularon 14 matraces para tomar dos matraces para analizarlos los dias 1,2,3,4,5,7
y 9. La incubacion se realiz6 a 30 °C. En la Fig. 7.1 se muestran los matraces en
incubacion.

4) Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se extrajeron las células del agar
afiadiendo a cada matraz 10 mL de NaCl 0.9%. Se agit6 durante un minuto con un
agitador magnético en una parrilla hasta remover toda la biomasa de la superficie del
agar.

5) De la suspension de células obtenida se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 para hacer el
conteo de células en la camara de Neubauer (seccién 7.3.2.1) y medir la densidad Optica
(D.0.) a 420nm. La razon por la cual se midio la densidad optica a 420 nm es porque al
realizar el espectro de absorcion de la suspension de células, se observé una meseta
alrededor de la longitud de onda de 420 nm.

6) Se tomaron 2 mL de extracto para tomar microfotografias en un microscopio de

contraste de fase con el objetivo 40X/0.65. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 para

tomar las microfotografias. Se procesaron las microfotografias con un analizador de
TM)

iméagenes (Image-Pro® Plus versién 5.0 para Windows

Figura 7.1 Matraces Erlenmeyer de 250 mL con medio PDA inoculados con Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 en incubacién a 30°C.
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7.3.2.1 Conteo de células en la camara de Neubauer
Para realizar el conteo de células en el microscopio se empled la camara de Neubauer (Fig.
7.2). A continuacion se describe la metodologia para realizar el conteo:

1) Con una pipeta Pasteur se agregd una pequefia cantidad de la suspension de levaduras
diluida en la parte media de la cAmara de Neubauer (Fig. 7.2). Posteriormente, se colocé el
portaobjetos encima y se llenaron los canales de la cdmara con la suspension de levaduras.
Generalmente se emplearon diluciones 1:10 y 1:100).

. \‘\‘:;\“\
Pipeta Pasteur \\\\1 Portaobjetos

”"“Q\\\\\
)
5

‘\\‘:“ B

Camara de Neubauer

Figura 7.2 Llenado de la cAmara de Neubauer.

2) Se coloco la camara de Neubauer en la platina del microscopio.
3) Utilizando el objetivo 10X se enfocd una de las cuadriculas con 25 cuadros, hay una en la
parte inferior y otra en la parte superior de la parte media de la camara de Neubauer y tiene

la apariencia como se muestra en la Fig. 7.3a.

Objetivo 10X
a)
b) Objetivo 40X
1 2
o 8.
0O
8 9 4 0
7 6 5

Figura 7.3 Camara de Neubauer.
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4) Posteriormente, se pasa al objetivo 40X y se enfoca el primer cuadrante (Fig. 7.3a). Al
enfocarlo se verd como en la Fig. 7.3b.

5) Se realizo el conteo en el orden y solo los nueve cuadrantes que se enumeran en la Fig.
7.3a.

6) Se puede observar que cada cuadro estd delimitado por 3 lineas (Fig. 7.3b). Solo se
consideraron dentro del conteo las células que solo tocaban la linea interna y no se
tomaron en cuenta las células que tocaban la linea media. Se muestra un ejemplo en la Fig.
7.3b, la célula que tiene una X es la que no se hubiera considerado dentro del conteo.

7) Finalmente, se realizaron los siguientes calculos para poder determinar el nimero de
células que habia por mL de suspension:

Nb.decélulas  No.decélulas contadas 10,000
m Ldesuspensi (: 9 T DT mL de suspension
Donde:

25: nimero de cuadrantes

vol umarnalt
vol umdeal 1| cuc

FD: factor de dilucion =

. 1 1 1 1 1 1
10,000 mL=

superficie contada ' profundichd de camara - 1mm?  0.1mm - 0.1mm?® - 0.0001 mL

7.3.3 Fermentacion en medio sélido para la produccion de lipasa

Se describen a continuacion las diferentes etapas de preparacion de la FMS.
7.3.3.1. Preparacion del soporte

Se utiliz6 agrolita como soporte inerte para la FMS. La preparacion de la agrolita consté de
lo siguiente.
1) Tamizado
Se tamizd la agrolita durante diez minutos utilizando los tamices del nimero 6, 12, 16 y 20. Se
colect6 la agrolita retenida en los tamices del nimero 16 y 20 y se desecho la retenida en la

base y en los tamices del nimero 6 y 12 (Fig. 7.4).
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Figura 7.4. Tamices empleados en el tamizado de la agrolita.

La agrolita retenida en los tamices 16 y 20 tiene un tamafio menor a 1.70 mm y mayor a 0.85
mm.
2) Lavado
La agrolita tamizada se lavo dos veces con agua destilada a temperatura ambiente y una vez
con agua caliente.
3) Secado
Una vez lavada la agrolita se escurrio y se puso en charolas de aluminio formando una capa
delgada para secarla en una estufa a 60°C durante 48 horas o hasta tener un contenido de
humedad menor al 1%.
4) Almacenamiento
Se almacend la agrolita en bolsas de plastico cerradas.
7.3.3.2 Produccion del in6culo
Se describe a continuacion la metodologia para obtener el inoculo de Yarrowia lipolytica
para realizar la FMS.
1) Se afiadieron 10 mL de NaCl 0.9% esteril a un tubo de conservacion (seccion 7.3.1) y se
agito durante 20 segundos.
2) Se inocularon, con 0.5 mL de la suspension de células, dos matraces Erlenmeyer de 250
mL con 50 mL de medio PDA estéril con tapones de gasa y algoddn. Se esparcio la

suspension por toda la superficie del medio.
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3) Se incubaron los matraces durante 5 dias a 30°C.

4) Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn se extrajeron las células afiadiendo a cada
matraz 10 mL de NaCl 0.9% y agitando durante un minuto con un agitador magnético
en una parrilla hasta remover toda la biomasa de la superficie del agar.

5) De la suspension de células obtenida se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 para hacer
conteo de células en la cAmara de Neubauer y medir la densidad optica (D.O.) a 420 nm.

7.3.3.3 Medio basal

Se utiliz6 el medio reportado por Corzo y Revah (1999) con modificaciones. Los

macronutrientes y oligoelementos que lo conforman se presentan en la Tabla 7.1 y 7.2. Las
modificaciones fueron: a) se concentré dos veces el medio, b) se cambio el aceite de oliva por
aceite de girasol, c) se adiciono alcohol polivinilico (PVA) y d) se sustituyeron las vitaminas
por extracto de levadura.

Para la preparacion del medio basal se siguio el siguiente procedimiento:

1) Se disolvieron los componentes conforme a la lista excepto el aceite de girasol.

2) Se ajusto el pH del medio a 6.2 (6.8 es el pH requerido, pero al afiadir la agrolita y el
aceite de girasol aumenta el pH 0.5 unidades).

3) Se verti6 el medio en un matraz aforado, se afiadié el aceite de girasol y se aford el medio.

4) Finalmente, el medio se emulsifico a velocidad 2 durante 5 minutos en una batidora.

Tabla 7.1 Macronutrientes del medio de cultivo basal para la fermentacion en medio sélido
para la produccién de lipasa.

Componentes g/L
Glucosa 40
Aceite de girasol 20
Urea 4
KH,PO, 2
Alcohol polivinilico 1.6
Extracto de levadura 1
MgSQO,-7H,0 1
CaC|2 0.2
NaCl 0.2
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Tabla 7.2 Oligoelementos del medio de cultivo basal para la fermentacion en medio sélido
para la produccion de lipasa.

Componentes mg/ L
H3BO3 1
CuS0Q4-5H,0 0.08
Kl 0.2
FeCI3-4H20 04
ZnS04-7H,0 0.8
MnSQO,4-H,0 0.8

7.3.3.4 Fermentacién en medio solido

La FMS se llevo a cabo de la siguiente manera:

1) Se pesaron 3 g de agrolita en un matraz Erlenmeyer de 125 mL.

2) Se adicion0 el in6culo al medio basal emulsificado mientras éste se mantuvo en agitacion.

3)

4)

5)

Consideracion: cada gramo de soporte inerte se inoculd con 2x10’ células y se utilizaron 5

mL de medio por cada 3 g de agrolita. EI volumen del indculo en las fermentaciones

representaba alrededor del 3% con respecto al volumen del medio basal emulsificado. De

esta manera la concentracion de los componentes del medio basal emulsificado solo fue

disminuida en menos de un 3% con respecto al medio basal sin la adicién del in6culo.

Se adicionaron 5 mL de medio basal inoculado a los 3 g de soporte inerte. EIl contenido del

matraz se homogeneizé dandole tres golpes por cada cuarto de vuelta, durante dos vueltas.

Se taparon los matraces con un pedazo de cubrebocas el cual se ajusté con una liga (Fig.

7.5).

Los matraces Erlenmeyer se incubaron a 30°C en un cuarto de temperatura controlada,

poniendo agua debajo de los matraces para asegurar tener humedad en el ambiente.

Cada 24 horas se tomaron dos matraces Erlenmeyer y se realizaron los siguientes analisis

al extracto:

a. Medicion de actividad lipasa mediante un método espectrofotométrico.

b. Medicién de pH.

c. Microfotografias.
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Figura 7.5 Sistema para la FMS para la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica.

7.3.3.5 Extraccion de actividad lipasa de la materia fermentada
La extraccion de actividad lipasa de la materia fermentada se realiz6 de la siguiente

manera:

1) A un matraz Erlenmeyer de 125 mL con la materia fermentada (con 3 g de soporte inerte)
se le adicionaron 30 mL de agua Bonafont® y se agit6 en una parrilla durante 1 minuto con
un agitador magnético.

2) Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomaron 1.5 mL del sobrenadante y se almacenaron a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

3) Se midié el pH del extracto.

4) Se tomaron 2 mL de extracto para tomar microfotografias en un microscopio de contraste
de fase con el objetivo 40X/0.65. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 para tomar las
microfotografias. Se tomaron microfotografias utilizando un analizador de imagenes
(Image-Pro® Plus versién 5.0 para Windows™).

7.3.4 Determinacion de actividad lipasa
Se utilizd un método colorimétrico, en el cual se mide el incremento en la absorbancia a

405 nm producido por la hidrolisis del p-nitrofenil octanoato (p-NPO) y la liberacion del anion

p-nitrofenolato. La metodologia empleada fue proporcionada por Sandoval-Fabian (2010) y

Velasco-Lozano (2010) con modificaciones. El procedimiento se describe a continuacion.

Soluciones
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1) Solucion stock de p-NPO 10mM en 2-propanol.

2) Amortiguador pH 7.0 con NaH,PO, 100mM y NaCl 100 mM. Ajustar pH con hojuelas
NaOH.

3) Sustrato de p-NPO 1mM. Dilucién 1:10 de la solucion stock de p-NPO 10 mM en el
amortiguador.

Procedimiento

1) Para formar la mezcla de reaccion se agregaron 100 pL de sustrato y 50 pL de extracto
enzimatico en cada pozo de la microplaca.

2) Se midi6 posteriormente la absorbancia (405 nm) en el lector de absorbancia de
microplacas cada 20 segundos durante diez minutos a una temperatura de 30 °C. Se agit6 5
segundos antes de cada lectura.

3) Los célculos para la obtencion de la actividad son:

ml_m2 | | 1L F-(m mmd F-(ID md |Ola) mLm atefeam ental@ml-extram
|s|1(ID mL| Imd | 1mmd | 0.06 mL

extracto |3gsoporieert

Donde:

€ = coeficiente de extincién molar (Absorbancia L mol™® cm™)

m; = pendiente de la muestra (Absorbancia cm™ min™)

m, = pendiente del blanco (solucién amortiguadora pH 7.0 con NaH,PO, 100mM, NaCl 100
mM y alcohol polivinilico (PVA) 0.25% (p/v)) (Absorbancia cm™ min™)

El analisis dimensional es el siguiente:

U_um olJabspa b awcs N M mu ol Rl e o« Madea
G Mol n ~oEm T NUJa b S0 R it oric_m BRL « v 4 Geio

Unidad de actividad lipasa

Se definid6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de &cido
octanoico por minuto bajo las condiciones de ensayo.
El coeficiente de extincién molar que se utilizd fue de 4024 absorbancia mol L™cm™. EI

cual se obtuvo de una curva estandar de p-nitrofenol (Anexo 12.1).
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7.3.5 Efecto de detergentes en la extraccion de lipasa

Las metodologias empleadas para determinar el efecto de detergentes en la extraccion de
lipasa son las siguientes:
7.3.5.1 Secado de materia humeda fermentada

La materia fermentada, obtenida de la fermentacion en matraces Erlenmeyer de 125 mL, se
junté y se mezcld. Posteriormente, se pasé a columnas de vidrio y se le hizo pasar una
corriente de aire con un flujo de aproximadamente 0.5 L/MiN-Qmateria fermentada Nasta que la
humedad fuera cercana al 1%.
7.3.5.2 Efecto de detergentes en la extraccién de lipasa de materia seca fermentada

Se realizé la extraccion de la actividad lipasa de la materia seca fermentada utilizando
diferentes concentraciones de los detergentes NLS y Tritdbn X-100. Se emplearon dos
metodologias para la extraccion, en la primera se hizo la extraccion con los diferentes
detergentes utilizando la materia seca y en la segunda se le hicieron lavados a la materia seca
con amortiguador para posteriormente extraer la lipasa de la materia seca lavada empleando
los detergentes. A continuacion se describe el procedimiento seguido en las dos metodologias.
Metodologia 1

1. Se pesaron 0.5 g de materia seca fermentada por duplicado para cada tratamiento.

2. Se le agregaron 10 mL de soluciones de los detergentes NLS y Triton X-100 en
amortiguador de NaH,PO4 100 mM, NaCl 100 mM pH 7 (4 °C) y se agitaron en vortex
durante 1 minuto.

3. Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomaron 1.5 mL del sobrenadante y se almacend a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

4. Al medir actividad lipasa el medio de reaccion tenia la misma concentracion de
detergente que la que se utilizo para extraer la lipasa.

Metodologia 2

1. Se pesaron 0.5 g de materia seca fermentada en un tubo por duplicado para cada
tratamiento.

2. Se agregaron 10 mL de amortiguador de NaH,PO, 100 mM, NaCl 100 mM pH 7 (4 °C)

y se agitd en vortex durante 1 minuto.
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10.

Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomaron 1.5 mL del sobrenadante y se almacen6 a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

El extracto restante se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se elimino el
sobrenadante.

Al precipitado se le agregaron 10 mL de NaH,PO, 100 mM, NaCl 100 mM pH 7 (4
°C) y se agitd en vortex durante 1 minuto.

Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomaron 1.5 mL del sobrenadante y se almacen6 a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

El extracto restante se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se elimino el
sobrenadante.

Al precipitado se le agregaron 10 mL de soluciones de los detergentes NLS o Triton X-
100 en amortiguador de NaH,PO,4 100 mM, NaCl 100 mM pH 7 (4 °C) y se agitaron en
vortex durante 1 minuto.

Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomd 1.5 mL del sobrenadante y se almacené a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

Al medir actividad lipasa el medio de reaccion tenia la misma concentracion de

detergente que la que se utilizo para extraer la lipasa.

7.3.5.3 Efecto de detergentes en la actividad lipasa extracelular

Para evaluar el efecto de los detergentes en la actividad lipasa extracelular se utiliz6 un

extracto obtenido mediante la extraccién con el amortiguador de NaH,PO,4 100 mM, NaCl 100
mM pH 7 (4 °C). Al extracto se le midio actividad lipasa asegurando que el medio de reaccion
tuviera la concentracion deseada de detergente.

7.3.6 Optimizacion de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en

fermentacion en medio sélido

Para realizar los estudios de optimizacion de la produccién de lipasa se realizaron disefios

estadisticos. En cada disefio se evaluaron diversos tratamientos con diferente composicion del

medio de cultivo y condiciones de fermentacion.
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Para la preparacion de los medios de cultivos, adicion de agua (para ajustar la humedad) e
indculo se tenia como base de calculo un gramo de soporte inerte. La cantidad adicionada de
cada uno de los componentes del medio de cultivo, agua, inoculo y el pH inicial ajustado para
cada tratamiento se describe en los resultados al presentar cada disefio empleado.

Para adicionar la cantidad necesaria de cada uno de los componentes del medio de cultivo
(excepto el aceite de girasol) se prepararon soluciones concentradas de cada uno de los
componentes (Tabla 7.3). Los oligoelementos se juntaron en una sola solucion. Las soluciones
se prepararon en base peso/peso (% p/p). De esta manera se conoce con precision la cantidad
adicionada de cada uno de los componentes y de agua. Conociendo la cantidad de agua
adicionada se hizo la suma del aporte de esta por las soluciones y por el in6culo para conocer
la cantidad de agua que se tenia que agregar para ajustar la humedad deseada. Se determind la
densidad de cada una de las soluciones (Tabla 7.3) para poder adicionar estas con micropipeta.

En el Anexo 12.2 se muestran las tablas empleadas en la elaboracion de los disefios
experimentales. Se muestra la cantidad adicionada de cada una de las soluciones concentradas,
de indculo, las aportaciones de agua por las soluciones, y todo lo necesario para tener las
condiciones requeridas en cada uno de los tratamientos. La base de calculo en estas tablas es
un gramo de soporte inerte.

Tabla 7.3 Soluciones concentradas de cada uno de los componentes del medio de cultivo
con su correspondiente densidad.

Componente % p/p Densidad
Glucosa 30 1.12
Aceite de girasol - 0.92
Urea 10 1.02
Extracto de levadura 10 1.02
KH,PO, 10 1.04
MgSO,-7H,0 10 1.03
CaCl, 10 1.03
NaCl 10 1.05
Alcohol polivinilico 5 1
Oligoelementos 1

HsBO; 0.025

CuS0,-5H,0 0.002

Kl 0.005
FeCl;-4H,0 0.01
ZnS04-7H,0 0.02
MnSO,-H,0O 0.02
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La metodologia empleada al realizar cada uno de los disefios fue la siguiente:

1) En un tubo se agregd el volumen necesario de la solucion de cada uno de los componentes
del medio de cultivo, excepto el aceite de girasol.

2) Posteriormente, se adiciono la cantidad de agua necesaria para ajustar la humedad.

3) Se ajustd el pH inicial del medio de cultivo empleando una solucién concentrada de NaOH
1M o HCI 10% segun fuera el caso.

4) Se agrego el aceite de girasol.

5) Se adiciond el inoculo, tomando el tiempo al cual se hizo esto. La obtencion del indculo fue
como se describe en la seccién 7.3.3.2. Cada gramo de soporte inerte se inoculé con 1x10°
celulas. Se realizo la consideracion de la densidad de la suspension de células como 1 g/mL
para adicionar esta al medio de cultivo.

6) Se midio el volumen del medio de cultivo. Conociendo el volumen se calcul6 la densidad
del medio de cultivo considerando que previamente se conoce el peso del medio. A partir
de esto se determind el volumen del medio requerido para adicionar a cada matraz.

7) Se homogeneizé el medio agitando 30 segundos con un vortex.

8) A un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 3 g de agrolita se le adiciond la cantidad de medio

que se habia calculado previamente.

9) EIl contenido del matraz se homogeneizé dandole tres golpes por cada cuarto de vuelta,
durante dos vueltas. Se taparon los matraces con un pedazo de cubrebocas el cual se ajustd
con una liga (Fig. 7.5).

10) Los matraces Erlenmeyer se incubaron a 30°C durante 24 horas en un cuarto de
temperatura controlada, poniendo agua debajo de los matraces para asegurar tener
humedad en el ambiente.

11) Se consideré el tiempo inicial de la fermentacion como el tiempo medio entre la adicion de
indculo a cada uno de los medios y la hora de inicio de incubacion de los matraces a 30°C
en el cuarto de temperatura controlada.

12) A las 24 horas de incubacion se realizo la extraccion de lipasa de la materia fermentada, lo
cual se realiz6 de la siguiente manera:

v' A cada matraz Erlenmeyer de 125 mL con la materia fermentada se le agregaron 60
mL de NLS 3 mM en NaH,PO,4 100 mM, NaCl 100 mM pH 7 (4 °C).
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v" Se agito en la parrilla durante 1 minuto con un agitador magnético.

v" Se tomaron 2 mL del extracto y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se
tomaron 1.5 mL del sobrenadante y se almacenaron a -20°C hasta utilizarse para medir
actividad lipasa.

13) Se midié la actividad lipasa (seccién 7.3.4). Fue necesario realizar diluciones del extracto.
7.3.6.1 Andlisis estadistico
Se empled el programa STATGRAPHICS® Plus (version 4.0, 1999) para elaborar los

disefios y realizar su analisis.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera parte se presentan los resultados obtenidos para establecer la edad del
indculo, posteriormente se presentan los resultados de los estudios para la obtencidn de los
extractos enzimaticos y finalmente se presentan los resultados de los disefios experimentales
para optimizar la produccion de lipasa.
8.1 Produccion de inoculo de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA

Para establecer las condiciones de produccion del inéculo para los estudios en FMS se
obtuvo la curva de crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA. Para ello,
se inocularon matraces Erlenmeyer con PDA y se determind la concentracion celular y la
turbidez de la suspension a diferentes tiempos de incubacion. El crecimiento se midid
mediante dos métodos: 1) cuenta de células totales, una medida directa del crecimiento y 2)
turbidez, una medida indirecta del crecimiento (Madigan y col. 2004). Mediante la curva de
crecimiento se seleccion6d la edad del in6culo para los estudios de FMS. Los resultados
obtenidos se presentan en la Fig. 8.1. En ambas lecturas (densidad optica (D.O.) y
concentracion celular) se observan dos fases de crecimiento rapido (de0Oa2dyde4a7d). A
los 9 dias de incubacién se obtiene una concentracién celular de 6x10° células por mL
equivalente a una D.O. cercana a 45.
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Figura 8.1 Curva de crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en PDA [No.
células/mL ( A), densidad optica (e)].
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En la Fig. 8.1 se observa que las dos curvas de crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC
9773 en PDA medidas por dos métodos diferentes, cuenta de célula totales y turbidez, tienen
un comportamiento muy similar. En cada una de las dos etapas hay una fase de crecimiento
lineal y una estacionaria. No se alcanza a observar de manera clara una fase de muerte en el
tiempo que se analizo el cultivo. Este tipo de comportamiento es caracteristico de un cultivo
sincrénico en el cual, las células geman al mismo tiempo, generando una gemacion regular
ritmica. Esto se presenta tanto en cultivo en lote como en continuo cuando un cultivo es
cultivado a partir de una sola célula. Ademas, se puede conseguir sometiendo al cultivo a
choques térmicos, limitacion de nutrientes, filtracibn en membrana entre otros meétodos
(Kockova-Kratochvilova 1990). En las microfotografias (Fig. 8.2) se puede corroborar el
comportamiento de cultivo sincronico. En el dia uno no hay células gemando solo células
individuales de gran tamarfio. En los otros dias se observan las células gemando solo que con
diferente intensidad pero con un comportamiento similar en la mayoria de las células del

mismo cultivo.
g

) LR
(R
<

P .
@la 1 7 ' i Dla 3 i
\J ._’4'/
Q & V4
s {%’ Q i
a7
999 ¢ s 5 \
05 : TN
Lf:j Y n"),':c}’v‘\ N
& N0 N\
v N
o °
A¥ 2}" 3 :‘\?' ~ ¢
T {
. ) i
7 e
Dia 5 0.8 Dia 7 «, 2
&L ) (°)
= o (o)
o
5}‘} o i) . N
Ly wn‘{(ﬁ
@338 o a
U sy & g )
Cay gy “;y;’/}"b 5 @ ) o Z

Sonp

Figura 8.2 Microfotografias (objeti(\/o 40 X) a una dilucién 1:100 a diferentes dias de
incubacion en medio PDA utilizando Yarrowia lipolytica ATCC 9773.
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Cottrell y col. (1975) estudiaron el contenido total de ADN y citocromos aas, b y ¢ durante
el ciclo celular utilizando un cultivo sincrénico de Saccharomyces cerevisiae. El
comportamiento de la curva del contenido total de ADN es similar a la curva de crecimiento
de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA.

Por el contrario, en un cultivo asincronico no todas las células geman simultaneamente ni
con la misma intensidad, es una mezcla de células de diferentes edades, donde los ciclos
individuales de las células se traslapan. Este tipo de cultivo tiene una curva de crecimiento con
las siguientes etapas: fase estacionaria inicial (fase latente o fase lag), fase de rapido
crecimiento, fase estacionaria y fase de muerte (fase de crecimiento negativo) (Kockova-
Kratochvilova 1990).

En la Tabla 8.1 se presenta la concentracién celular por cm? de Yarrowia lipolytica, de
otras levaduras de distintos géneros (Gognies y Belarbi 2010) y la concentracion de esporas
por cm® de algunos hongos filamentosos (Ramirez-Coronel 2010) en medio sélido. Al
comparar la concentracién celular de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y de otras levaduras de
diferentes géneros en medio PDA y YPD a los cinco y tres dias de incubacion
respectivamente, se observa que la concentracion celular de Yarrowia lipolytica ATCC 9773
es mayor que el de las otras levaduras aunque tienen mayor tiempo de incubacion. La
concentracion de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en el quinto dia de incubacion es muy

similar a la de las esporas de los hongos filamentosos de varios géneros en el mismo medio.

Tabla 8.1 Concentracion celular de levaduras y esporas de hongos filamentosos en medio

solido.
Medio Esporas o Referencia
Cepa ; 2
células/cm

Yarrowia lipolytica ATCC 9773 PDA 1.21x10° Este trabajo
Rhizopus sp. PDA 1.24 x10° | Ramirez-Coronel 2010
Penicillium sp. PDA 9.20x10’ Ramirez-Coronel 2010
Trichoderma harzianum PDA 2.01 x10° | Ramirez-Coronel 2010
Candida pelliculosa YPD 2.5X10° | Gognies y Belarbi 2010
Saccharomyces bayanus YPD 8.1X10° Gognies y Belarbi 2010
Pichia fermentans YPD 1.9X10° Gognies y Belarbi 2010
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus YPD 1.0X10° | Gognies y Belarbi 2010
Saccharomyces cerevisiae £1278b YPD 4.0X10° Gognies y Belarbi 2010
Pichia membranifaciens YPD 1.8X10° Gognies y Belarbi 2010
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Para seleccionar la edad del in6culo para los estudios de FMS se consider6 que la curva de
crecimiento (Fig. 8.1) tiene dos etapas de crecimiento lineales. La primera se presenta al
primer dia de incubacién y la segunda en el quinto dia de incubacion. Se selecciono la edad de
inoculo de 5 dias para los estudios de FMS, ya que ademas de estar en la fase lineal de
crecimiento tiene una mayor concentracion celular que en el primer dia de incubacion.

Como se menciond previamente, la curva de cuenta de células totales y la de turbidez,
tienen un comportamiento muy similar. Por lo cual, se obtuvo una curva de calibracion (Fig.
8.3). Esta curva nos va a permitir a partir de la medicion de turbidez de la suspensién de
células predecir el No. de células/mL, con un error menor al 10%, ya que el coeficiente de
regresion de la recta ajustada es de 0.9423. Una ventaja de esta curva es que no depende de la

edad del in6culo.
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Figura 8.3 Relacion lineal entre concentracion celular (No. de células/mL) y densidad 6ptica
(420 nm).

8.1.1 Conclusiones parciales

1. El crecimiento de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en medio PDA tiene un
comportamiento de cultivo sincrénico.

2. Se selecciono el indculo de cinco dias de incubacion en medio PDA para utilizarlo en la
fermentacion en medio sélido.

Una vez seleccionada la edad del indculo se prosiguié a evaluar la produccién de lipasa por

tres cepas de Yarrowia lipolytica en FMS.

35



8.2 Produccion de lipasa por tres cepas de Yarrowia lipolytica en fermentacion en medio
solido

Se evalud la produccion de lipasa en FMS por tres cepas de Yarrowia lipolytica: Yarrowia
lipolytica ATCC 9773, Yarrowia lipolytica L0018 y Yarrowia lipolytica PC. Se empled
agrolita como soporte inerte impregnado con el medio reportado por Corzo y Revah (1999)
con modificaciones. Este estudio se realizO para disefiar la metodologia de obtencion de
extracto enzimatico y poder seleccionar una cepa para hacer estudios posteriores de
optimizacion de la produccién de lipasa por FMS. Las cinéticas se realizaron a dos
temperaturas, 30 y 40 °C. Ademéas de evaluar la actividad lipasa, se evalu6 el pH y la
morfologia de las levaduras. Se incluyé un control negativo en la fermentacion, el cual tuvo la
misma preparacion y condiciones de fermentacion que las otras muestras solo que en ausencia
de indculo. EI control negativo se incluyd para asegurarnos que la produccion de lipasa es por
las cepas utilizadas y no por alguna contaminacion microbiana.

A 30°C solo crecieron las cepas ATCC 9773 y L0018. En la Fig. 8.4 se presentan las
cinéticas de produccion de lipasa por estas dos cepas. Se observa que la cepa ATCC 9773
presenta la produccion maxima de lipasa (2.26 U/gs) a las 24 horas de fermentacion y la cepa
L0018 obtuvo un valor maximo (1.0 U/gs) a las 48 horas de fermentacion. Los valores de
actividad lipasa del control negativo siempre fueron inferiores a las 0.1 U/gs, asegurandonos

de esta manera que no hay produccidn de lipasa por alguna contaminacion.
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Figura 8.4 Cinéticas de produccion de lipasa en fermentacion en medio sélido a 30°C.
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (e), Yarrowia lipolytica L0018 (m), Control negativo (4).
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Con respecto a la evolucion del pH en las fermentaciones a 30°C. El pH del extracto de
ambas cepas (Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018) en el inicio de la
fermentacion tiene un valor de alrededor de 6.8 y tiene un ligero descenso en el primer dia de
fermentacion. En los dias posteriores este asciende a valores de alrededor de 7 (Fig. 8.5). En
los reportes de Dominguez y col. (2003a) y Dominguez y col. (2003b) de produccion de lipasa
por Yarrowia lipolytica en FMS y FSm respectivamente observaron este mismo
comportamiento en la evolucion del pH. Estos autores asocian el primer descenso del pH a la
liberacion de &cidos grasos por la presencia de las lipasas producidas; y atribuyen un ligero
incremento en los valores del pH durante la Gltima etapa de los cultivos a la ocurrencia de la
lisis celular. En el estudio de produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en FSm reportado
por Corzo y Revah (1999) se asocia un primer descenso del pH a la produccion de acidos
organicos tales como acido citrico y un subsecuente incremento en el pH como consecuencia

del consumo de los &cidos y de protedlisis.
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Figura 8.5 Evolucion del pH durante la fermentacion en medio solido a 30°C. Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 (e), Yarrowia lipolytica L0018 (m), Control negativo (#).

Las muestras obtenidas durante las cinéticas fueron utilizadas para tomar microfotografias
del cultivo. Aunque Yarrowia lipolytica L0018 presenté morfologia tipo micelio en el primer
dia de fermentacion, tanto esta cepa como Yarrowia lipolytica ATCC 9773 presentaron de
manera predominante una morfologia tipo levadura (células individuales ovaladas) en los dias

analizados (Figuras 8.6 y 8.7). Por lo tanto, no se encontré una relacion entre la maxima

37



produccion de lipasa con alguna morfologia en particular, ya que la morfologia permanecio
constante durante los dias analizados en la fermentacion. En el reporte de Novotny y col.
(1994) no encontraron una correlacion general entre altos niveles de produccién de lipasa
extracelular y la formacion de micelio al evaluar 6 diferentes cepas de levaduras lipoliticas
(entre las cepas evaluadas estaba Yarrowia lipolytica). De manera contraria, en el reporte de
Bushan y Hoondal (1997), los autores observaron en una cepa de Candida sp. que ciertos
compuestos organicos (acido nitrilotriacético, octanol, hexanol, xileno, naftaleno y camfor) e
inorgénicos (Ni**, Ca?*, Co**, Cr*" y Se05*) incrementaban la produccién de lipasa y a su vez

la formacién de micelio.
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Figura 8.6 Microfotografias (objetivo 40 X) de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 durante la

FMS a 30°C.
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Figura 8.7 Microfotografias (objetivo 40 X) de Yarrowia lipolytica L0018 durante la FMS a

30°C.

A 40°C solo crecio la cepa Yarrowia lipolytica PC, aunque los valores de actividad
alcanzados estan muy por debajo de los presentados por las otras dos cepas a 30°C. Los
valores maximos de actividad alcanzados fueron de alrededor de 0.3 U/gs a las 24 y 48 horas
de fermentacion (Fig. 8.8). El control negativo mostr6 valores de actividad inferiores a 0.1
U/gsi por lo tanto los valores bajos de actividad obtenidos por Yarrowia lipolytica PC no

fueron por la presencia de contaminacion bacteriana.
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Figura 8.8 Cinética de produccion de lipasa en fermentacidon en medio sélido a 40°C.
Yarrowia lipolytica PC (A), Control negativo (4).
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La evolucion del pH del extracto de Yarrowia lipolytica PC a 40°C mostré6 un
comportamiento muy similar al de las otras dos cepas a 30°C. Inicia el pH con un valor de
alrededor de 6.9, baja ligeramente a las 24 horas de fermentacion y en los ultimos dias
analizados incrementa a un valor de alrededor de 8 (Fig. 8.9).

Las microfotografias de Yarrowia lipolytica PC a 40°C presentaron una mayor proporcion
de morfologia tipo micelio (Fig.8.10), sin embargo, no se encontrd una relaciéon entre la
produccién de lipasa y la induccion de la formacién de micelio ya que esta permanecio

constante durante los dias analizados en la fermentacion.
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Figura 8.9 Evolucion del pH durante la fermentacion en medio solido a 40°C. Yarrowia
lipolytica PC (A), Control negativo (4).
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Figura 8.10 Microfotografias (objetivo 40 X) de Yarrowia lipolytica PC durante la FMS a
40°C.

Tanto la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 como Yarrowia lipolytica L0018
presentaron los mayores valores de actividad lipasa al ser incubadas a 30°C. Siendo este el
criterio para la seleccion de estas dos cepas para realizar los siguientes estudios de extraccién
de lipasa de la materia fermentada empleando soluciones de detergentes. Por sus bajos niveles
de produccion de lipasa se descart6 la cepa Yarrowia lipolytica PC.

A partir de estas cinéticas se pudo identificar el tiempo de maxima produccion de lipasa
para cada una de las cepas; el cual sera usado para detener la fermentacion en los estudios
posteriores.

8.2.1 Conclusiones parciales
1. De las cepas de Yarrowia lipolytica probadas, la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773
presenta la mayor produccion de lipasa extracelular y en un menor tiempo de fermentacion

al ser incubada a 30°C.
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2. Se seleccionaron las cepas Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018
para realizar los estudios de extraccion de lipasa de la materia fermentada empleando
soluciones de detergentes.

8.3 Efecto de detergentes en la extraccion de lipasa producida por Yarrowia lipolytica en

fermentacion en medio sélido

En el desarrollo de un proceso en FMS hay varios aspectos importantes, uno de ellos es la
extraccion del producto (Pandey 2003). Para establecer la metodologia de obtencion del
extracto enzimatico se realizaron estudios de extraccién de lipasa de la materia fermentada con
soluciones de detergentes. Esto con la finalidad de seleccionar un detergente a una
concentracion con la cual podamos extraer la mayor cantidad posible de lipasa. EI método
seleccionado sera utilizado en los posteriores estudios de produccion. Se selecciond la
extraccion con detergentes principalmente por tres razones: la primera es que el método de
determinacion de actividad lipasa seleccionado requiere de un extracto liquido, la segunda es
un método rapido y la tercera es por la reproducibilidad.

La estrategia seguida es la mostrada en la Fig. 8.11. El primer paso fue secar la materia
fermentada, esto con la finalidad de poder conservar valores de actividad lipasa similares a los
iniciales el tiempo suficiente para hacer los estudios de extraccion. El tiempo de fermentacion
que tenia la materia fermentada empleada en estos estudios fue de 24 horas para Yarrowia
lipolytica ATCC y 48 horas para Yarrowia lipolytica L0018 que corresponde al tiempo de
méaxima produccién de lipasa determinado por las cinéticas de estas cepas que se mostraron en

el apartado 8.2 de los resultados.
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Figura 8.11 Estrategia utilizada en la extraccion de lipasa de la materia seca fermentada.

Como se muestra en la Fig. 8.11 a la materia seca fermentada se le realizaron tres estudios
diferentes:

1) Extraccion de la lipasa extracelular con el amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100
mM pH 7.0. Posteriormente, se le determing al extracto de lipasa extracelular el efecto de
detergentes en su actividad afiadiendo los detergentes en el medio de reaccion al momento de
medir actividad lipasa. Esto con la finalidad de saber si los detergentes a las concentraciones
empleadas en las extracciones tienen un efecto activador o inhibidor.

2) Extraccion con soluciones de detergentes para determinar la cantidad de actividad lipasa
obtenida con cada detergente a las diferentes concentraciones contempladas. Se considera que
de esta manera debido a que ciertos detergentes ayudan a solubilizar enzimas ligadas a células
(Novotny y Dolezalova 1993), que se esta extrayendo lipasa extracelular y ligada a la célula.

3) Para poder verificar que el aumento en los valores de actividad lipasa son debidos a la
extraccion de no solo la lipasa extracelular sino también de la ligada a la célula debido a la
presencia de los detergentes. Se le realizaron dos lavados a la materia seca con amortiguador

para eliminar la mayor cantidad posible de lipasa extracelular. Posterior a los lavados, a la
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materia fermentada lavada se le realizaron extracciones con soluciones de detergentes, en caso
de encontrar un aumento en la actividad lipasa podernos inferir que los detergentes realmente
ayudan a solubilizar las enzimas ligadas a la célula.

Después de haber realizado los estudios mencionados anteriormente se selecciond un
detergente a una concentracion con el cual se obtuvieron los mayores valores de actividad
lipasa teniendo una idea del efecto activador o inhibidor que se tiene a esa concentracion de
detergente. La solucion de extraccion seleccionada se utilizara para hacer la extraccion de
lipasa en los estudios posteriores de optimizacion de la produccion de esta enzima.

En seguida se obtuvo una cinética de produccidon de lipasa extrayéndola con dos soluciones
de extraccion: 1) amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0 y 2) solucion de
detergente NLS 3 mM en NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0. Esto con la finalidad de
saber si la relacion de lipasa extracelular y la ligada a la célula varian con el tiempo.
Utilizando el amortiguador se hara la extraccion de lipasa extracelular y con la solucion de
detergente se conocerd la relacion de extracelular y la ligada a la célula.

A continuacion se describen los resultados obtenidos con esta estrategia.

8.3.1 Efecto de detergentes en la actividad lipasa extracelular

Los detergentes son similares a los sustratos naturales de una lipasa, tanto en términos de
estructura como en términos de la formacion de agregados, por lo tanto se espera que los
detergentes influyan en la actividad lipasa (Mogensen y col. 2005). Los detergentes y las
lipasas pueden interaccionar entre ellos, tanto en solucion como en las interfaces. Con
detergentes no idnicos y zwitterionicos las lipasas tienen interacciones principalmente
hidrofébicas, mientras que con detergentes anidnicos o catiénicos se promueven interacciones
electroestaticas relacionadas con la carga de las proteinas. Cualquiera que sea el detergente
empleado, las interacciones entre la proteina y las moléculas de detergente pueden tener varias
consecuencias en la estructura y actividad de la proteina, pero también en la interaccién entre
la proteina y la interface lipidica (Delorme y col. 2011). La interaccion detergente-lipasa es
muy especifica del detergente utilizado (Mogensen y col. 2005) ya que dependiendo de la
naturaleza del surfactante y su concentracion, pueden resultar ya sea en activacion o

desactivacion (Delorme y col. 2011).
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Los detergentes seleccionados para realizar los estudios de extraccion fueron NLS (N-lauril
sarcosina) un detergente anionico y Tritdn X-100 un detergente no iénico. La concentracion
miceliar critica (CMC) de los detergentes NLS y Triton X-100 son de 14.6 mM (20-25°C) y
de 0.2-0.9 mM (20-25°C) respectivamente. La seleccion de estos detergentes fue en base a un
reporte de Aloulou y col. 2007b, donde probaron el efecto de detergentes en la actividad de
una lipasa de Yarrowia lipolytica (YLLIP2). En la presencia de detergentes no ionicos y
anionicos encontraron comportamientos similares; a bajas concentraciones de este tipo de
detergentes hubo activacion y conforme aumentaba la concentracion comenzaban a disminuir
los valores de actividad. Ademas, en este reporte encontraron que la enzima YLLIP2 no
mostro actividad en presencia de detergentes catidnicos o zwitterionicos.

Como se menciond, Aloulou y col. (2007b) demostraron que detergentes seleccionados en
este trabajo pueden llegar a activar o inhibir la actividad de una de las lipasas que representa la
mayor proporcion de actividad extracelular en Yarrowia lipolytica. Por lo cual, se decidio
ademas de hacer estudios de extraccion con los dos detergentes a diferentes concentraciones
hacer un estudio del efecto de las mismas concentraciones de los detergentes en la actividad de
un extracto extracelular. Esto para poder verificar que el aumento en la actividad al hacer las
extracciones con los detergentes no solo era debido a un efecto de activacion sino que a su vez
tuviéramos una mayor extraccion de lipasa.

Los resultados obtenidos del efecto de ambos detergentes en la actividad del extracto
extracelular de las cepas Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018 se
presentan en las Fig. 8.12A-B.

También se hicieron estudios de extraccion con la materia seca fermentada obtenida con la
cepa Yarrowia lipolytica PC pero los valores de actividad lipasa eran muy bajos ain en la
presencia de los detergentes (resultados no mostrados) por lo cual se optd por no realizar estos

estudios con esta cepa.
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Figura 8.12 Efecto del detergente en la actividad del extracto extracelular. Detergentes
probados: (A) NLS mM y (B) Triton X-100. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (e), Yarrowia
lipolytica LOO18 (m).

En la Fig. 8.12A podemos observar que el NLS a las concentraciones probadas solo tiene
efecto de activacion, la unica excepcién fue a la concentracion 10 mM con la cepa Yarrowia
lipolytica L0018 donde se ve un pequefio efecto de inhibicidn. La concentracién de NLS a la
cual se da el mayor efecto de activacion es 2 mM para ambas cepas. A esa concentracion de
detergente el valor de actividad del extracto de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 es dos veces
mayor con respecto a la actividad en ausencia del detergente y en el caso del extracto
Yarrowia lipolytica L0018 aumenta su valor de actividad 0.6 veces.

En el caso del detergente Triton X-100 (Fig. 8.12B) por arriba de la concentracion 0.05 mM
hay un efecto de inhibicion en ambas cepas. Resultados similares fueron obtenidos por
Aloulou y col. (2007b). EI aumento de la concentracion del a partir de 0.05 mM de Triton X-
100 provoca una disminucion grande de la actividad lipasa. A la concentracion de 0.05 mM de
Triton X-100 la actividad del extracto de Yarrowia lipolytica ATCC 9773 muestra un efecto
de activacion de casi el doble con respecto al valor de la actividad en ausencia del detergente.
A esta misma concentracion del detergente Triton X-100 el extracto de Yarrowia lipolytica
L0018 conserva el valor de actividad obtenido en ausencia del detergente.

El comportamiento de la actividad en presencia de los detergentes en ambas cepas fue
similar. Un rapido ascenso de la actividad a un nivel mas alto que en amortiguador, seguido de
una disminucion en la actividad enzimatica, completando este comportamiento antes de la
CMC de cada detergente. Este efecto inhibitorio por debajo de la CMC también fue observado

en el reporte de Aloulou y col. 2007b al probar varios detergentes en YLLIP2. En un estudio
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de Mogensen y col. (2005) se observd este mismo comportamiento con otros detergentes
neutros (no idnicos y switterionicos) en una de las lipasas mejor estudiadas, la lipasa de
Thermomyces lanuginosus (TIL). Los detergentes no idénicos probados fueron: alquil
maltosidos (de cadena de 8 y 12 atomos de carbono), octil glucosido (de cadena de 8 atomos
de carbono), fosfatidilcolinas (de cadena de 6, 7 y 8 atomos de carbono), lisofosfatidilcolinas
(de cadena de 12 y 14 atomos de carbono) y lisofosfatidilglicerol (de cadena de 14 &omos de
carbono). En este mismo estudio al probar detergentes cationicos (bromuros de alquil
trimetilamonio de cadena de 12, 14 y 16 atomos de carbono) vy anionicos (SDS, dodecil
sulfato de sodio; SDeS, decil sulfato de sodio; SDSulfonato, dodecil sulfonato de sodio). Se
observé el mismo comportamiento que con los detergentes neutros solo que la concentracién a
la cual los detergentes se activaron e inhibieron se traslapa con la transicion de los detergentes
de mondmeros a micela, la CMC.

Como se menciond previamente, los detergentes y las lipasas pueden interactuar entre ellos
tanto en solucién como en las interfaces ocasionando ya sea inhibicion o activacion. Existen
diversas explicaciones de la activacion e inhibicion de las lipasas en presencia de detergentes.

Mogensen y col. (2005) atribuyen la activacion a que las moléculas de detergente se unen a
la region del sitio activo, induciendo un cambio conformacional en la enzima, la apertura de la
tapa, facilitando la union del sustrato. La inhibicion ocurre cuando moléculas de detergente
adicionales se unen a la region del sitio activo, bloqueando el acceso del sustrato. Esta idea es
apoyada por Delorme y col. (2011), los cuales hacen una revision del efecto de los
surfactantes en la estructura, actividad e inhibicion de las lipasas. Mencionan que el
surfactante B-octil glucdsido ha sido empleado a concentraciones por arriba de la CMC para
inducir y estabilizar la forma activa de varias lipasas fungicas, incluyendo Candida rugosa,
Humicola lanuginosa y Rhizopus delemar.

Los surfactantes pueden tener efectos inhibitorios alterando la adsorcion de la lipasa en la
interface lipido-agua. Procesos inhibitorios de este tipo pueden ser provocados de distintas
manera. La primera, podria ser remplazando a la proteina en la superficie, esto puede ocurrir
cuando los detergentes compiten con la lipasa por la adsorcion en la interface, cuando las
interfaces estan saturadas por los monémeros de surfactantes, la lipasa es regresada a la fase

acuosa, donde permanece inactiva. Una segunda explicacion es por la union del detergente a la
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proteina, ocasionando su desorcion o previniendo que alcance la interface (Delorme y col.
2011).

De igual manera Aloulou y col. (2007b) mencionan que la inhibicion de YLLIP2 por los
detergentes es debido a que los detergentes previnieron la unién de la enzima a la interface del
sustrato lipidico. Ademas mencionan que los mondmeros de detergente pueden formar
complejos con la lipasa por la interaccion con sus superficies hidrofobicas y estos complejos
pueden ser solubilizados en la fase acuosa.

Cuando se emplean a altas concentraciones, los detergentes idnicos pueden causar el
desplegamiento parcial o completo de la estructura terciaria de las proteinas (Aloulou y col.
2007b y Delorme y col. 2011). Aunque se ha encontrado que las sales biliares, detergentes
anionicos, no perjudican la estructura de la lipasas digestivas (Delorme y col. 2011). Por lo
tanto, los efectos de los detergentes en las lipasas son altamente variables y depende
fuertemente tanto de la lipasa, como del detergente.

8.3.2 Extraccion de lipasa de materia seca fermentada

En las Fig. 8.13A-B se muestran los resultados de la extraccion de lipasa de la materia seca

fermentada utilizando soluciones de ambos detergentes a diferentes concentraciones para

ambas cepas.
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Figura 8.13 Extraccion de lipasa de la materia seca fermentada con soluciones de detergentes.
Detergentes probados: (A) NLS mM y (B) Triton X-100. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (e),
Yarrowia lipolytica L0018 (m).

Se tuvieran los valores mas altos de actividad lipasa en los estudios de extraccion (Fig.
8.13A-B) que en los de efecto del detergente sobre la actividad lipasa (Fig. 8.12A-B). A

48



concentraciones mas altas de detergentes se obtuvieron los valores mas altos de actividad
lipasa en los estudios de extraccion con respecto a las concentraciones a las cuales se tiene un
mayor efecto de activacion.

Podemos observar de las Fig. 8.13A-B que para ambas cepas se alcanzan los valores mas
altos de actividad lipasa al realizar la extraccion con NLS 3.0 mM. En el caso de Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 hay un aumento de 6 veces en el valor de actividad lipasa que con
respecto a los valores de actividad en ausencia de NLS. Como se menciond previamente la
maxima activacién por este detergente es de dos veces con respecto a la actividad en ausencia
de NLS, por lo tanto tenemos evidencias para inferir que la actividad adicional es debido a la
extraccion de més lipasa que también estd activada. Algo similar ocurrié con la cepa
Yarrowia lipolytica L0018. Por lo tanto se elige el detergente NLS a la concentracién 3.0 mM
para hacer la extraccion de la lipasa de la materia seca fermentada en estudios posteriores de
optimizacion de la produccion de lipasa.

Como se menciono previamente también se hicieron estudios de extraccion con la materia
seca fermentada lavada dos veces con amortiguador. En las Fig. 8.14A-B se muestran los
valores de actividad lipasa obtenidos después de cada extraccién o lavado con amortiguador
de la materia seca fermentada de las dos cepas manejadas. Podemos observar que hay un

descenso grande en el valor de actividad después del segundo lavado.
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Figura 8.14 Valores de actividad lipasa posterior a lavados sucesivos de la materia seca
fermentada con amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0 empleada en los
estudios de extraccion con la solucion del detergente NLS. A-1, A-2 y A-3: primera, segunda
y tercera extraccion respectivamente. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (A), Yarrowia
lipolytica L0018 (B).

B

N
©c o
o o K

o
~

Actividad (U/g,)

o
o
()

Actividad (U/g,s)
o U1 B~ CH)'I N ol

Posterior a los lavados se hicieron extracciones con el detergente NLS utilizando la materia

seca fermentada lavada dos veces esto se muestra en la Fig. 8.15 para las dos cepas. Cabe
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resaltar de estas graficas que los mayores valores de actividad lipasa se obtuvieron a la
concentracion 3 mM de NLS, misma concentracion con la cual se obtuvieron los valores

maximos de actividad al hacer las extracciones con la materia seca fermentada sin lavados.
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Figura 8.15 Extraccion de lipasa de materia seca fermentada con la solucién del detergente
NLS posterior a los dos lavados con amortiguador de NaH,PO4 100mM, NaCl 100 mM pH
7.0. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (e), Yarrowia lipolytica L0018 (m).

En las Fig. 8.16A-B se muestran los valores de actividad lipasa obtenidos después de cada
extraccion o lavado con amortiguador de la materia seca fermentada de las dos cepas
manejadas, esta materia seca fermentada lavada se utilizara para los estudios de extraccién con
soluciones del detergente Tritdn X-100. Podemos observar que hay un descenso grande en el

valor de actividad después del segundo lavado con amortiguador.
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Figura 8.16 Valores de actividad lipasa posterior a lavados sucesivos de la materia seca
fermentada con amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0 empleada en los
estudios de extraccion con la solucion del detergente Triton X-100. A-1, A-2 y A-3: primera,
segunda y tercera extraccion respectivamente. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (A), Yarrowia
lipolytica L0018 (B).
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Posterior a los lavados se hicieron extracciones con el detergente Triton X-100 utilizando la
materia seca fermentada lavada dos veces estos resultados se muestran en la Fig. 8.17 para las
dos cepas. De estas graficas podemos observar que los mayores valores de actividad lipasa no
se obtienen a la misma concentracion de Triton X-100 como cuando se hicieron las
extracciones de la materia secada fermentada sin lavados. Para la cepa Yarrowia lipolytica
L0018 se movio el maximo de 0.1 a 0.05 mM de Triton X-100 y para la cepa Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 se movié de 0.2 a 0.1 mM de Tritdn X-100 de la materia seca
fermentada sin y con lavados respectivamente.
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Figura 8.17 Extraccidn de lipasa de materia seca fermentada con la solucion del detergente
Triton X-100 posterior a los dos lavados con amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100
mM pH 7.0. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (e), Yarrowia lipolytica L0018 (m).

De las graficas de los lavados sucesivos con amortiguador de NaH,PO4 100mM, NaCl 100
mM pH 7.0 podemos observar que, a pesar de que hay un descenso en la actividad posterior a
cada lavado, esta no es nula. Fickers y col. (2005b) mencionan que en contraste con Lip2, la
cual es secretada al final de la fase de crecimiento, Lip7 y Lip8 se asocian principalmente a la
pared celular. Estas dos ultimas podian ser facilmente liberadas al lavar la célula con
amortiguador de fosfatos. Por lo tanto, que la actividad posterior a los lavados no sea nula se
puede asociar a la liberacion de estas enzimas o al efecto mecanico de choque de la agrolita
con la biomasa y con esto la liberacion de lipasa ligada a la célula o que la eficiencia de
extraccion de la lipasa extracelular con el amortiguador no es del 100%.

En las Tablas 12.7-12.10 (Anexo 12.3) se muestra un resumen de los estudios del efecto de

los detergentes NLS y Triton X-100 en la actividad y extraccion con y sin lavados de la
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materia seca fermentada para ambas cepas. En estas tablas se encuentra la resta de la
activacion por la extraccion menos la activacion del extracto extracelular a las diferentes
concentraciones de detergentes evaluadas. En las Tablas 12.7 y 12.8 se observa que la resta de
la activacion por la extraccion, de la materia seca fermentada con y sin lavados, a la activacion
del extracto extracelular empleando la solucion de NLS a cualquiera de las concentraciones
probadas para ambas cepas siempre genera valores positivos. Podemos inferir que el resto de
la activacion es debido a una mayor extraccion de lipasa que esta activada. Esto mismo ocurre
para las soluciones de Triton X-100 (Tablas 12.9 y 12.10), a excepcion de la cepa de Yarrowia
lipolytica L0018 para las concentraciones mas altas de este detergente, estas restas generan
valores negativos. Esto nos indica que este detergente inhibe la lipasa y no favorece la
extraccion a esas concentraciones de detergente.

El empleo de detergentes en la extraccion de lipasa se ha estudiado en otras cepas de
Yarrowia lipolytica. En el reporte de Corzo y Revah (1999) las células obtenidas fueron
lavadas dos veces con una solucion de NaCl 0.85% y fueron posteriormente resuspendidas en
amortiguador de fosfatos 0.02 mM (pH 4.5) con y sin Tween 80 (0.5 mg/mL). Después de 3
horas de incubacién a 37°C la actividad lipasa en presencia de Tween 80 fue tres veces
superior a la obtenida en ausencia de este detergente. Al realizar la determinacion de biomasa,
esta no era significativamente diferente en estos dos medios. Por lo tanto, sugieren que el
Tween 80 afecta la permeabilidad de la célula incrementando la secrecion de la lipasa.

Rodriguez y col. (2006) evaluaron la extraccion de lipasa de materia fermentada
(empleando bagazo de cafia como soporte impregnado con medio liquido) de Rhizopus
homothallicus empleando diversas soluciones de extraccion; con la solucién de Triton X-100
0.5% (p/v) obtuvieron los mejores resultados de actividad lipasa; aproximadamente dos veces
mas que la que se obtuvo de un extracto obtenido presionando mecanicamente los sélidos
fermentados. Los autores sugieren que esto ocurre ya sea porque el rendimiento de extraccién
es mejor o porque probablemente ocurri¢ la activacion de la enzima.

En el reporte de Najjar y col. (2011), las celulas obtenidas de la fermentacion fueron
lavadas con una solucion de NaCl 0.85%, se incubaron 90 min en amortiguador de fosfatos

(pH 6.8) con o en ausencia de varios detergentes. Posteriormente, las células se centrifugaron
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y se estimé la actividad asociada a las células y en el sobrenadante. Con Tritén X-100 a una
concentracion de 1.5 mM se recuperd casi la totalidad de la actividad enzimética.

En el presente trabajo también se probo Triton X-100 y con lo anterior se corrobora que
este detergente ayuda a liberar la lipasa ligada a la célula sin afectar negativamente la
actividad. Aunque el Triton X-100 ayudd a extraer la lipasa, con el detergente NLS se
obtuvieron mayores valores de actividad lipasa al realizar las extracciones.

Por lo tanto, a partir de los estudios de extraccion se selecciono la solucion del detergente
NLS 3 mM en amortiguador NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0 para realizar las
extracciones de lipasa de la materia fermentada en los posteriores estudios de optimizacion de
la produccion de lipasa.

Para los siguientes estudios queda descartada la cepa Yarrowia lipolytica PC y solo se
utilizaran las dos cepas restantes.

Cabe resaltar que en los estudios de extraccion nos aseguramos que el medio de reaccion
para medir actividad lipasa tuviera la misma concentracion de detergente que la solucion con
la cual se extrajo la enzima. De ahora en adelante en el medio de reaccion solo habra
amortiguador como originalmente se estaba midiendo actividad. De esta manera tenemos que
considerar que se va a diluir el detergente en el medio de reaccion y de acuerdo a los estudios
de efecto de detergentes en la actividad del extracto extracelular (Fig. 8.12A-B), habré una
disminucidn en los valores de actividad obtenidos en los estudios que continuaran.

8.3.3 Cinéticas de produccién de lipasas

Se realizaron cinéticas de produccion de lipasa utilizando las dos cepas seleccionadas
previamente: Yarrowia lipolytica ATCC 9773 y Yarrowia lipolytica L0018. Para cada cepa se
realizaron dos cinéticas. En una cinética se realizo la extraccion de lipasa extracelular de la
materia fermentada utilizando amortiguador NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0. En la
segunda cinética se realizo la extraccién de la lipasa con NLS 3 mM en NaH,PO, 100mM,
NaCl 100 mM pH 7.0, la solucion de detergente previamente seleccionada en los estudios de
extraccion de lipasa de la materia seca fermentada, con lo cual se realizo la extraccion de
lipasa extracelular y la ligada a la célula.

En la Fig. 8.18A-B se muestran las cinéticas de produccién de lipasa mencionadas

previamente. Se puede observar que para la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (Fig. 8.18A)
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la lipasa extracelular a partir de las 20 horas permanece més o menos constante alrededor de
0.7 Ulgsi en el tiempo analizado. Al realizar la extraccion con la solucion de NLS 3 mM de
igual manera a partir de las 20 horas el valor de actividad permanece mas 0 menos constante
alrededor de 6 U/gsi en el tiempo analizado. Por lo tanto, para esta cepa la actividad lipasa
extraida con el detergente NLS, que incluye una suma de la extracelular y la ligada a la célula,
permanece mas 0 menos constante a partir de las 20 horas hasta las 48 horas analizadas.
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Figura 8.18 Cinética de produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica en fermentacion en
medio sélido. Yarrowia lipolytica ATCC 9773 (A), Yarrowia lipolytica L0018 (B). Extraccion
con: (#) amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0, (e) NLS 3 mM en
amortiguador de NaH,PO, 100mM, NaCl 100 mM pH 7.0.

Para la cepa Yarrowia lipolytica L0018 se observa un comportamiento similar a la otra cepa
en la extraccion de lipasa extracelular; esta permanece constante a partir de las 20 horas de
fermentacion pero con un valor de actividad de 0.3 U/gsi (Fig. 8.18B). Los valores de
actividad lipasa extraida con el detergente no permanecen constantes como en el caso de la
otra cepa, la actividad aumenta a partir de las 20 horas hasta llegar a un méximo a las 36 horas
con un valor de 9 U/gsi.

Es importante mencionar el hecho de que en la produccion de lipasa por diferentes cepas de
Yarrowia lipolytica, gran parte de la lipasa se encuentra ligada a la célula (Pereira-Meirelles y
col. 2000, Fickers y col. 2004, Fickers y col. 2005b, Deive y col. 2010, y Najjar y col. 2011).
Por lo tanto, se justifica el establecimiento de una metodologia de extraccion de lipasa
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empleando soluciones de detergentes que permeabilizan la membrana para asi extraer la lipasa
ligada a la célula y volver mas eficiente la extraccion.

En los reportes de Pereira-Meirelles y col. (2000) y Najjar y col. (2011) se observo un
comportamiento muy similar de la distribucién de la lipasa en los cultivos. En las primeras
horas del cultivo la mayor proporcion de la actividad total era ligada a las células. La lipasa
ligada a las células llega a un méaximo a partir del cual empieza a descender y al mismo tiempo
aumenta la cantidad de lipasa extracelular. Fickers y col. (2004) observo lo mismo pero
mediante un analisis de Western blot con el cual analizaron la ubicacién de la lipasa Lip2
durante el crecimiento de una cepa mutante sobreproductora. Se percataron de que en la etapa
temprana del cultivo, durante la fase de crecimiento exponencial, cuando el &cido oleico (la
fuente de carbono) es abundante en el medio, las lipasas estan principalmente localizadas en la
membrana. Posteriormente, las lipasas son liberadas al caldo de cultivo conforme la
concentracion del acido oleico comienza a disminuir. Encontrdndose entonces localizadas
principalmente en la fraccion del citosol y del sobrenadante.

Se observd un comportamiento un poco distinto en los reportes de Fickers y col. (2005b) y
Deive y col. (2010) con respecto al de los reportes anteriores, pero muy similar al encontrado
en el presente estudio. Tanto la actividad extracelular como la total llegan a un méaximo a
partir del cual se mantienen constantes durante un determinado tiempo. Siendo los valores de
actividad lipasa total muy superiores a los de la actividad de la lipasa extracelular. En el
reporte de Deive y col. (2010) encontraron que la actividad intracelular, extracelular y la
ligada a la membrana constituyen aproximadamente el 2, 10 y 88% de la cantidad total,
respectivamente. Fickers y col. (2005b) evaluaron la produccion de las lipasas Lip7 y Lip8
encontrando que estas se asocian principalmente a la pared celular.

Cabe resaltar que finalmente se selecciond a la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 para
los posteriores estudios de optimizacion de la produccion de lipasa. Esto principalmente por
dos razones. La primera razon es porque los valores de actividad son similares a los de la otra
cepa, Yarrowia lipolytica L0018. La segunda es que los valores de actividad lipasa extraidos
con la solucion de NLS 3mM para la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en un lapso de un

dia son mas o menos constantes, lo cual nos permite en los disefios experimentales
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asegurarnos que la lipasa extraida con la solucion de detergente es mas 0 menos constante y no
varia en funcion del tiempo de fermentacion.
8.3.4 Conclusiones parciales
1. Se obtuvieron los mayores valores de actividad lipasa extrayendo de la materia seca
fermentada de las dos cepas de Yarrowia lipolytica probadas con la solucion del detergente
NLS 3 mM.
2. Se seleccion0 el detergente NLS 3 mM para realizar la extraccion de lipasa de la materia
fermentada en los posteriores estudios de optimizacién de la produccion de lipasa en FMS.
3. La actividad lipasa obtenida mediante la extraccion con la solucion de NLS 3 mM es
constante durante 1 dia aproximadamente a partir de las 24 horas de fermentacién para
Yarrowia lipolytica ATCC 9773.
4. Se selecciond a la cepa Yarrowia lipolytica ATCC 9773 para los posteriores estudios de
optimizacion de la produccion de lipasa en FMS.
8.4 Optimizacion de la produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en
fermentacion en medio sélido
La Gltima parte de la tesis fue la optimizacion de la produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 en fermentacion en medio sélido y tuvo por objetivo mejorar los
niveles de actividad. El primer estudio que se realiz6 fue la comparacion de dos inductores
mediante una cinética. Posteriormente, se realizaron cinéticas de diferentes concentraciones
del medio de cultivo basal. Para finalmente presentar los estudios de optimizacion empleando
la metodologia de superficie de respuesta.
8.4.1 Efecto del inductor sobre la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC
9773 en fermentacion en medio sélido
Un factor importante en la produccion de lipasa es el tipo de inductor empleado.
Generalmente, en la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica y en otros microorganismos
se emplea como inductor el aceite de oliva. Sin embargo, existen diversos reportes en los que
comparan este aceite con el aceite de girasol, resultando este ltimo como mejor inductor para
la produccion de lipasa empleando Yarrowia lipolytica tanto en FSm (Dominguez y col. 2003b
y Babu y Rao 2007a) como en FMS (Dominguez y col. 2003a). Para verificar que el aceite de

girasol es mejor inductor se realizO una comparacion de la produccion de lipasa mediante
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cinéticas empleando ambos aceites vegetales (Fig. 8.19). En la Fig. 8.19 podemos observar
que la méaxima produccién de lipasa se alcanza a los 1.5 dias de fermentacion con ambos
aceites. Sin embargo, el nivel de actividad obtenido empleando el aceite de girasol es
alrededor de 10 U/gsi mayor que la actividad obtenida con aceite de oliva. Aun que es menor
la produccion empleando el aceite de oliva se observa que la produccién se mantiene constante
durante més tiempo.
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Figura 8.19 Cinética de comparacion de los inductores: aceite de girasol (@) y aceite de oliva
(m) sobre la produccion de lipasa.

En la Tabla 8.2 se muestran algunos reportes en los cuales comparan diferentes inductores,
incluido el aceite de girasol, empleando diferentes microorganismos tanto en FMS como en
FSm. Resultando el aceite de girasol como el mejor inductor en los microorganismos:

Yarrowia lipolytica, Rhizopus delemar y Thermus thermophilus.
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Tabla 8.2 Estudios en los cuales comparan la produccién de lipasa empelando diferentes tipos
de inductores lipidicos.

Microorganismo

Tipo de
fermentacién

Inductores comparados

Referencia

Yarrowia lipolytica

FMS

*Aceite de girasol
Aceite de oliva
Aceite de maiz

Dominguez y col.
2003a

Yarrowia lipolytica

FSm

Acido oleico
Aceite de oliva
*Aceite de girasol
Tributirina

Dominguez y col.
2003b

Yarrowia lipolytica

FSm

*Aceite de girasol
Aceite de oliva
Tributirina

Babu y Rao 2007a

Rhizopus homothallicus

FMS

Aceite de maiz
Aceite de nuez
Aceite de olivo
Aceite de cacahuate
Aceite de semilla de uva
Aceite de girasol

Rodriguez y col.
2006

Rhizopus delemar

FSm

Aceite de soya
*Aceite de girasol
Aceite de avellana

Aceite de oliva

Aceite de maiz

Acikel y col. 2011

Metarhizium anisopliae

FSm

Aceite de babasu Aceite de canola
Aceite de oliva *Aceite de arroz
Aceite de girasol Aceite de palma
Aceite de linaza Grasa de cerdo
Aceite de soya Aceite de sésamo
Aceite de maiz Grasa de bovino
Aceite de semilla Grasa de soya

de algoddn hidrogenada

Silva y col. 2005

Thermus thermophilus

FSm

Aceite de olivo
*Aceite de girasol
Aceite de coco
Tributirina

Deive y col. 2009

Bacillus subtilis

FSm

Aceite de oliva
Aceite de girasol
Aceite de soya
*Aceite de sésamo
Aceite de maiz

Takac y Marul
2008

* mejor inductor.

Es interesante observar que con la cepa de Rhizopus homothallicus en FMS se produjeron

niveles similares de actividad lipasa al probar el efecto de seis diferentes aceites vegetales

(Rodriguez y col. 2006). Siendo esto una ventaja ya que se puede elegir el aceite mas barato o

disponible para la produccion de lipasa a escala industrial. Para los microorganismos

Metarhizium anisopliae y Bacillus subtilis se encontré que el aceite de maiz y el de sésamo
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fueron los mejores inductores respectivamente. A pesar de esto, los autores escogen emplear el
aceite de soya y el de girasol, basado en la disponibilidad y el costo local, para producir
lipasas con Metarhizium anisopliae. En el caso de Bacillus subtilis el aceite de sesamo se
encontraba como mejor inductor y seguido de esta estaba el aceite de girasol.

En algunos de los estudios en los cuales se obtiene la mayor produccion de lipasa
empleando como inductor al aceite de girasol atribuyen esto a la composicion en acidos grasos
del aceite de girasol (Dominguez y col. 2003a y Taka¢ y Marul 2008). En la Tabla 8.3 se
muestra la composicién en acidos grasos de diversos aceites vegetales, incluido el aceite de
girasol, segun se ha encontrado en diversas referencias (Taka¢ y Marul 2008, Mittelbach 1990
y Noor Lida y col. 2002). El aceite de girasol tiene un alto contenido en &cido linoleico
(C18:2) seguido de &cido oleico (C18:1), acido palmitico (C16:0) y acido estearico (C18:0).
En el reporte de Dominguez y col. (2003a) y en el de Takac y Marul (2008) se considera que
el alto contenido en acido linoleico juega el papel mas importante en la induccion de lipasa.
Takac y Marul (2008) corroboran esto al evaluar de manera independiente los &cidos grasos,

siendo el mejor inductor de la produccion de lipasa el &cido linoleico.

Tabla 8.3 Composicidn de acidos grasos de algunos aceites vegetales (Taka¢ y Marul
2008, Mittelbach 1990 y Noor Lida y col. 2002).

, Acido graso (%
Aceite vegetal C16:0 c:16:1g Cl(8:0) C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C20:1
Aceite de girasol 7 0.09 4 25 64 0.08 0.14 0.13
Aceite de olivo 12 0.82 3 73 9 0.64 0.45 0.33
Aceite de sésamo 6 0.1 4 36 53 0.11 0.29 0.19
Aceite de soya 14 0.14 3 25 51 6 0.31 0.25
Aceite de maiz 12 0.17 2 28 57 0.86 0.30 0.19

Por lo tanto, en los siguientes estudios de este trabajo se usara aceite de girasol como
inductor para la sintesis de lipasa.
8.4.2 Efecto de diferentes concentraciones del medio de cultivo basal sobre la produccion
de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en fermentacion en medio s6lido

Como paso preliminar a la optimizacién se evalué el efecto de diferentes concentraciones
del medio de cultivo basal sobre la produccién de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773

en FMS mediante cineticas. Este estudio se realizd para establecer los niveles de los
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componentes del medio de cultivo basal del primer disefio experimental determinando un
rango de la concentracion de estos.

En la practica se desconoce la ubicacion del punto éptimo por lo que existe la posibilidad
de que la metodologia de superficie de respuesta lleve a un 6ptimo local, y no al 6ptimo
(Gutiérrez-Pulido y De la Vara-Salazar 2008). Para tratar de evitar esto se evalué un intervalo
amplio de las concentraciones del medio de cultivo basal.

Se evaluaron las concentraciones 1, 2, 4, 6, y 8 veces concentrado (1X, 2X, 4X, 6X y 8X)
del medio de cultivo basal empleado para la produccion de lipasa reportado por Corzo y
Revah (1999) con modificaciones. Las cinéticas obtenidas se muestran en el Anexo 12.4. De
las cinéticas se obtuvo la productividad de cada uno de estos medios la cual se muestra en la
Fig. 8.20. La productividad se calculd con el cociente de la actividad lipasa maxima entre el

tiempo de fermentacidn con el cual se obtuvo la actividad lipasa maxima.
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Figura 8.20 Productividad de lipasa empleando diferentes concentraciones del medio de

cultivo basal.

Se realiz6 un analisis estadistico de la productividad de lipasa empleando diferentes
concentraciones del medio de cultivo basal. A partir del analisis de varianza (Tabla 12.11,
Anexo 12.4) sabemos que el valor-P = 0.0097, es menor al nivel de significancia (0=0.05) lo
que indica que la productividad de lipasa de al menos dos concentraciones del medio de
cultivo basal son estadisticamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Para saber entre cuales medios existe una diferencia significativa en cuanto a la
productividad de lipasa se emple6 el método de Tukey. El resultado de esta prueba se muestra
en la Tabla 12.12, Anexo 12.4. Estadisticamente la productividad de lipasa empleando el
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medio 2X es significativamente diferente a los medios 1X, 6X y 8X con un nivel de confianza
del 95%. Por lo tanto hay evidencias estadisticas de que al emplear el medio 2X hay mayor
productividad que los medio 1X, 6X y 8X. A partir de esto se selecciondé como nivel bajo la
concentracion 2X de los componentes del medio de cultivo basal. Como no se encontraron
diferencias estadisticas entre la productividad de lipasa empleando los medios 4X, 6X y 8X se
decidio elegir como nivel alto el medio 6X. De manera que el rango de las concentraciones de
los componentes del medio no fuera demasiado amplio.

Concentraciones altas de los componentes del medio de cultivo basal (medios 6X y 8X) no
inhibieron de manera significativa la productividad de lipasa con respecto a medios de menor
concentracion (Figura 8.20). En el reporte de Babu y col. (2007a), al evaluar la concentracion
de glucosa en la produccién de lipasa empleando una cepa de Yarrowia lipolytica en FSm se
observo una disminucion de la actividad por arriba de la concentracion de glucosa de 20g/L,
concentracion muy por debajo de las empleadas en los medios mas concentrados en el
presente trabajo. El hecho de que la productividad de lipasa no disminuyera de manera
significativa en estos medios tan concentrados es probablemente debido a una o a estas dos
posibles explicaciones que no fueron comprobadas: la primera es una disminucién en la
represion catabolica por emplear como sistema de cultivo la FMS (Hoélker y col. 2004) o por la
resistencia o adaptacion de esta cepa mediante cambios en su morfologia (dimorfismo). Se
menciona esto Ultimo porque al evaluar la morfologia de la levadura (resultados no
mostrados), se observo que en los cultivos con los medios mas concentrados habia una mayor
proporcion de células muy alargadas que de células en forma de levadura (células ovaladas
individuales).

8.4.3 Optimizacion

Para los estudios de optimizacion de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC
9773 en FMS se empleo la metodologia de superficie de respuesta.

Se evaluaron factores correspondientes a la concentracion de los componentes del medio de
cultivo basal ademés de algunas condiciones de cultivo. Los cuales se desglosaran
posteriormente.

En la Fig. 8.28 se muestran las etapas de los estudios de optimizacion. La primera es la

etapa de “cribado” en la cual se empled un disefio factorial fraccionado 2'2. Posteriormente,
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siguid la etapa de “busqueda I o de primer orden” en la cual se emple6 el disefio factorial
fraccionado 2% con punto al centro. Finalmente, se prosigui6 con la etapa de “busqueda II o

de segundo orden” en la cual se realizaron cuatro disefios de segundo orden.

Disefio factorial fraccionado 2128 } Cribado
v

Disefio factorial fraccionado 26-2 } Busquedalode

primer orden

Jr N

Disefio Box-Behnken

A 4

Disefio Factorial 42

1 L | Busquedallode
segundo orden

Disefio Factorial 32

v

Disefio Factorial 32

Figura 8.21 Estrategia de optimizaci?)n de la produccién de lipasa.

Antes de comenzar los disefios de los estudios de optimizacién de la produccion de lipasa
se realizé un disefio factorial 2° en el cual se evaluaron diversas condiciones de cultivo (pH
inicial, humedad y tamafio de indculo) y sirvi6 como antecedente a los estudios de
optimizacion.

Todos los disefios excepto el primero (disefio factorial 2° con punto al centro) se realizaron
conforme a la metodologia descrita para la optimizacion de la produccion de lipasa por
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS descrita en la seccion 7.3.6. En esta metodologia la
base de célculo para la preparaciéon de los medios de cultivo fue un gramo de soporte inerte.
La seleccion de esta base de calculo permite ajustar los componentes del medio de cultivo,
incluyendo el agua (humedad).

En cada disefio primero se describen las caracteristicas del disefio y se muestra una tabla

con los factores y niveles del disefio. Posteriormente, se muestra una tabla y una grafica de
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barras con los resultados de actividad lipasa obtenidos en cada uno de los tratamientos de los
disefios. Posterior a esto sigui6 el analisis del disefio en el cual se muestra lo siguiente:
a) Grafica de Pareto estandarizada
b) Gréfica de efectos principales
c¢) Superficie de respuesta, en los disefios de segundo orden
d) El factor de determinacion (R?) del modelo ajustado

Al realizar el andlisis de los disefios se empled un nivel de significancia de 5% (o = 0.05).
En el Anexo 12.5 se muestran algunos complementos del analisis del disefio tales como la
tabla de analisis de varianza, grafica de interacciones y la ecuacion del modelo ajustado.
8.4.3.1 Disefio factorial 2° con punto al centro

Antes de realizar la optimizacion de la produccion de lipasa se realizé un disefio factorial
con la finalidad de evaluar el efecto de la humedad, pH y tamafio de in6culo sobre la presencia
de contaminantes bacterianos durante el cultivo. Durante los estudios previos se detectd, a
partir de las observaciones al microscopio de la FMS, la presencia de bacterias, ya que para la
FMS no se esterilizo el medio. Se observd que las bacterias disminuyeron conforme
transcurrio el tiempo de fermentacién. Con el fin de disminuir esta contaminacion bacteriana
se propuso bajar el pH inicial del medio de cultivo, aumentar el tamafio de indculo y disminuir
la humedad. Todo esto sin que tenga efecto significativo sobre la produccion de actividad
lipasa. Para esto se plante6 un disefio experimental 2° con punto al centro, teniendo como
variables de respuesta: la actividad lipasa y microfotografias. En la Tabla 8.5 se presentan los
factores y los niveles estudiados y a continuacion se mencionan algunas caracteristicas del
disefio empleado:

Disefio: factorial 2° con punto al centro

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi) y microfotografias

Factores: 3 (Tabla 8.4)

Niveles: 2 y un punto al centro (Tabla 8.4)

Corridas: 9

Resolucion: V

Por duplicado

63



Tabla 8.4 Factores y niveles empleados en el disefio factorial 2% con punto al centro.

Factores Niveles
Unidad -1 0 +1
1. pH inicial 5 6 7
2. Humedad % 50 55 60
3. Tamafio de indculo ~ No.célulasmL | 1x10°  5x10°  1x10°

Cabe destacar que en este estudio se determind la actividad lipasa extracelular ya que la
extraccion de la lipasa se realizé empleando amortiguador de NaH,PO4 100mM y NaCl 100
mM pH 7.0 (seccion 7.3.3.5). Ademas, la preparacion de la fermentacion se realizé conforme
a la metodologia descrita en la seccion 7.3.3.4.

En la Tabla 8.5 y Fig. 8.22 se muestran los resultados de actividad lipasa obtenidos para
cada tratamiento. Podemos observar que los tratamientos con el nivel alto de tamafio de

indculo (1x108 células/mL) produjeron los niveles més altos de actividad.

Tabla 8.5 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
fraccionado 23 con punto al centro.

Tratamiento = pH HUr(r(;gdad Tamiﬁgéﬂfalyn?f)lﬂo A?ltJl/\gls(ij)ad
1 5 50 1x10°7 3.1 + 0.4
2 5 50 1x10"8 41 + 0.1
3 5 60 1x10°7 4.4 + 0.8
4 5 60 1x10"8 43 + 0.3
5 7 50 1x10°7 31+ 06
6 7 50 1x10"8 43 + 0.3
7 7 60 1x10°7 31+ 04
8 7 60 1x10"8 48 + 0.3
9 6 55 5x10"7 4.4 + 0.7
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Figura 8.22 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
fraccionado 23 con punto al centro.

En la Fig. 8.23 se muestran las microfotografias de los tratamientos donde se observd
menos contaminacion, los cuales coinciden con los tratamientos de mayor actividad lipasa. Por
lo tanto se utilizard un tamafio de indculo de 1x10® células/mL en futuras fermentaciones ya

que esto favorece la produccidn de lipasa y disminuye la contaminacion.
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Figura 8.23 Microfotografias (objetivo 40 X) de Yarrowia lipolytica ATCC a una dilucion
1:100 para los tratamientos con menos contaminacion.
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Al realizar el andlisis del disefio, de la gréafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa
(Fig. 8.24) observamos que solo son significativos los factores tamafio de indculo (valor P =
0.0019) y humedad (valor P = 0.0394), y de las interacciones la de pH-tamafio de indculo
(valor P =0.0450).

Tamafio de in6culo
Humedad

pH-Tamafio de in6culo

0

Humedad- Tamario de inéculo

pH

1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura 8.24 Gréafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio 2° con punto al
centro.
En la grafica de efectos principales para actividad lipasa (Fig. 8.25), se observa que en los

niveles més altos de tamafio de inéculo (1x10° células/mL) y humedad (60%) se alcanzan
valores mas altos en la produccion de actividad lipasa, aungue el efecto del tamafio de indculo
es mayor. Ademas se observa que el efecto del pH no es significativo como ya se habia

mostrado en la grafica de Pareto (Fig. 8.24).
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Figura 8.25 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 2° con punto al centro.

La Unica interaccion significativa fue la de pH-tamafio de indculo, esto se muestra en la

gréfica de interacciones para actividad lipasa (Fig. 8.26). Cuando el pH se encuentra en el
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nivel alto (pH de 7), el tamafio de indculo tiene un efecto considerable sobre la produccién de
actividad lipasa. Para maximizar la produccion de actividad lipasa se utilizaria la combinacion

pH y tamafio de inoculo en sus niveles altos.
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Figura 8.26 Interacciones para actividad lipasa del disefio 2° con punto al centro.

Del disefio 2° con punto al centro se concluye que los factores humedad y tamafio de
indculo en su nivel alto (60% y 1x10° células/mL respectivamente) favorecen la produccién de
lipasa. Mientras que el factor pH no tuvo un efecto significativo.

El tamafio de inéculo de 1x10° células/mL ademés de favorecer la produccion de lipasa
disminuye la contaminacién. Por lo tanto, se decide emplear este tamafio de indculo para los
estudios posteriores.

Los otros factores, pH y humedad, se evaluaran en los posteriores disefios para conocer su
efecto en interaccion con la concentracion de los componentes del medio de cultivo basal.
8.4.3.2 Disefio factorial fraccionado 2'#®

Se comenzaron los estudios de optimizacion de la produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica en FMS con la etapa de cribado. Para ello se empled un disefio de primer orden del
tipo factorial fraccionado 2“P. Se emplean este tipo de disefios cuando interesa estudiar
muchos factores ya que reduce de manera importante el numero de tratamientos
experimentales, pero que al mismo tiempo se pierda el minimo de informacion valiosa. En los
cuales se elige adecuadamente una parte o fraccion de los tratamientos de un factorial
completo. Se emplean dos niveles de cada factor debido a que en esta etapa solo interesa

detectar el efecto principal de cada factor (Gutiérrez-Pulido y De la Vara-Salazar 2008). En
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esta etapa se determinard la significancia estadistica del efecto de los factores seleccionados
sobre la produccion de lipasa.

Se evaluaron doce factores, diez corresponden a la evaluacion de las concentraciones de los
componentes del medio de cultivo basal, englobando a los oligoelementos en un solo factor.
Los otros dos factores corresponden a condiciones de cultivo, pH inicial y humedad.

Como se mencion0 previamente, los niveles de los componentes del medio de cultivo basal
se establecieron en base al estudio del efecto de diferentes concentraciones del medio de
cultivo basal sobre la produccion de lipasa (seccién 8.4.2). A partir de ese estudio se
seleccion6 el medio 2X como el nivel bajo y el 6X como el nivel alto. Aunque finalmente se
hicieron ajustes de los niveles elegidos, se aumento la concentracion del nivel bajo (2X) de
manera que los rangos de los niveles estuvieran proporcionados.

Los factores y los niveles empleados son los mostrados en la Tabla 8.6. Como se menciond
previamente en estos estudios la base de calculo es un gramo de soporte inerte. Estos doce
factores se evaluaron en un disefio 2'%®. A continuacion se describe el disefio empleado:

Disefio: factorial fraccionado 2'%®

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi)

Factores: 12 (Tabla 8.6)

Niveles: 2 (Tabla 8.6)

Tratamientos: 16

Resolucion: 11l

Por duplicado

En la Tabla 8.7 y Fig. 8.27 se muestran los valores de actividad lipasa obtenidos para cada
tratamiento. En la Tabla 8.7 en la columna de oligoelementos no se desglosan las
concentraciones de todos los oligoelementos solo se muestra el nivel, para conocer la
concentracion de estos conforme al nivel se puede observar la Tabla 8.6. De los resultados de
actividad lipasa obtenidos podemos observar que hay grandes diferencias de actividad lipasa
entre determinados tratamientos. Los tratamientos con los niveles mas bajos de actividad
tenian alrededor de 5 U/gs y los niveles mas altos tenian valores que oscilaban por arriba de
las 25 U/gsi.
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Tabla 8.6 Factores y niveles empleados en el disefio factorial saturado 2'%®,

Factores Niveles
Unidad -1 +1
1. Glucosa mg glucosa/gs; 100 200
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gs; 50 100
3. Urea mg urea/gs; 10 20
4. Extracto de levadura mg e. levadura/gy; 2.5 5
5. KH,PO, mg KH,PO,/gs; 5.0 10
6. MgSQ4-7H,0 mg MgSO,-7H,0 /gq; 2.5 5
7. CaC|2 mg CaCl,/gs 0.5 1
8. NaCl mg NaCl /g 0.5 1
9. Polivinilalcohol mg polivinilalcohol /gs; 4.5 9
10. Oligoelementos
H3BO3 ug H3BO4/gsi 2.5 5
CuS0O,4-5H,0 g CuSO,-5H,0/gs; 0.2 0.4
Kl g Kl/gs; 0.5 1
FeCls-4H,0 Hg FeCls-4H,0 /g 1.0 2
ZnS0,4-7H,0 Mg ZnSO,-7H,0 /g 2.0 4
MnSO4-H,0 ug MnSO,-H,0 /g 2.0 4
11. pH 5.5 6.5
12. Humedad g agua/gs; 1.5 2

> Medio de
cultivo

Condiciones de
cultivo

AN
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Tabla 8.7 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial fraccionado

212-8.

Tratamiento Glucosa Agci?ggo?e Urea | E. levadura | KH,PO, | MgSO,-7H,O | CaCl, | NaCl | PVA | Oligoelementos | pH | Agua Actividad
mg/gsi mg/gsi mg/gsi mg/gsi mg/gsi mg/gsi mg/gsi | mg/gsi | mg/gsi ua/gsi g/gsi Ul/gsi
1 100 50 10 2.5 10 5 1 1 9 1 55| 15 280 + 1.2
2 200 50 10 2.5 2.5 0.5 1 9 1 6.5 225 + 01
3 100 100 10 2.5 5 1 0.5 4.5 1 6.5 186 + 1.1
4 200 100 10 2.5 10 2.5 0.5 0.5 4.5 1 55| 15 183 £ 05
5 100 50 20 2.5 10 2.5 1 0.5 -1 6.5 15 5.0 + 0.8
6 200 50 20 2.5 5 0.5 0.5 -1 5.5 180 + 1.3
7 100 100 20 2.5 2.5 1 1 4.5 -1 5.5 57 + 05
8 200 100 20 2.5 10 0.5 1 4.5 -1 6.5 15 15.7 + 0.8
9 100 50 10 5 10 0.5 1 4.5 -1 5.5 2 31.2 + 0.6
10 200 50 10 5 5 2.5 1 1 4.5 -1 65| 15 26.0 + 05
11 100 100 10 5 5 5 0.5 0.5 9 -1 6.5 15 282 £ 05
12 200 100 10 5 10 2.5 1 0.5 9 -1 5.5 218 + 0.1
13 100 50 20 5 10 2.5 0.5 0.5 4.5 1 6.5 43 + 04
14 200 50 20 5 5 5 1 0.5 4.5 1 55| 15 257 + 1.2
15 100 100 20 5 5 2.5 0.5 1 9 1 55| 15 72+ 1.1
16 200 100 20 5 10 5 1 1 9 1 6.5 2 180 + 1.1
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Figura 8.27 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
fraccionado 2%,

De la grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa (Fig. 8.28) se observa que ocho
de los doce factores resultaron significativos en la produccion de lipasa. Siendo urea,
MgSQ,-7H,0, glucosa, extracto de levadura y aceite de girasol los componentes con mayor
significancia (valor P <0.0000). Seguidos en significancia fueron pH, NaCl y humedad. Los

factores KH,POy,, oligoelementos, polivinilalcohol y CaCl;, no resultaron significativos.

Urea |
MgSQ,-7H,0
Glucosa

Extracto de levadura
Aceite de girasol

pH

NaCl

Humedad

KH,PO,
Oligoelementos
Polivinilalcohol
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I
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o
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4 8 12 16 20 24
Efecto estandarizado

Figura 8.28 Grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio 22,

De la grafica de efectos principales (Fig. 8.29) podemos observar que los factores:  aceite
de girasol, urea, KH,PO,, oligoelementos, pH y humedad en su nivel bajo favorecen la

produccién de lipasa. De manera contraria los factores: glucosa, extracto de levadura,
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MgSO,-7H,0, CaCl,, NaCl, polivinilalcohol favorecen la produccion de lipasa en su nivel

alto.
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Figura 8.29 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 242,

Del ajuste del modelo de primer orden se obtuvo un coeficiente de determinacion de
97.86%, esto indica que el modelo ajustado explica el 97.86% de la variabilidad de los
resultados de actividad lipasa obtenidos.

Debido a que solo se corrid una fraccion del disefio factorial completo el disefio no contaba
con suficientes grados de libertad para poder evaluar las interacciones dobles. De cualquier
manera en esta etapa solo interesaba conocer el efecto de los factores principales.

A partir de este disefio se seleccionan los factores, urea, MgSQ,-7H,0, glucosa, extracto de
levadura y aceite de girasol, los cuales tienen mayor significancia sobre la produccién de
lipasa (valor-P <0.0000) para ser evaluados en el siguiente disefio experimental. Se decidié
incluir al pH, que sigue a estos factores en significancia; ademas, el pH contribuye a controlar
la contaminacion bacteriana a valores de pH &cidos.

Para seleccionar los niveles de los factores seleccionados que se emplearon en el siguiente
disefio, se utilizo la informacion obtenido de la grafica de efectos principales (Fig. 8.29). Los
factores que favorecian la produccion de lipasa en su nivel bajo (aceite de girasol, urea y pH)
se selecciond este nivel bajo como el nuevo punto central del nuevo disefio. En base al punto

central se seleccionaron los nuevos niveles altos y bajos conservando la misma amplitud de los

72



niveles de cada factor de este disefio. Los que favorecian la produccion de lipasa en su nivel
alto (glucosa, extracto de levadura y MgSO,-7H,0) se seleccion6 este nivel alto como el
nuevo punto central del nuevo disefio. De la misma manera, en base al nuevo punto central se
seleccionaron los nuevos niveles altos y bajos conservando la misma amplitud del nivel de
cada uno de estos factores evaluados en este disefio. Los niveles seleccionados para los
componentes a evaluar en el siguiente disefio se muestran en la Tabla 8.8.

Los factores que no tuvieron un efecto significativo sobre la produccién de lipasa (KH2POy,
oligoelementos, polivinilalcohol y CaCl,) ademéas de NaCl y humedad se fijaron en el nivel
que favorecia la produccion de lipasa empleando la gréfica de efectos principales.

Los factores y niveles seleccionados fueron evaluados en el siguiente disefio experimental
que se describe a continuacion.
8.4.3.3 Disefio factorial fraccionado 2°2

De la etapa de cribado se continto con la etapa | o de busqueda de primer orden. Se volvid
a emplear un disefio factorial fraccionado debido a que el nimero de factores seguia siendo
grande como para evaluar un disefio factorial completo. Se incluyd un punto al centro para
detectar la posible presencia de curvatura o falta de ajuste del modelo. Incluir las repeticiones
al centro también proporciona mas grados de libertad para el error aleatorio.

Se evaluo el efecto de los seis factores seleccionados en el disefio anterior. En la Tabla 8.8
se muestran los factores y niveles seleccionados para este disefio, en esa misma tabla se
muestra en negritas la concentracién de los factores que se fijaron a partir del disefio anterior.
A continuacion se describen algunas caracteristicas del disefio:

Disefio: factorial fraccionado 2%

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi)

Factores: 6 (Tabla 8.8)

Niveles: 2 y un punto al centro (Tabla 8.8)

Tratamientos: 17 incluyendo un punto al centro

Resolucion: IV

Por duplicado
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Tabla 8.8 Factores y niveles empleados en el disefio factorial saturado 2°2.

Niveles
Unidad -1 0 +1

1. Glucosa mg glucosa/g; 150 200 250
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gs; 25 50 75
3. Urea mg urea/gs; 5 10 15
4. Extracto de levadura mg e. levadura/gy; 3.75 5 6.25
5. KH,PO, mg KH,PO,/gs; 5.0
6. MgSO,-7H,0 mg MgSO,-7H;0 /g 3.75 5 6.25
7. CaCl, mg CaCly/g; 0.5
8. NaCl mg NaCl /gs; 1
9. Polivinilalcohol mg polivinilalcohol /gs; 4.5
10. Oligoelementos

HEBOE Mg H3BOs/gs; 2.5

CuS0y4-5H,0 g CuSO,-5H,0/gs; 0.2

Kl Mg Kl/gs; 0.5

FeCls-4H,0 g FeCls-4H,0 /gq; 1.0

ZnS04-7H,0 Hg ZnSO,-7H,0 /g 2.0

MnSQO,4-H,0 Mg MnSO,-H,0 /gy 2.0
11. pH 5.0 55 6.0
12. Humedad g agua/gs 1.5

En la Tabla 8.9 y Fig. 8.30 se muestran los resultados de actividad lipasa para cada
tratamiento. De igual manera que en el disefio anterior existen grandes diferencias en los

niveles de actividad de un tratamiento a otro.
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Tabla 8.9 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
fraccionado 2°2.

Tratamiento | Glucosa Ag;?;zje Urea |E. levadura | MgSO4-7H20 | pH Actividad
mg/gsi mg/gsi mag/gsi mg/gsi mg/gsi Ug/gsi
1 150 25 5 3.75 3.75 5 185 + 0.5
2 250 25 5 3.75 6.25 5 15.8 + 0.9
3 150 75 5 3.75 6.25 6 246 + 1.0
4 250 75 5 3.75 3.75 6 144 + 0.1
5 150 25 15 3.75 6.25 6 354 + 0.8
6 250 25 15 3.75 3.75 6 321 + 07
7 150 75 15 3.75 3.75 5 33.0 + 0.2
8 250 75 15 3.75 6.25 5 290 + 1.6
9 200 50 10 5.00 5.00 5.5 23.7 + 05
10 150 25 5 6.25 3.75 6 226 + 0.2
11 250 25 5 6.25 6.25 6 150 + 1.3
12 150 75 5 6.25 6.25 5 120 + 09
13 250 75 5 6.25 3.75 5 90 + 04
14 150 25 15 6.25 6.25 5 325 + 4.1
15 250 25 15 6.25 3.75 5 334 + 009
16 150 75 15 6.25 3.75 6 36.0 + 1.3
17 250 75 15 6.25 6.25 6 276 + 0.8
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Figura 8.30 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
fraccionado 2°2.
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Al realizar el andlisis del disefio, en la gréfica de Pareto estandarizada para actividad lipasa
(Fig. 8.31) podemos observar que cinco de los seis factores evaluados resultaron significativos
en la produccion de lipasa. Siendo los factores urea, glucosa y pH los que tuvieron mayor
significancia (valor-P<0.0000). Seguidos en significancia fueron aceite de girasol y extracto

de levadura. El factor MgSQO,-7H,0 no resultd significativo en este disefio.

Urea

Glucosa

pH

Aceite de girasol

Extracto de levadura

MgSO,-7H,0

0 10 20 30 40
Efecto estandarizado

Figura 8.31 Grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio 252,

De la grafica de efectos principales (Fig. 8.32) podemos observar que los factores: glucosa,
aceite de girasol, extracto de levadura y MgSOy-7H,0 favorecen la produccion de lipasa en su
nivel bajo. De manera contraria los factores urea y pH en sus niveles altos favorecen la

produccién de lipasa.
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Figura 8.32 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 2°.
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Del ajuste del modelo de primer orden se obtuvo un coeficiente de determinacion de
92.71%, esto indica que el modelo ajustado explica el 92.71% de la variabilidad de los
resultados de actividad lipasa obtenidos.

Debido a que solo se corrié una fraccion del disefio factorial completo el disefio no contaba
con suficientes grados de libertad para poder evaluar las interacciones dobles. El punto al
centro que se incluyo solo permitié evaluar la presencia de curvatura o falta de ajuste del
modelo.

Dado que el valor-P para la falta de ajuste, que se muestra en la tabla del analisis de
varianza (Tabla 12.15), es menor que 0.05, existe una falta de ajuste estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95.0%. Esto indica que existe curvatura en alguno
de los factores evaluados. Justificacion del porque se decide emplear a continuacion un disefio
de segundo orden.

Para seleccionar los factores que se estudiaron en el siguiente disefio se consideré que los
factores urea, glucosa y pH son los que tuvieron mayor significancia (valor-P<0.0000).
Seleccionando a partir del criterio de significancia solo los factores urea y glucosa. Se decide
fijar el pH en su nivel bajo. A pesar de que el pH resultd ser significativo, y de la grafica de
efectos principales se indica que el pH en su valor alto (pH=6) favorece la produccién de
lipasa, se decide fijar este factor en su nivel bajo y no seguir su evaluacion. Ya que de
antemano sabemos que se busca emplear valores de pH &cidos para favorecer una disminucion
de la contaminacién bacteriana y por consiguiente evitar la esterilizacion, ya que la
esterilizacion a nivel produccion implica mayores costos.

El factor que seguia en significancia era el aceite de girasol. El aceite de girasol es un factor
importante a seguir evaluando ya que es inductor de la produccion de lipasa A pesar de que
también resultd significativo el extracto de levadura, el peso de este factor en la produccién de
lipasa es menor que el del aceite de girasol y debido a que se decidié evaluar un disefio de
segundo orden solo se evaluaron tres factores, mas factores significaria demasiados
tratamientos. Razon por la cual se decide fijar el extracto de levadura para el siguiente disefio,
se fija en su nivel bajo ya que favorece la produccion de lipasa. Por lo tanto los factores que se

decidieron seguir evaluando fueron urea, glucosa y aceite de girasol.
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A partir de este disefio el procedimiento para el establecimiento de los niveles fue diferente.
El procedimiento seguido es el que se describe a continuacion. Se partio de la gréfica de
efectos principales del analisis de los disefios. De esta grafica, para cada factor se tomo el
valor de actividad en su nivel bajo y alto y se normalizaron, tomando el valor maximo de
actividad de ese disefio como el 100%. Posteriormente se graficaron los valores de actividad
lipasa normalizados en funcion del nivel alto y bajo de cada factor, esto se muestra en las Fig.
8.33A-C. Las rectas graficadas en las Fig. 8.33A-C se obtuvieron de los disefios factorial

212-8

fraccionado y factorial fraccionado 2°2.
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Figura 8.33 Efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores: (A)
glucosa, (B) aceite de girasol y (C) urea. Disefios: factorial fraccionado 2'%® (m), factorial
fraccionado 2°7 (#).
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A partir de la Fig. 8.33A-C podemos observar que para los factores urea y glucosa hay una
interseccion de las rectas. Las rectas del disefio factorial fraccionado 2'%® para ambos factores
nos indica que debemos aumentar la concentracion de estos para favorecer la produccion de
lipasa. De manera contraria las rectas del disefio factorial fraccionado 2°2 para estos dos
factores tienen pendientes negativas indicando que disminuir la concentracion de estos
factores favorece la produccion de lipasa. La interseccion de estas dos rectas puede indicar un
optimo, razén por la cual se decide establecer los niveles para el siguiente disefio de manera
que abarque dicha interseccion. Fijando el punto central un valor cercano a la interseccion.
Para el factor aceite de girasol no se logra apreciar una interseccién pero si se amplia la recta
del disefio factorial fraccionado 2'*® se logra una interseccion. De la misma manera que los
otros dos factores, para la seleccion de los niveles de este factor para el siguiente disefio, se
elige un rango que abarque esta interseccién y el punto central un valor cercano a la
interseccion.

Los niveles seleccionados para los factores glucosa, aceite de girasol y urea se muestran en
la Tabla 8.10 del siguiente disefio, un disefio Box-Behnken.
8.4.3.4 Disefio Box-Behnken

Se evaluaron los factores concentracion de glucosa, aceite de girasol y urea empleando un
disefio de segundo orden. Los disefios de segundo orden son los que permiten ajustar un
modelo de segundo orden para asi estudiar, ademas de los efectos lineales y de interaccién, los
efectos cuadraticos o de curvatura pura (Gutiérrez-Pulido y De la VVara-Salazar 2008).

El disefio de segundo orden elegido para esta etapa es el disefio Box-Behnken. El disefio
Box-Behnken se aplica cuando se tienen tres 0 mas factores y se distingue porque no incluye
como tratamientos a los vértices de la region experimental (Gutiérrez-Pulido y De la Vara-
Salazar 2008).

En la Tabla 8.10 se muestran los factores y niveles seleccionados para este disefio, en esa
misma tabla se muestra en negritas la concentracion de los factores que se fijaron a partir de
los disefios anteriores. A continuacion se describen algunas caracteristicas del disefio:

Disefio: Box-Behnken

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gs)

Factores: 3 (Tabla 8.10)
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Niveles: 3 (Tabla 8.10)
Tratamientos: 15

Por duplicado

Tabla 8.10 Factores y niveles empleados en el disefio Box Behnken.

Factores Niveles
Unidad -1 0 +1

1. Glucosa mg glucosa/g 140 180 220
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gs; 15 20 25
3. Urea mg urea/gs; 8 12 16
4. Extracto de levadura mg e. levadura/gs; 3.75
5. KH,PO, mg KH,PO,/gs; 5.0
6. MgSO,-7H,0 mg MgSO,-7H,0 /gg; 3.75
7. CaCl, mg CaCly/g; 0.5
8. NaCl mg NaCl /gs; 1
9. Polivinilalcohol myg polivinilalcohol /gs; 4.5
10. Oligoelementos

H3BO3 Mg H3BOs/gs; 2.5

CuS0y4-5H,0 g CuSO,-5H,0/gs; 0.2

Kl g Kl/gs 0.5

FeCls-4H,0 g FeCly-4H,0 /gq; 1.0

ZnS04-7H,0 Hg ZnSO,-7H,0 /g 2.0

MnSQO,4-H,0 Mg MnSO,4-H20 /g 2.0
11. pH 5.0
12. Humedad g agua/gs; 1.5

En la Tabla 8.11 y en la Fig. 8.34 se muestran los resultados de actividad lipasa obtenidos

para cada tratamiento. Podemos observar que las diferencias entre los valores de actividad de

los tratamientos son menores a los de los disefios anteriores. Los valores mas bajos de

actividad oscilaban alrededor de 15 U/gs y los niveles mas altos alrededor de 40 U/gs;.
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Tabla 8.11 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio Box-

Behnken.
Tratamiento | Glucosa Ag;?:;o?e Urea Actividad
mg/gsi mg/gsi mg/gsi Ul/gsi
1 180 20 12 299 = 0.8
2 140 15 12 36.0 + 0.3
3 220 15 12 276 + 1.1
4 140 25 12 412 + 15
5 220 25 12 300 + 1.1
6 140 20 8 321+ 1.2
7 220 20 8 24,7 + 0.4
8 180 20 12 319 £ 0.9
9 140 20 16 154 + 3.1
10 220 20 16 207 + 1.9
11 180 15 8 146 + 2.1
12 180 25 8 227 + 0.2
13 180 15 16 346 + 0.3
14 180 25 16 370 + 1.2
15 180 20 12 349 + 1.7

45 -
40 +
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

Actividad (U/gg)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tratamiento

Figura 8.34 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio Box-
Behnken.



Al realizar el andlisis del disefio, en la gréfica de Pareto estandarizada para actividad lipasa
(Fig. 8.35) podemos observar que solo el efecto cuadratico de urea es significativo, tiene un

valor-P de 0.0051, menor que el nivel de significancia (a) de 0.05.

Urea-Urea

Glucosa

Aceite de girasol

Glucosa-Urea

Aceite de girasol-Aceite de girasol

|
|
|
|
|
urea | [ ]
Aceite de girasol-Urea |:|
[ 1
]

Glucosa-Glucosa

Glucosa-Aceite de girasol

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 8.35 Grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio Box-Behnken.

De la grafica de efectos principales (Fig. 8.36) podemos observar que se encontro el
méaximo del factor urea. Para el factor aceite de girasol se encontré un minimo. En el caso del

factor glucosa en su nivel bajo se favorece la produccion de lipasa.

38

Actividad (U/gsi)
W w
(@] I

N
)}

22

140.0 220.0 15.0 250 8.0 16.0

Glucosa Aceite de girasol Urea

Figura 8.36 Efectos principales para actividad lipasa del disefio Box-Behnken.
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En la Fig. 8.37 se muestra la superficie de respuesta estimada, la cual se ajusto a partir del
modelo de segundo orden (Anexo 12.5). Estan graficados los factores glucosa y urea, el factor
aceite de girasol se fijo en el nivel alto (25 mg/gsi) ya que favorecia la produccion de lipasa.
El coeficiente de determinacion de este modelo es de 49.62%, un valor muy bajo comparado
con los obtenidos en los disefios anteriores. Por lo tanto el modelo solo explica el 49.62% de la

variabilidad de los resultados de actividad lipasa.
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: 12
140 160 180 200 0 g 10 Urea
Glucosa
Figura 8.37 Superficie de respuesta estimada del disefio Box-Behnken. Aceite de girasol =
25mg/gsi.

El valor maximo de actividad lipasa obtenido con este disefio es de 39.64 U/gs. La
combinacidn de los niveles con los cuales se obtiene el valor méximo es: glucosa 140 mg/gsi,
aceite de girasol 25 mg/gsi y urea 11.26 mg/gs;.

Al momento de realizar el analisis de este disefio en el trabajo experimental hubo una
equivocacion, se invirtieron los factores urea y aceite de girasol al momento de trabajar con el
paquete estadistico, STATGRAPHICS® Plus (version 4.0, 1999). Razén por la cual de manera
equivocada en el desarrollo del trabajo experimental se crey0 que en este disefio se habia
encontrado el éptimo del aceite de girasol en lugar del de la urea. Los disefios experimentales
posteriores estan bien realizados pero se debe tener en mente que se fijo el aceite de girasol a
una concentracion que no era la optima (19 mg/gsi), incluso era la concentracion cercana a un
minimo. Y que se prosiguid a buscar el optimo de la urea el cual ya habia sido encontrado en

este disefio.
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El valor-P del factor glucosa era el que le seguia al efecto cuadratico de urea aunque no
resultd significativo. Razdn por la cual se decidié evaluar en un siguiente disefio de segundo

orden los factores concentracion de urea y glucosa.

100 100
B
o | A A[
< @
E 60 £ 60 '\.
2 2
g 40 8 40
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é() 20 < 20
0 0
50 100 150 200 250 300 0 50 100 150
Glucosa (mg/gg;) Aceite de girasol (mg/gg;)
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C
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S
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2
2 40
=
S
< 20
0
0 10 20 30
Urea (mg/gy;)

Figura 8.38 Efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores: (A)
glucosa, (B) aceite de girasol y (C) urea. Disefios: factorial fraccionado 2'2® (m), factorial
fraccionado 2°2 (), Box-Behnken (A ).

Para establecer los niveles del siguiente disefio se prosiguié de la misma manera que en el
disefio anterior. En la Fig. 8.38A-C podemos observar la grafica de efectos principales para la
actividad lipasa normalizada de los factores glucosa, aceite de girasol y urea. Las rectas
graficadas corresponden a los disefios factorial fraccionado 2%, factorial fraccionado 2°2y

Box-Behnken.
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Debido al error cometido, se tenia la idea de que en la gréfica de efectos principales la
produccion de lipasa era favorecida por un incremento en la concentracion de urea. Se
considerd entonces que dos de las tres rectas indicaban aumentar la concentracion de urea.
Razén por la cual se eligieron niveles con concentracion de urea desde 14 mg/gsi hasta 26
mg/gsi. Ahora que se sabe que se habia encontrado el 6ptimo de la urea podemos observar que
este si se encontraba muy cercano a la interseccion de las rectas de los dos disefios anteriores.
Por lo tanto, hasta este disefio esta metodologia del establecimiento de los niveles era
adecuada.

Para establecer los niveles de glucosa se consider6 que dos de las tres rectas de la gréafica de
efectos principales para la actividad lipasa normalizada para este factor (Fig. 8.38A) indicaban
que se tenia que disminuir la concentracion de glucosa para favorecer la produccion de lipasa.

Por lo tanto se eligieron niveles con concentracidn de glucosa desde 80 hasta 200 mg/gs;.

8.4.3.5 Disefio factorial 42

Se volvié a emplear un disefio de segundo orden, un disefio factorial 42 para evaluar los
factores concentracion de glucosa y urea. En la Tabla 8.12 se muestran los factores y niveles
seleccionados para este disefio, en esa misma tabla se muestra en negritas la concentracion de
los factores que se fijaron a partir del disefio anterior. A continuacion se describen algunas
caracteristicas del disefio:

Disefio: Factorial 4°

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi)

Factores: 2 (mostrados en la Tabla 8.12)

Niveles: 4 (Tabla 8.12)

Tratamientos: 16 mas un control

Por duplicado
A partir de este disefio se incluyé un control (Control-1), el cual tenia las concentraciones

del medio de cultivo basal y las condiciones de fermentacion empleadas al inicio de este

trabajo en las cinéticas de produccion de lipasa (seccion 8.2). Las condiciones del Control-1 se
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muestran en la Tabla 8.12 y este se incluy6 para poder verificar que mediante los disefios

estadisticos se estuvieran mejorando los niveles de actividad.

Tabla 8.12 Factores y niveles empleados en el disefio factorial 4.

Factores Niveles
Unidad -1 -0.3333 0.3333 +1 Control-1

1. Glucosa mg glucosa/gs; 80 120 160 200 66.67
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gg | 19 33.33
3. Urea mg urea/gq; 14 18 22 26 6.67
4. Extracto de levadura  mge. levadura/gy; 3.75 1.67
5. KH,PO, mg KH,PO,/gs; 5.0 3.33
6. MgSO,-7H,0 mg MgSO,-7H,0 /g 3.75 1.67
7. CaCl, mg CaCl,/g; 0.5 0.33
8. NaCl mg NaCl /gg; 1 0.33
9. Polivinilalcohol mg polivinilalcohol /g5, | 4.5 2.78
10. Oligoelementos

H3BO; Hg H3BO4/gs; 2.5 1.67

CuS04-5H,0 Hg CuS0,-5H,0/gs; 0.2 0.13

Kl ug Kl/gg 0.5 0.33

FeCl;-4H,0 Hg FeCls-4H,0 /gg; 1.0 0.67

ZnS04-7H,0O Hg ZnSO,-7H,0 /g 2.0 1.33

MnSO4-H,0 Hg MNnSO,-H,0 /gg; 2.0 1.33
11. pH 5.0 6.2
12. Humedad g agua/gs; 15 1.6

En la Tabla 8.13 y en la Fig. 8.39 se muestran los resultados de actividad lipasa obtenidos
para cada tratamiento. Podemos observar que existen grandes diferencias entre los valores de
actividad de los tratamientos. Los valores méas bajos de actividad oscilaban alrededor de 5
U/gsi y los niveles mas altos alrededor de las 30 U/gs. La actividad lipasa obtenida con el

Control-1 era superior a los valores de actividad obtenidos con cualquiera de los tratamientos.
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Tabla 8.13 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio 4%. C1:

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Actividad (U/gg;)

Control-1.
Tratamiento Glucosa Urea Actividad
mg/gsi mg/gsi U/gsi
1 80 14 71+ 07
2 120 14 123 + 1.0
3 160 14 338 + 2.6
4 200 14 303 + 04
5 80 18 43 = 0.7
6 120 18 57 £+ 0.6
7 160 18 99 + 0.3
8 200 18 38.0 + 1.7
9 80 22 46 £ 05
10 120 22 69 + 0.1
11 160 22 6.7 + 24
12 200 22 125 + 05
13 80 26 3.0+ 01
14 120 26 70 £ 22
15 160 26 69 + 1.7
16 200 26 15.0 £ 0.7
17¢ 66.67 6.67 431 £ 0.1
n

il anl

Iilﬂm ﬂmﬂ

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17

Tratamiento

Figura 8.39 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio 4. El
tratamiento 17 corresponde al control-1.
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En la gréfica de Pareto estandarizada para actividad lipasa (Fig. 8.40) podemos observar
que los factores glucosa y urea son estadisticamente significativos (valor-P < 0.0000) al igual
que la interaccion de estos (valor-P = 0.0039). El efecto cuadratico de ambos factores no
resulté significativo. Esto ultimo lo podemos observar en la grafica de efectos principales (Fig.

8.41), en la cual no se observa ni un maximo ni un minimo para ambos factores.

Glucosa

Urea

Glucosa-Urea

Urea-Urea

Glucosa-Glucosa

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado
Figura 8.40 Gréafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio factorial 4.

En la grafica de efectos principales (Fig. 8.41) podemos observar que la glucosa en su nivel
alto (200 mg/gsi) favorece la produccién de lipasa. De manera contraria la urea favorece la
produccion pero en su nivel bajo (14 mg/gsi).

24

20

16

12

Actividad (U/gsi)

80.0 200.0 14.0 26.0
Glucosa Urea

Figura 8.41 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 4%
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En la Fig. 8.42 se muestra la superficie de respuesta estimada para urea y glucosa. Del
modelo de segundo orden ajustado se obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) de 78.76%.
El coeficiente de determinacion obtenido es mayor al del disefio anterior, por lo tanto, el

modelo que contempla estos dos factores modela mejor el comportamiento de la produccion

de lipasa.
% 30
2
= 20
=
£ 10 ey o= AT ey g
< == 200
0& 160
26 120
2 2 20 18 16 14 80 Glucosa
Urea

Figura 8.42 Superficie de respuesta estimada del disefio 4°.

El valor maximo de actividad lipasa obtenido con este disefio es de 38 U/gsi. Empleando las
concentraciones de glucosa y urea de 200 mg/gsi y 14 mg/gs; respectivamente.

Para el establecimiento de los niveles del siguiente disefio se siguid con el mismo
procedimiento. En la Fig. 8.43A-B podemos observar la grafica de efectos principales para la
actividad lipasa normalizada de los factores glucosa y urea. Las rectas graficadas corresponden
a los disefios factorial fraccionado 2'2®, factorial fraccionado 2% Box-Behnken y factorial 4%,
Para el factor glucosa (Fig. 8.43A) se fijaron los niveles desde 160 hasta 240 mg/gsi, ya que en
este rango era en el cual se encontraban las rectas de pendientes con signo contrario,
incluyendo la interseccién de dos de estas, sugiriendo que en esa zona, alrededor de los 200
mg/gsi, se encontraba el 6ptimo. Con el mismo planteamiento seguido para el factor glucosa se

fijaron los niveles de la urea desde 8 hasta 16 mg/gs;.
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Figura 8.43 Efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores: (A)
glucosa y (B) urea. Disefios: factorial fraccionado 2'2® (m), factorial fraccionado 2°2 (#), Box-
Behnken ( A), factorial 4% (x). |

Se decidid seguir evaluando los factores glucosa y urea en busca de encontrar un dptimo o
mejorar la actividad con respecto al control. Razén por la cual a continuacion se realizé otro

disefio de segundo orden, en esta ocasion se eligi6 el disefio factorial 3°.

8.4.3.6 Disefio factorial 3°A

En la Tabla 8.14 se muestran los factores y niveles seleccionados para el disefio factorial
32A, en esa misma tabla se muestra en negritas la concentracion de los factores que se fijaron a
partir de los disefios anteriores. A continuacion se describen algunas caracteristicas del disefio:

Disefio: Factorial 3

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi)

Factores: 3 (Tabla 8.14)

Niveles: 3 (Tabla 8.14)

Corridas: 9 mas dos controles

Por duplicado

De antemano se sabe que cuando se fijo el pH de 5 esto nos ayudaba a tener un control

bacteriano pero se sacrificaba un poco los niveles de actividad lipasa. Se incluyo un segundo
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control (Control-2) para saber que tan en desventaja estaban los tratamientos de los disefios
con respecto al Control-1. La Unica diferencia del Control-2 con respecto al Control-1 es que
el valor de pH es el mismo al fijado a partir de los disefios estadisticos (pH 5). Las condiciones

del Control-2 se muestran en la Tabla 8.14.

Tabla 8.14 Factores y niveles empleados en el disefio factorial 3°A. C1: Control-1; C2:

Control-2.
Factores Niveles
Unidad _1 3 il Control-1 | Control-2

1. Glucosa mg glucosa/gs; 160 200 240 66.67 66.67
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gy; 19 33.33 33.33
3. Urea mg urea/gs; 8 12 16 6.67 6.67
4. Extracto de levadura mge. levadura/gs 3.75 1.67 1.67
S. KHZPO4 mg KH,PO/g; 5.0 3.33 3.33
6. MgSQO4-7H,0 mg MgSO,-7H,0 /gg; 3.75 1.67 1.67
7. CaCly mg CaCl/gs; 0.5 0.33 0.33
8. NaCl mg NaCl /gq; 1 0.33 0.33
9. Polivinilalcohol mg polivinilalcohol /gs; 4.5 2.78 2.78
10. Oligoelementos

H3BO3 Mg H3BO4/gs; 2.5 1.67 1.67

CuS04-5H,0 ug CuSO,-5H,0/gy; 0.2 0.13 0.13

Kl Mg KI/gs 0.5 0.33 0.33

FeCls-4H,0 ug FeCls-4H,0 /gg; 1.0 0.67 0.67

ZnS0Oy4-7H,0 1g ZnSO,-7H,0 /gsi 2.0 1.33 1.33

MnSQ4-H,0 ug MnSO,-H,0 /gsi 2.0 1.33 1.33
11. pH 5.0 6.2 5.0
12. Humedad g agua/gs; 15 1.6 1.6

En la Tabla 8.15 y en la Fig. 8.44 se muestran los resultados de actividad lipasa obtenidos
para cada tratamiento. Las diferencias entre los valores de actividad lipasa entre los
tratamientos no son muy grandes. La actividad lipasa obtenida con los controles era superior a
los valores de actividad obtenidos con los tratamientos del disefio. La actividad del Control-1
era superior a la del Control-2 verificando que efectivamente aunque un pH mas acido nos
ayuda a tener un control bacteriano se estd sacrificando un poco las unidades de actividad

lipasa obtenidas.
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Tabla 8.15 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
3%A. C1: Control-1; C2: Control-2.

Tratamiento | Glucosa | Urea Actividad
mg/gsi mg/gsi U/gsi
1 160 8 172 + 1.4
2 200 8 173 + 0.7
3 240 8 145 + 0.7
4 160 12 259 + 1.3
> 200 12 214 + 1.7
6 240 12 183 + 1.2
’ 160 16 245 + 43
8 200 16 284 + 4.2
9 240 16 234 + 1.7
10% 66.7 6.7 30.8 + 0.7
11% 66.7 | 6.7 321 + 1.2
35 -
30 - Ee
25 - f—f
-]
= 20 -
o]
E e i
> 15
g Ee
<
10 -
5 4
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tratamiento

Figura 8.44 Resultados de actividad lipasa obztenidos en cada tratamiento del disefio factorial
3°A.

De la grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa (Fig.8.45) podemos observar que
son significativos los factores urea (valor-P = 0.0001) y glucosa (valor-P = 0.0297), pero no lo

fueron la interaccion doble o el término cuadratico de cualquiera de estos dos factores.
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Figura 8.45 Gréafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio factorial 3%A.

En la gréfica de efectos principales (Fig. 8.46), se observa que la concentracién de urea
requiere aumentarse para favorecer la produccion de lipasa. En el caso de la glucosa se
encontro el 6ptimo, el cual se encuentra alrededor de 180 mg/gsi.

27

25

23

21

Actividad (U/gsi)

19

17

160 240 8 16

Glucosa Urea

Figura 8.46 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 3?A.
En la Fig. 8.47 se muestra la superficie de respuesta estimada para urea y glucosa. Del

modelo de segundo orden ajustado se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 78.18%.

El coeficiente de determinacion es practicamente el mismo que el del disefio anterior.
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Figura 8.47 Superficie de respuesta estimada del disefio 3?A.

El valor maximo de actividad lipasa obtenido con este disefio es de 26.92 U/gs, empleando
las concentraciones de glucosa y urea de 182.8 mg/gsi y 16 mg/gs; respectivamente.

En busca de mejorar los niveles de actividad obtenidos con los controles se decidio realizar
un Gltimo disefio. En el cual se volvieron a evaluar las concentraciones de la glucosa y la urea.

Para el establecimiento de los niveles del siguiente disefio se volvio a emplear la grafica de
efectos principales para actividad lipasa normalizada (Fig. 8.48). Las rectas graficadas

2128 factorial fraccionado 2°2 Box-

corresponden a los disefios factorial fraccionado
Behnken, factorial 4% y factorial 3?A.

Podemos observar de la Fig. 8.48A que el éptimo de la glucosa efectivamente se
encontraba en la zona en la cual las rectas tenian pendiente de signo contrario y donde habia la
interseccion de dos de estas rectas. Razén por la cual se volvié a evaluar concentraciones
cercanas a esta zona y el punto central fue el 6ptimo encontrado para este factor, esto lo
podemos observar en la Tabla 8.16 del siguiente disefio.

Para el factor urea de igual manera se seleccionaron los niveles de manera que se abarcara

la zona de interseccion de las rectas.
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Figura 8.48 Efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores: (A)
glucosa y (B) urea. Disefios: factorial fraccionado 2'%® (m), factorial fraccionado 2% (#), Box-
Behnken (A ), factorial 4 (x), factorial 3°A (e).

8.4.3.7 Disefio factorial 3°B

En el daltimo disefio se volvieron a evaluar los factores concentracion de glucosa y urea
mediante un disefio factorial 3°. En la Tabla 8.16 se muestran los factores y niveles
seleccionados para este disefio, en esa misma tabla se muestra en negritas la concentracion de
los factores que se fijaron a partir de los disefios anteriores. A continuacion se describen
algunas caracteristicas del disefio:

Disefio: Factorial 3

Variable de respuesta: actividad lipasa (U/gsi)

Factores: 3 (Tabla 8.16)

Niveles: 3 (Tabla 8.16)

Corridas: 9 mas dos controles

Por duplicado
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Tabla 8.16 Factores y niveles empleados en el disefio factorial 3?B.

Factores Niveles
Unidad -1 0 +1 Control-1 | Control-2

1. Glucosa mg glucosa/gs; 140 180 220 66.67 66.67
2. Aceite de girasol mg aceite de girasol/gy; 19 33.33 33.33
3. Urea mg urea/gs; 12 16 20 6.67 6.67
4 Fe)\(,t;gﬁtrz de mg e. levaduralg, 3.75 1.67 1.67
5. KH;PO, mg KH,PO,/gs; 5.0 3.33 3.33
6. MgSO,-7H,0 mg MgSO,-7H,0 /gs; 3.75 1.67 1.67
7. CaCl, mg CaCl,/gs; 0.5 0.33 0.33
8. NaCl mg NaCl /g 1 0.33 0.33
9. Polivinilalcohol mg polivinilalcohol /gq; 45 2.78 278
10. Oligoelementos

H3BOs Hg H3BOs/gsi 2.5 1.67 1.67

CuS04-5H,0 Hg CuS0,-5H,0/gs; 0.2 0.13 0.13

Kl Hg Kl/gs; 0.5 0.33 0.33

FeCl;-4H,0 Hg FeCls-4H,0 /gg; 1.0 0.67 0.67

ZnS04-7H0 Hg ZnSO,4-7H0 /gg 2.0 1.33 1.33

MnSQO4-H,0 Hg MnSO,4-H,0 /gs; 2.0 1.33 1.33
11. pH 5.0 6.2 5.0
12. Humedad g agua/gy; 1.5 1.6 1.6

En la Tabla 8.17 y Fig. 8.49 se muestran los resultados de actividad lipasa obtenidos con

cada uno de los tratamientos del disefio. La actividad lipasa obtenida con los dos controles es

mayor a los resultados de los tratamientos del disefio. La actividad obtenida con el Control-1

era superior a la del Control-2.
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Tabla 8.17 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
3°B. C1: Control-1; C2: Control-2.

Tratamiento | Glucosa | Urea Actividad
mg/gsi mg/gsi Ul/gsi
1 140 12 306 + 24
2 180 12 316 + 1.9
3 220 12 27.0 £ 0.9
4 140 16 172 £+ 2.7
5 180 16 343 + 0.0
6 220 16 33.0 + 1.2
7 140 20 13.8 + 2.9
8 180 20 258 =+ 2.8
9 220 20 339 + 15
10¢* 66.7 6.7 372 + 0.2
11¢ 66.7 6.7 404 + 1.8
45 -
40 - +
35 A _
~ 1 e h
3 30 - {
2 1
ho] 25 T {[IL
[+
j=
= 20 A
S
< 15 4
10 -
5 4
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tratamiento

Figura 8.49 Resultados de actividad lipasa obtenidos en cada tratamiento del disefio factorial
3°B.
En la grafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa (Fig. 8.50) podemos observar
que los mas significativos fueron la glucosa (valor-P = 0.0001) vy la interaccién glucosa-urea

(valor-P = 0.0002). En significancia siguieron el efecto cuadratico de la glucosa (valor P =
0.0111) y la urea (valor-P = 0.0134). El efecto cuadréatico de urea no resulté ser significativo.
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Figura 8.50 Gréafica de Pareto estandarizada para actividad lipasa del disefio factorial 3°B.

De la gréfica de efectos principales para actividad lipasa (Fig. 8.51) podemos observar que
se volvio a encontrar el dptimo de la glucosa pero no el de la urea. El 6ptimo de la glucosa se
encontraba alrededor de los 200 mg/gs;.

33

31

29

27

Actividad (U/gsi)

25

23

21

140 220 12 20

Glucosa Urea
Figura 8.51 Efectos principales para actividad lipasa del disefio 3°B.

En la Fig. 8.52 se muestra la superficie de respuesta estimada para urea y glucosa. Del
modelo de segundo orden ajustado se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 87.38%.
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Figura 8.52 Superficie de respuesta estimada del disefio 3°B.

El valor maximo de actividad lipasa obtenido con este disefio es de 34.77 U/gs, empleando
las concentraciones de glucosa y urea de 220 mg/gsi y 20 mg/gs; respectivamente.

De la ultima gréfica de efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores
glucosa y urea (Fig. 8.53) en la cual se representan todas las rectas y los éptimos obtenidos.
Podemos finalmente decir que esta metodologia ayuda a poder establecer los niveles de los
disefios consecuentes. Ya que como pudimos observar la zona donde se interceptan las rectas

o0 en la cual hay rectas de signo contrario es un buen indicio de un posible éptimo para ese

factor.

100 100

A B

< 80 s 80
E 60 £ 60
g =
g 40 -c'_é 40
= =
< 20 < 20

0 0

50 100 150 200 250 300 0 10 20 30
Glucosa (mg/gg;) Urea (mg/gy;)

Figura 8.53 Efectos principales para actividad lipasa normalizada de los factores: (A)
glucosa y (B) urea. Disefios: factorial fraccionado 2'%® (m), factorial fraccionado 2% (#), Box-
Behnken (A ), factorial 4% (x), factprial 3% (e), factorial 3B (+).
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Se determing la relacion C/N de los tratamientos de los ultimos tres disefios en los cuales
solo se evaluaron los factores concentracion de glucosa y urea. Se calculd la relacion C/N
considerando que el aporte de carbono era por la glucosa y el aceite de girasol y el aporte de
nitrdgeno era por el extracto de levadura y la urea. En el Anexo 12.6 se encuentran los
calculos realizados para obtener las relaciones C/N al igual que las tablas en las que se muestra
la relacion C/N para los tratamientos de estos disefios.

Se grafico la actividad de los tratamientos de los tres disefios en funcién de la relacion C/N
(Fig. 8.54). Se puede observar que la relacion C/N que favorece la produccién de lipasa por
Yarrowia lipolytica en FMS esta en un rango de 10 a 16. Por abajo o arriba de este rango se ve
afectada la produccién de lipasa. La relacién C/N de los controles es de 15.8 (no se graficd),

entrando en el rango que favorece la produccién de lipasa.

40
35
30 A
25 ° ¢

20

Actividad (U/gy)
[ )

15 A ®

10

5 AA

0
0 4 8 12 16 20 24 28

Relacion C/N

Figura 8.54 Efecto de la relacién C/N sobre la produccion de lipasa. Disefios: factorial 42
(A), factorial 3°A (=), factorial 3B (e).

En otros reportes también se ha estudiado el efecto de la relacion C/N sobre la produccion
de lipasa con diferentes microorganismos tanto en FMS como en FSm.

La maxima producciéon de lipasa se encontrd con una relaciébn C/N de 6-6.5 en la
produccion de lipasa por Candida rugosa en FMS empleando salvado de arroz como sustrato
y maltosa y urea como fuente de carbono y nitrogeno respectivamente (Rao y col. 1993b). De
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igual manera en la produccion de lipasa pero por Staphylococcus xylosus en FSm una relacion
C/N de 6 era la que mas favorecia la produccién de esta enzima (Ghribi y col. 2009).

Gombert y col. 1999 al comparar medios con diferente composicion pero la misma relacion
C/N en la produccién de lipasa por Penicillium restrictum en FSm, encontraron que el tipo
nutrientes tiene mas influencia en la produccion de esta enzima que la relacion C/N.

Al término de los estudios de optimizacidn se sabe que no se logré optimizar la produccién
de lipasa. Los valores de actividad maxima obtenidos en los disefios no sobrepasaron las
unidades de actividad lipasa obtenidas con los controles (Tabla 8.18), aunque no estan muy
alejadas. Esto a pesar de que se encontrd el maximo del factor glucosa y el de la urea, aunque
en disefios distintos.

Tabla 8.18 Actividad méxima obtenida con los disefios de optimizacion junto con la
combinacion de la concentracion de los componentes glucosa, aceite de girasol y urea. nd: no
determinado.

Disefio Glucosa | Aceite de girasol | Urea Actividad lipasa (U/gs)
mg/gsi mg/gsi mg/gsi | Maxima | Control-1 | Control-2

fracgiicrfgé'g"zlz-g 100 50 10 | 311 nd nd

fraci?gg‘;gg' 62 150 75 15 | 360 nd nd

Box-Behnken 140 25 11.26 39.6 nd nd

Factorial 4° 200 19 14 38.0 43.1 nd
Factorial 3°A 182.80 19 16 26.9 32.1 30.8
Factorial 3°B 220 19 20 34.7 40.4 37.2

Pero se debe recordar que se decidio fijar el pH de 5 lo cual nos ayuda a tener un control
bacteriano pero sacrificando un poco la actividad lipasa.

Ademas, otra de las causas de esto se puede atribuir al error cometido en el disefio Box-
Behnken a partir del cual se fijé el aceite de girasol en el minimo encontrado en ese disefio. Se
puede observar en la Tabla 8.18 que la actividad maxima obtenida en ese disefio es muy
similar a la de los controles y es cuando se empleo el aceite de girasol en su nivel alto. E
incluso en el andlisis de ese disefio se indicaba que se requeria aumentar las concentraciones
de inductor para favorecer la produccién de lipasa. Por lo tanto a partir del disefio Box-

Behnken se buscd optimizar la produccién de lipasa con un nivel bajo de aceite de girasol
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razon por la cual los disefios indicaban que era necesario aumentar las concentraciones de
glucosa y urea.

Otra causa de esto puede ser que modificando la concentracién de los nutrientes la
produccién de lipasa alcance un maximo, el cual es muy cercano al obtenido con los controles
(medio 2X), a partir del cual la produccion ya no sea tan sensible al incremento o a la
modificacion de las concentraciones de los nutrientes. Esto se observo el evaluar el efecto de
diferentes concentraciones del medio de cultivo basal sobre la producciéon de lipasa por
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS. La mejor productividad se encontré con el medio
2X, al emplear medios mas concentrados (4X, 6X y 8X) disminuyd la productividad pero no
existia diferencias significativas entre estos medios.

Al realizar una comparacion del costo del medio del dltimo disefio (Factorial 3°B) y el de
los Controles, en base a los precios de los reactivos empleados en este trabajo. EI medio de los
Controles es dos veces méas barato, ya que emplea menos glucosa y urea, reactivos que son
mas caros que el aceite de girasol.

Con base a los niveles de actividad y al costo se elige el medio de los Controles. Aunque se
prefiere el Control-2 ya que en este se emplea un pH de 5 que nos ayuda a mantener un control
bacteriano. Finalmente, se eligen las condiciones y el medio del Control-2 como las mejores
para la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

8.4.4 Conclusiones parciales

1. El aceite de girasol es mejor inductor que el aceite de oliva en la produccién de lipasa por
Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

2. Altas concentraciones del medio de cultivo basal (medio 4X, 6X y 8X) no tienen un efecto
significativo sobre la productividad de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

3. De los factores evaluados la concentracion de glucosa, urea y aceite de girasol fueron los
mas significativos en la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

4. La metodologia empleada para el establecimiento de los niveles de los subsecuentes
disefios, empleando la gréafica de efectos principales para actividad lipasa normalizada de

los factores, es eficaz y ayuda en la busqueda de los 6ptimos de los factores.
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5. Larelacion C/N que favorece la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773
en FMS esta en un intervalo de 10 a 16.

6. Se encontraron los 6ptimos de la glucosa y de la urea (alrededor de 200 mg/gsi y 11 mg/gsi
respectivamente) pero no se logré optimizar la produccion de lipasa por Yarrowia
lipolytica ATCC 9773 en FMS mediante la MSR.

7. Se eligieron las condiciones y el medio del Control-2 como las mejores para la produccion

de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

8.5 Discusion general

Finalmente, se comparan los valores de actividad obtenidos en este trabajo con los de otras
referencias en las cuales emplean Yarrowia lipolytica para la produccion de lipasa tanto en
FMS como en FSm (Tabla 8.19).

De la Tabla 8.19 podemos observar que el medio que emplean los diferentes estudios,
incluido este, para la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica es muy similar ya que
generalmente emplean el medio reportado por Corzo y Revah (1999) con ciertas
modificaciones (Dominguez y col. 2003a, Dominguez y col. 2003b, Babu y col. 2007a, Babu
y col. 2007b, Deive y col. 2010 y Darvishi y col. 2009) empleando glucosa y urea como fuente
de carbono y nitrégeno respectivamente. Ademas las condiciones de fermentacion son
similares en los diversos estudios. Aungue el tiempo de fermentacion para obtener la actividad
méaxima es muy diverso, va desde un dia, similar a lo obtenido en este trabajo, hasta tiempos
tan largos como 11 dias (Dominguez y col. 2003a).

Pero no es posible hacer directamente la comparacion de los valores de actividad obtenidos
en estos estudios ya que se puede observar en la Tabla 8.19 que hay gran diversidad tanto de
los métodos como los sustratos empleados en la determinacion de actividad lipasa.

Para poder comparar los resultados de este trabajo con al menos algunos de los reportados
en los cuales emplean como sustratos esteres de p-nitrofenol se empled la Fig. 8.55. En la Fig.
8.55 se muestra la actividad lipasa de un extracto crudo de enzima extracelular producido por
una cepa de Yarrowia lipolytica empleando diferentes sustratos, esteres de p-nitrofenol con

acidos grasos de diferente longitud de cadena, reportado por Deive y col. (2010). A partir de
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esta grafica se hard la conversion de la actividad que se tendria empleando los sustratos
mostrados en la Fig. 8.55.
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Figura 8.55 Actividad de enzimas lipoliticas de Yarrowia lipolytica en esteres de p-nitrofenol
con acidos grasos de diferente longitud de cadena (solucién cruda de enzima extracelular
concentrada, 100% actividad=406U/dm?). (Deive y col. 2010).

Considerando que la actividad mé&xima obtenida en este reporte con el Control-2 en el
disefio factorial 2°B es de 37.2 U/gs empleando como sustrato p-nitrofenil octanoato (p-NPO),
se tendrian 15.9 U/gs, 88.6 U/gsi y 48.7 Ulgsi empleando como sustratos p-nitrofenil butirato
(p-NPB) p-nitrofenil laurato (p-NPL) y p-nitrofenil palmitato (p-NPP) respectivamente.

Por lo tanto, en este trabajo se obtuvo méas actividad lipasa en un menor tiempo de
fermentacion que la reportada por Babu y col. (2007b) (Tabla 8.20) en el cual también
producen esta enzima en FMS empleando como soporte bagazo de cafia de azlcar y salvado
de trigo y el medio reportado por Corzo y Revah 1999.

Ademas, se obtuvieron mas unidades de actividad lipasa por gramo de soporte inerte que
por mL de extracto de los reportes de: Babu y col. (2007a), Deive y col. (2010) y Darvishi y
col. (2009). Pero se obtuvieron menos unidades que las reportadas por Fickers y col. (2005a)

aunque la cepa empleada en ese estudio estd modificada genéticamente.

9. CONCLUSIONES
Los niveles de produccion de lipasa obtenidos en este trabajo sobrepasaron los niveles de

actividad lipasa de algunos de los reportes de la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica
en FMS y en FSm.

104



En los estudios de extraccion de lipasa, se obtuvieron los mayores valores de actividad
lipasa extrayendo de la materia seca fermentada de las dos cepas de Yarrowia lipolytica
probadas con la solucién del detergente NLS 3 mM.

El aceite de girasol es mejor inductor que el aceite de oliva en la produccion de lipasa por

Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en FMS.

En los estudios de optimizacion, los factores concentracion de glucosa, urea y aceite de
girasol fueron los mas significativos en la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC
9773 en FMS.

Por primera vez se reporta la produccion de lipasa por Yarrowia lipolytica en FMS
utilizando agrolita como soporte inerte. Ademas de estudios de extraccion de lipasa de la

materia fermentada producida por Yarrowia lipolytica mediante soluciones de detergentes.

10. RECOMENDACIONES
A partir de los estudios realizados surgen las siguientes recomendaciones para proseguir
con el estudio de la produccién de lipasas por Yarrowia lipolytica en FMS.

1) Plantear un disefio estadistico en busqueda de un éptimo de los factores concentracion de
glucosa, urea y aceite de girasol. Considerando que el nivel que se empled del aceite de
girasol no favorecia la produccion de lipasa.

2) Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo: humedad, temperatura y aireacion
empleando el sistema de fermentacion de columnas de vidrio. Teniendo como variables de

respuesta: actividad lipasa, morfologia y crecimiento.
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Tabla 8.19 Diferentes actividades lipasa obtenidas en otras referencias utilizando Yarrowia lipolytica. FMS: fermentacion en medio
solido, FSm: fermentacion sumergida.

Ensayo de Actividad lipasa

Fermentacion

Actividad . . - Tiempo de .
) ) Unidad de Tipo de - - Condiciones de hy Referencia
lipasa Sustrato Método actividad lipasa fermentacion Medio de cultivo fermentacion ferngs?;:\)cmn
Espectrofotométrico. Se . .
mige el incremento en la Micromoles de Soporte: Agrolita
. ACi i - 609
87.2 Ulg -nitrofenil absorbanua a 40.5 nm a?ilg:r;)é:;znocl)(;o Corzo y Revah con H'IyemmEd:ri.tt?r%@ En este
soporte IDoctanoato producido por la hidrolisis minuto ba'g las FMS modificaciones §O°C . 1 trabajo
inerte del p-nitrofenil octanoato y 10 bay Tabla 8.18 (Control-2) L . I
la liberacién del anion p- condiciones de pH mmgl medio:
nitrofenolato. ensayo.
Mediante titulacion con pH- Soporte: Nuez
stat. Mezcla de reaccion: triturada
69 U/ 0.114M tributirina en Cantidad de enzima Humedad:
materi% mortiguador Tris-HCI 5mM | que produce 1pmol Corzo v Revah 1999 aproximadamente
seca tributirina pH7, CaCl, 5mM y goma de cido butirico FMS Modifichic’)n' aceite de 5% 11 Dominguez
ardbiga 2% (p/v). Se por minuto bajo las - . Temperatura: y col. 2003a
0 L - girasol como inductor o
23 U/mL adicion6 0.2 mL de muestra condiciones de _ _39 C _
a 10 mL de sustrato, pH ensayo. pH inicial medio:
inicial de 7 y 30°C bajo 6
agitacion.
Espectrofotométrico. Se
mide el incremento en la
absorbancia a 410 nm
producido por la hidrdlisis Soporte: mezcla
del p-nitrofenil palmitato y . Glucosa 1g/10g sustrato porte-
- - . 1 micromol de p- de bagazo de
la liberacion del anion p- . . Urea 1 g/10g sustrato - .
9.3 Ulg . . . nitrofenol liberado cafa de azucar y
- p-niotrofenil nitrofenolato. S + . Babu y col.
materia . oo enzimaticamente FMS ., . salvado de trigo 7
palmitato Temperatura: 28°C Solucion salina (Corzo . ano 2007b
seca 1mL de isopropanol (con del su_strato por y Revah 1999) Humedad: 80%
3mg p-niotrofenil minuto. Temperatura:
Palmitato) + 9mL 30°C
amortiguador Tris-HCI 0.05
M (pH 8), 40 mg Triton X-
100y 10 mg goma arabiga
Se realiz6 en una emulsion Cantidad de enzima En %p/v: glucosa 1, Temperatura:
1150 Aceite de de aceite de oliva (Nagaoka que se requiere ESm suero de leche en polvo 29°C 1125 Destain y
U/mL oliva col. 1963) g para producir 1 3, (NH4),S0,0.8. En % | pH inicial medio: ' col. 1997
y col. mmol de &cido v/v: licor de maiz 1, 7
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graso por minuto

aceite de oliva 0.5

Mediante titulacion con pH-
stat. Medio de reaccion: 6
mL de amortiguador Tris-

Malato 0.2M (pH 7.4), 3

En g/L.: glucosa 20,
urea 2, aceite de oliva
10, KH,PO, 1,
MgS0O,-7H,0 0.5,

mL CaCl, 0.03M, 15 mL Micromoles de CaCl, 0.1, NaCl 0.1. En Te”;gegfg‘ra'
S agua bidestilada y 1mL de acido butirico mg/L: H3BO; 0.5, L . Corzoy
82 Uml tributirina solucion emulsificada de liberados por FSm CuS0Q,-5H,0 0.04, Kl pH |n|c£|1al7med|o. 2.25 Revah 1999
tributirina 17.9% p/p. El pH minuto. 0.1, FeCl3-4H,0 0.2, '
se ajustd a 7.4 con NaOH ZnS0,-7H,0 0.4,
0.01M. Se adiciondé 1mL de MnS0O,4-H,0 0.4. En
muestra con lipasa. pg/L: myo-inositol 4, d-
Temperatura: 37°C biotina 8 y tiamina 200.
Mediante titulacion con pH-
stat. Mezcla de reaccion:
0.114M tributirina en Cantidad de enzima Temperatura:
. mortiguador Tris-HCI 5mM | que produce 1pmol o '
58 U/mL agfil\tlz g/e pHT, C.aCIZ SmMy goma de éCidO graso por FSm M%%riiﬁ:gc%?{a:ciﬁg %e pH ini?:?alcmediO' 8 Dominguez
tributirina arébiga 2% (p/v). Se minuto bajo las girasol como. inductor 6 ' y col. 2003b
adicion6 0.2 mL de muestra condiciones
a 10 mL de sustrato, pH estandar de ensayo
inicial de 7 y 30°C bajo
agitacion.
Espectrofotométrico. Se
mide el incremento en la
absorbancia a 410 nm
producido por la hidrdlisis
dIeI p-nltro_fgnll palm_ljtato y 1 micromol de p-
a liberacion del anion p- . .
-nitrofenil nitrofenolato nitrofenol liberado Corzo y Revah 1999 Temperatura: Babu y col
2.5 U/mL P Imi Choo enzimaticamente FSm Modificacion: aceite de P N ) 4 y col.
palmitato Temperatura: 28°C del sustrato por girasol como inductor 30°c 20072
1mL de isopropanol (con ;
- . minuto.
3mg p-niotrofenil
Palmitato) + 9mL
amortiguador Tris-HCI 0.05
M (pH 8), 40 mg Triton X-
100y 10 mg goma arabiga.
Espectrofotométrico. Se Cantidad de enzima Temperatura:
nitrofenil empleé 2.5 mmol/dm® de p- | que produce 1pmol 30°C Deive v col
700 U/L P laurato nitrofenil laurato como de p-nitrofenol por FSm Corzo y Revah 1999 pH inicial medio: 6 201)/0 '

sustrato a pH 7.2, 30°Cy 20
minutos de tiempo de

minuto bajo las
condiciones

45
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reaccion.

estandar de ensayo

102,760
U/mL

Aceite de
girasol

Emulsidn de sustrato en %
p/v: aciete de girasol 40,

polivinilalcohol 2 y goma
arabiga 50. 100-200 pL

muestra pura o diluida + 5

mL emulsién de sustrato +
4.5 mL amoritguador de
fosfatos 50 mM pH 8 a
30°C. Titulacion de los

4cidos grasos liberados con
NaOH 50 mM (a un pH

final de 9).

La cantidad de
enzima que cataliza
la liberacion de
1umol de acidos
grasos por hora a
30°C.

FSm

En g/L: aceite de colza
20, (NH,),S0O, 5,
KH,PO, 1, K,HPO,
0.1, MgS0O,-7H,0 0.7,
Ca(NO3), 0.4, NaCl
0.5. En mg/L: tiamina-
HCI 0.2, piridoxina-
HCI 0.2, 4cido
nicotinico 0.2, biotina
0.02, calcio pantotenato
0.2, inositol 10.

Temperatura:
28°C

pH del medio:
4.5-5.5

Kamzolova

0.75 y col. 2005

158,246
U/mL

p-nitrofenil
butirato

Se determin6 monitoreando
la hidrolisis de p-
nitrofenilbutirato en p-
nitrofenol y butirato a 405
nm

La cantidad de
enzima que libera
1pmol de acido
graso por minuto a
37°CypH7.2

FSm

En g/L: NH,CI 5.3,
extracto de levadura 10,
triptona de caseina 10,

aceite de oliva 20

Temperatura:
29°C
pH del medio:
6.5+0.1

Fickersy

3.33 col. 2005a

34.6
U/mL

p-nitrofenil
laurato

Espectrofotométrico.
100 pL de sobrenadante del
medio de cultivo + solucion

de p-nitrofenil laurato en
amortiguador de fosfato 50
mM pH 7. Se monitoreo la
produccion de p-nitrofenol a
410 nm durante el periodo
lineal de la acumulacion de
producto. Temperatura:
37°C

Cantidad de enzima
que produce 1pmol
de producto por
minuto.

FSm

Corzo y Revah 1999
con modificaciones. En
g/L: aceite de oliva 10,
extracto de levadura 2,

KH,PO, 0.5, K,HPO,
0.5, MgS0O,4-7H,0 0.5,

CaCl, 0.1, NaCl 0.1

Temperatura:
29°C

pH inicial medio:

6

Darvishi y
col. 2009

190.4 =
2.1 U/L:-h

p-nitrofenil
laurato

0.1 mL de medio de cultivo
se adiciond a una solucién
de p-nitrofenil laurato en
amortiguador de fosfatos
pH 7. Se incubd la solucién
a 37°C. Se monitoreo la
produccién de p-nitrofenol a
410 nm durante el periodo
lineal de acumulacion de
producto.

La cantidad de
enzima que
produce 1 pmol de
producto por
minuto bajo las
condiciones de
ensayo.

FSm

Medio YPD, en % p/v:
extracto de levadura 1,
peptona 0.64, glucosa
2, perfluorodecalina 20

Temperatura:
28°C

Fonseca y
col. 2007
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12. ANEXOS
12.1 Curva estandar de p-nitrofenol

Se muestra a continuacion la curva estandar de p-nitrofenol, del cual se derivd el
coeficiente de extincién molar que se utilizé de 4024 absorbancia mol L*cm™.

3.0

25 y = 4024x
Rz=1

2.0

15

1.0

Absorbancia (405 nm)

0.5

0.0

0 0.0002 0.0004 0.0006

: p-NP (M) .
Figura 12.1 Curva estandar de p-nitrofenol.

12.2 Disefios estadisticos

Se muestran las tablas empleadas al momento de preparar los medios de los disefios
estadisticos. Se muestra el volumen adicionado de cada una de las soluciones concentradas, de
inéculo, las aportaciones de agua por las soluciones, y todo lo necesario para tener las
condiciones requeridas en cada uno de los tratamientos. La base de calculo de estas tablas es
un gramo de soporte inerte pero al final de estas se muestra la cantidad de medio adicionado a
cada matraz Erlenmeyer de 125 mL. En negritas se muestra la cantidad adicionada de las
soluciones concentradas y la cantidad a la derecha es la aportacion de agua por la adicion de

dicha solucién.
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Disefo 2. Factorial fraccionado

12-8
2

El inéculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 7.5x10° células/mL

Tabla 12.1 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial fraccionado 222,

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgSO4-7H20 CaCl2 NaCl
mL mL mL mL mL mL mL mL
1 0.30 0.23 0.05 0.098 0.09 | 0.0245 0.02 0.096 0.09 | 0.049 0.045 | 0.0098 0.009 | 0.0095  0.009
2 0.59 0.47 0.05 0.098 0.09 | 0.0245 0.02 0.048 0.05 | 0.024 0.023 | 0.0049 0.005| 0.0095  0.009
3 0.30 0.23 0.11 0.098 0.09 | 0.0245 0.02 0.048 0.05 | 0.049 0.045 | 0.0098 0.009 | 0.0048  0.005
4 0.59 0.47 0.11 0.098 0.09 | 0.0245 0.02 0.096 0.09 | 0.024 0.023 | 0.0049 0.005| 0.0048  0.005
5 0.30 0.23 0.05 0.196 0.18 | 0.0245 0.02 0.096 0.09 | 0.024 0.023 | 0.0098 0.009 | 0.0048  0.005
6 0.59 0.47 0.05 0.196 0.18 | 0.0245 0.02 0.048 0.05 | 0.049 0.045 | 0.0049 0.005| 0.0048  0.005
7 0.30 0.23 0.11 0.196 0.18 | 0.0245 0.02 0.048 0.05 | 0.024 0.023 | 0.0098 0.009 | 0.0095  0.009
8 0.59 0.47 0.11 0.196 0.18 | 0.0245 0.02 0.096 0.09 | 0.049 0.045 | 0.0049 0.005| 0.0095 0.009
9 0.30 0.23 0.05 0.098 0.09 0.049  0.05 0.096 0.09 | 0.049 0.045 | 0.0049 0.005| 0.0095 0.009
10 0.59 0.47 0.05 0.098 0.09 0.049  0.05 0.048 0.05 | 0.024 0.023 | 0.0098 0.009 | 0.0095  0.009
11 0.30 0.23 0.11 0.098 0.09 0.049  0.05 0.048 0.05 | 0.049 0.045 | 0.0049 0.005| 0.0048  0.005
12 0.59 0.47 0.11 0.098 0.09 0.049  0.05 0.096 0.09 | 0.024 0.023 | 0.0098 0.009 | 0.0048  0.005
13 0.30 0.23 0.05 0.196 0.18 0.049  0.05 0.096 0.09 | 0.024 0.023 | 0.0049 0.005| 0.0048  0.005
14 0.59 0.47 0.05 0.196 0.18 0.049  0.05 0.048 0.05 | 0.049 0.045 | 0.0098 0.009 | 0.0048  0.005
15 0.30 0.23 0.11 0.196 0.18 0.049  0.05 0.048 0.05 | 0.024 0.023 | 0.0049 0.005| 0.0095  0.009
16 0.59 0.47 0.11 0.196 0.18 0.049  0.05 0.096 0.09 | 0.049 0.045 | 0.0098 0.009 | 0.0095  0.009
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Tabla 12.1 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial fraccionado 2'%®,

PVA Oligoelementos | pH | Indculo Agua (g) “Peso Volumen Densidad mL de medio
mL mL mL Total por soluciones e inoculo | Por agregar | Total | del medio | del medio | del medio por matraz
0.18 0.171 0.02 0.02 | 55 0.13 0.82 0.68 15 1.69 1.66 1.01 5
0.18 0.171 0.02 0.02 | 6.5 0.13 0.98 1.02 2 2.28 2.25 1.01 6.75
0.09 0.086 0.02 0.02 | 6.5 0.13 0.69 1.31 2 2.23 2.16 1.03 6.5
0.09 0.086 0.02 0.02 | 55 0.13 0.94 0.56 1.5 1.83 1.83 1.00 5.5
0.18 0.171 0.01 0.01 | 65 0.13 0.88 0.62 15 1.70 1.66 1.02 5
0.18 0.171 0.01 0.01 | 55 0.13 1.08 0.92 2 2.29 2.16 1.06 6.5
0.09 0.086 0.01 0.01 | 55 0.13 0.75 1.25 2 2.24 2.16 1.03 6.5
0.09 0.086 0.01 0.01 | 65 0.13 1.05 0.45 15 1.84 1.83 1.01 5.5
0.09 0.086 0.01 0.01 | 55 0.13 0.74 1.26 2 2.19 2.08 1.05 6.25
0.09 0.086 0.01 0.01 | 65 0.13 0.92 0.58 15 1.78 1.66 1.07 5
0.18 0.171 0.01 0.01 | 6.5 0.13 0.78 0.72 15 1.74 1.66 1.04 5
0.18 0.171 0.01 0.01 | 55 0.13 1.04 0.96 2 2.34 2.25 1.04 6.75
0.09 0.086 0.02 0.02 | 6.5 0.13 0.82 1.18 2 2.19 2.08 1.05 6.25
0.09 0.086 0.02 0.02 | 55 0.13 1.03 0.47 15 1.79 1.66 1.07 5
0.18 0.171 0.02 0.02 | 55 0.13 0.86 0.64 15 1.74 1.83 0.95 5.5
0.18 0.171 0.02 0.02 | 65 0.13 1.17 0.83 2 2.35 2.33 1.01 7

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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Disefio 3. Factorial fraccionado 2°2

El inéculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 1.1x10° células/mL

Tabla 12.2 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial fraccionado 2°.

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgS04-7H20 CaCl2 NaCl
mL g mL mL mL mL mL mL
1 0.45 0.35 0.03 0.049 0.05| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
2 0.74  0.58 0.03 0.049 0.05| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
3 0.45 0.35 0.08 0.049 0.05| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
4 0.74  0.58 0.08 0.049 0.05| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
5 0.45 0.35 0.03 0.147 0.14| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
6 0.74  0.58 0.03 0.147 0.14| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
7 0.45 0.35 0.08 0.147 0.14| 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
8 0.74  0.58 0.08 0.147 0.14 | 0.03675  0.03 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
9 0.59 0.47 0.05 0.098 0.09 0.049 0.05 0.048 0.05| 0.049 0.045 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
10 0.45 0.35 0.03 0.049 0.05| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
11 0.74  0.58 0.03 0.049 0.05| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
12 0.45 0.35 0.08 0.049 0.05| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
13 0.74  0.58 0.08 0.049 0.05| 0.06125  0.06 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
14 0.45 0.35 0.03 0.147 0.14 | 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
15 0.74  0.58 0.03 0.147 0.14| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
16 0.45 0.35 0.08 0.147 0.14| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
17 0.74  0.58 0.08 0.147 0.14| 0.06125 0.06 0.048 0.05| 0.061 0.056 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
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Tabla 12.2 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial fraccionado 2°2.

PVA Oligoelementos pH | In6culo Agua (g) *Peso Volumen | Densidad mL de medio
mL mL mL total por soluciones e indculo | por agregar | total del medio | del medio | del medio por matraz
0.09 0.086 0.01 001 | 5 0.09 0.70 0.80 15 1.70 1.58 1.07 4,75
0.09 0.086 0.01 001 | 5 0.09 0.96 0.54 15 1.80 1.66 1.08 5

0.09 0.086 0.01 0.01 6 0.09 0.73 0.77 1.5 1.75 1.75 1.00 5.25
0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 0.94 0.56 15 1.85 1.75 1.06 5.25
0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 0.82 0.68 15 1.71 1.58 1.08 4,75
0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 1.03 0.47 15 1.81 1.66 1.09 5

0.09 0.086 0.01 001 | 5 0.09 0.79 0.71 15 1.76 1.66 1.06 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.09 1.05 0.45 1.5 1.86 1.75 1.06 5.25
0.09 0.086 0.01 0.01 | 55 0.09 0.89 0.61 15 1.78 1.66 1.07 5

0.09 0.086 0.01 0.01 6 0.09 0.73 0.77 15 1.70 1.66 1.02 5

0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 0.98 0.52 15 1.80 1.66 1.08 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.09 0.75 0.75 1.5 1.75 1.66 1.05 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.09 0.96 0.54 1.5 1.85 1.66 1.11 5

0.09 0.086 0.01 001 | 5 0.09 0.84 0.66 15 1.71 1.58 1.08 4,75
0.09 0.086 0.01 001 | 5 0.09 1.05 0.45 15 1.81 1.66 1.09 5

0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 0.82 0.68 15 1.76 1.66 1.06 5

0.09 0.086 0.01 001 | 6 0.09 1.07 0.43 15 1.86 1.75 1.06 5.25

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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Disefio 4. Box Behnken

El indculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 1.5x10° células/mL

Tabla 12.3 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio Box Behnken.

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgSO4-7H20 CaCl2 NaCl
mL g mL mL mL mL mL mL
1 053 042 0.02 0.1176 0.1 | 0.03675 0.03 0.048 0.05| 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
2 042 033 0.02 0.1176 0.11 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
3 0.65 051 0.02 0.1176 0.11 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
4 042 033 0.03 0.1176 0.11 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
5 0.65 051 0.03 0.1176 0.11 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
6 042 033 0.02 0.0784 0.07 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
7 0.65 051 0.02 0.0784 0.07 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
8 0.53 0.42 0.02 0.1176 0.11 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
9 042 033 0.02 0.1568 0.14 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
10 0.65 051 0.02 0.1568 0.14 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
11 0.53 0.42 0.02 0.0784 0.07 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
12 0.53 0.42 0.03 0.0784 0.07 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
13 0.53 0.42 0.02 0.1568 0.14 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
14 0.53 042 0.03 0.1568 0.14 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
15 0.53 042 0.02 0.1176 0.1 | 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
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Tabla 12.3 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio Box Behnken.

PVA Oligoelementos pH In6culo Agua (g) *Peso del Volumen del Densidad mL de medio
mL mL mL total por soluciones e inéculo | por agregar | total medio @ medio (mL) | del medio g/mL) medio por matraz
0.09 0.086| 0.01 0.01 5 0.07 0.82 0.68 15 1.73 1.58 1.09 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.72 0.78 15 1.69 1.58 1.06 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.91 0.59 15 1.77 1.67 1.06 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.72 0.78 1.5 1.70 1.58 1.07 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.91 0.59 1.5 1.78 1.67 1.07 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.69 0.81 15 1.69 1.58 1.07 4.75
0.09 0.086 | 0.01 0.01 5 0.07 0.88 0.62 1.5 1.77 1.67 1.06 5

0.09 0.086 | 0.01 0.01 5 0.07 0.82 0.68 1.5 1.73 1.67 1.04 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.76 0.74 1.5 1.69 1.58 1.07 4.75
0.09 0.086| 0.01 0.01 5 0.07 0.95 0.55 15 1.77 1.67 1.06 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.78 0.72 15 1.72 1.58 1.09 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.78 0.72 15 1.73 1.67 1.04 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.85 0.65 15 1.73 1.67 1.04 5

0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.07 0.85 0.65 1.5 1.74 1.67 1.04 5

0.09 0.086 | 0.01 0.01 5 0.07 0.82 0.68 15 1.73 1.58 1.09 4.75

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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Disefio 5. Factorial 4°

El inéculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 9.1x10° células/mL

Tabla 12.4 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 42,

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgSO4-7H20 CaCl2 NaCl
mL g mL mL mL mL mL mL
1 0.24 019 0.02 0.1372 0.13 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
2 0.36 0.28 0.02 0.1372 0.13 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
3 047 037 0.02 0.1372  0.13 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
4 059 047 0.02 0.1372  0.13 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
5 0.24 019 0.02 0.1764 0.16 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
6 0.36 0.28 0.02 0.1764 0.16 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
7 0.47 037 0.02 0.1764 0.16 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
8 0.59 047 0.02 0.1764 0.16 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
9 0.24 019 0.02 0.2156 0.2 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
10 0.36 0.28 0.02 0.2156 0.2 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
11 0.47 037 0.02 0.2156 0.2 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
12 059 047 0.02 0.2156 0.2 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
13 0.24 019 0.02 0.2548 0.23 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
14 036 0.28 0.02 0.2548 0.23 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
15 0.47 037 0.02 0.2548 0.23 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
16 059 047 0.02 0.2548 0.23 0.03675 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
17 0.20 0.16 0.04 0.065 0.06 0.0163 0.02 0.032 0.03 | 0.016 0.015 | 0.0033 0.003 | 0.0032 0.003
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Tabla 12.4 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 42,

PVA Oligoelementos pH | Indculo Agua (g) *Peso del | Volumen | Densidad | mL de medio
mL mL mL total por soluciones e in6culo por agregar | total medio del medio | del medio | por matraz
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.64 0.86 15 1.63 1.50 1.09 4.5
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.74 0.76 15 1.67 1.58 1.06 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.83 0.67 15 1.71 1.58 1.08 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.92 0.58 15 1.75 1.67 1.05 5
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.68 0.82 15 1.64 1.58 1.03 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.77 0.73 15 1.68 1.58 1.06 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.87 0.63 15 1.72 1.58 1.08 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.96 0.54 15 1.76 1.67 1.05 5
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.72 0.78 15 1.64 1.58 1.04 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.81 0.69 15 1.68 1.58 1.06 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.90 0.60 15 1.72 1.58 1.09 4,75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 1.00 0.50 15 1.76 1.67 1.06 5
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.75 0.75 15 1.64 1.58 1.04 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.84 0.66 15 1.68 1.58 1.06 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 0.94 0.56 15 1.72 1.58 1.09 4.75
0.09 0.086 0.01 0.01 5 0.11 1.03 0.47 15 1.76 1.67 1.06 5
0.06 0.053 0.01 0.01 6.2 0.11 0.45 1.15 1.6 1.72 1.67 1.03 5

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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Disefo 6. Fa

ctorial 32A

El inéculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 8.5x10° células/mL

Tabla 12.5 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 32A.

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgS04-7H20 CaCl2 NaCl
mL g mL mL mL mL mL mL

1 047 037 0.02 0.08 0.07 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

2 059 047 0.02 0.08 0.07 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

3 0.71  0.56 0.02 0.08 0.07 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

4 047 037 0.02 012 0.11 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

5 059 047 0.02 012 0.11 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

6 0.71  0.56 0.02 0.12 0.11 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

7 047 037 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

8 059 047 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

9 0.71  0.56 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048  0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009

10 0.20 0.16 0.04 0.07 0.06 0.016 0.02 0.032  0.03 | 0.016 0.015 | 0.0033 0.003 | 0.0032 0.003

11 0.20 0.16 0.04 0.07 0.06 0.016 0.02 0.032 0.03 | 0.016 0.015 | 0.0033 0.003 | 0.0032 0.003

Tabla 12.5 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 32A.

PVA Oligoelementos pH | Inbculo Agua (g) *Peso del | volumen Densidad mL de medio
mL mL mL total por soluciones e inéculo por agregar | total medio | del medio | del medio por matraz
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.78 0.72 15 1.71 1.58 1.08 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.88 0.62 15 1.75 1.67 1.05 5
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.97 0.53 15 1.79 1.67 1.07 5
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.82 0.68 15 1.71 1.58 1.08 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.91 0.59 15 1.75 1.58 1.10 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 1.01 0.49 15 1.79 1.67 1.07 5
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.86 0.64 15 171 1.58 1.08 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 0.95 0.55 15 1.75 1.67 1.05 5
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.12 1.04 0.46 15 1.79 1.67 1.08 5
0.056 0.053 | 0.0067  0.01 5 0.12 0.46 1.14 1.6 1.72 1.67 1.03 5
0.056 0.053 | 0.0067 0.01 6.2 0.12 0.46 1.14 1.6 1.72 1.67 1.03 5

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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Disefio 7. Factorial 3°B

El inéculo empleado en este disefio tenia una concentracion de 3.03x10° células/mL

Tabla 12.6 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 32B.

Tratamiento Glucosa Aceite de girasol Urea E. levadura KH2PO4 MgS04-7H20 CaCl2 NaCl
mL g mL mL mL mL mL mL
1 042 033 0.02 012 011 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
2 0.53 042 0.02 012 011 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
3 0.65 051 0.02 012 011 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
4 042 033 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
5 0.53 042 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
6 0.65 051 0.02 0.16 0.14 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
7 042 033 0.02 0.20 0.8 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
8 053 042 0.02 0.20 0.18 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
9 0.65 051 0.02 0.20 0.8 0.037 0.03 0.048 0.05 | 0.037 0.034 | 0.0049 0.005 | 0.0095 0.009
10 0.20 0.6 0.04 0.07 0.06 0.016 0.02 0.032 0.03 | 0.016 0.015 | 0.0033 0.003 | 0.0032 0.003
11 0.20 0.16 0.04 0.07 0.06 0.016 0.02 0.032 0.03 | 0.016 0.015 | 0.0033 0.003 | 0.0032 0.003
Tabla 12.6 Preparacion de los medios correspondientes a cada tratamiento del disefio factorial 32B.
PVA Oligoelementos | pH Inéculo Agua (g) *Peso Volumen | Densidad | mL de medio
mL mL mL total por soluciones por agregar | total | del medio | del medio | del medio por matraz
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.69 0.81 15 1.69 1.58 1.07 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.78 0.72 15 1.73 1.58 1.09 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.88 0.62 15 1.77 1.67 1.06 5
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.73 0.77 15 1.69 1.58 1.07 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.82 0.68 15 1.73 1.58 1.09 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.91 0.59 15 1.77 1.58 1.12 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.76 0.74 15 1.70 1.58 1.07 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.85 0.65 15 1.74 1.58 1.10 4.75
0.090 0.086 | 0.01 0.01 5 0.03 0.95 0.55 15 1.78 1.67 1.07 5
0.056 0.053 | 0.0067  0.01 5 0.03 0.37 1.23 1.6 1.72 1.67 1.03 5
0.056 0.053 | 0.0067 0.01 6.2 0.03 0.37 1.23 1.6 1.72 1.67 1.03 5

* Peso del medio = total sélidos + total agua.
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9773. Msf: materia seca fermentada.

12.3 Efecto de detergentes en la actividad y en la extraccion de lipasa de materia seca fermentada de Yarrowia lipolytica.

Tabla 12.7 Efecto del NLS en la actividad y en la extraccion de lipasa de materia seca fermentada de Yarrowia lipolytica ATCC

i6 Activacion por i6 -
Efecto en la actividad Efecto en la e>;tracmon de extracci()g Efecto en Ialext:jacmon de msf Activacion por
s "~ GhElE! extraccion con lavados
ivaci6 ivacid activacion del ECTs L
Actividad Activacion Actividad Activacion extracto Actividad Activacion | aetivacion del extracto
(veces) (veces) (veces) extracelular
extracelular
0 29 £ 02 0.0 21 + 02 0.0 0.0 06 =+ 0.1 0.0 0.0
1 6.8 + 0.2 14 112 + 0.7 4.5 3.1 32 + 02 4.1 2.7
2 86 + 06 20 136 + 0.3 5.6 3.6 99 =+ 14 14.8 12.8
3 6.8 + 03 14 145 + 07 6.1 4.7 135 + 0.6 20.5 19.1
4 63 + 05 1.2 127 + 07 5.2 4.0 104 + 05 15.6 14.4
10 32 + 03 0.1 68 =+ 0.1 2.3 2.2 59 + 0.2 8.4 8.3

Tabla 12.8 Efecto del NLS en la actividad y en la extraccion de lipasa de materia seca fermentada de Yarrowia lipolytica L0018.
Msf: materia seca fermentada.

Efecto en la actividad Efecto en la extraccion de Activacion por Efecto en la extraccion de msf Activacién por
msf extraccion lavada extraccion con
- lavados
ivacié ivacié activacion del ivacié -
Actividad Af\t/'g’jfs')o” Actividad Af\t/'g’jgs')o” extracto Actividad A‘(:\‘/';’(f‘gs')"” i T 5]
extracelular extracto extracelular
0 15 + 01 0.0 09 =+ 00 0.0 0.0 04 =+ 00 0.00 0.00
1 22 £ 0.2 0.5 32 + 03 2.6 2.1 14 = 0.1 2.1 1.7
2 24 + 0.2 0.6 44 £ 03 3.9 3.3 32 + 02 6.3 5.6
3 20 * 0.2 0.3 49 £ 01 45 4.2 44 + 01 8.9 8.6
4 18 + 01 0.2 27 £ 03 2.0 1.9 28 + 0.2 5.3 5.2
10 07 =+ 01 -0.5 10 + 0.2 0.1 0.7 1.1 = 00 1.5 2.0

127



Tabla 12.9 Efecto del triton X-100 en la actividad y en la extraccion de lipasa de materia seca fermentada de Yarrowia lipolytica
ATCC 9773. Msf: materia seca fermentada.

Efecto en la actividad

Efecto en la extraccion de

Activacion por

Efecto en la extraccion de msf

Activacion por

msf extraccion lavada extraccion con
NLS - lavados
mM ivaci6 ivaci6 activacion del ivacié -
(mh4) Actividad Ac(:\tllxg)o n Actividad A((:\t/'::gs')o n extracto Actividad A((:\t;g;cslf n activacion del
extracelular extracto extracelular
0 153 0.15 0.00 1.23 0.08 0.00 0.00 0.73 0.11 0.00 0.00
0.05 281 026 0.83 3.10 0.18 1.52 0.69 1.24 0.04 0.70 -0.12
0.1 1.15 0.06 -0.25 5.41 0.53 3.40 3.15 2.15 0.03 1.96 1.71
0.2 0.74 0.08 -0.52 6.99 0.39 4.69 417 1.98 0.11 1.74 1.22
0.3 0.73  0.07 -0.52 453 0.41 2.69 2.16 1.86 0.08 1.57 1.05
0.4 0.71 0.05 -0.54 3.30 0.14 1.68 1.14 1.68 0.22 1.32 0.78

Tabla 12.10 Efecto del triton X-100 en la actividad y en la extraccion de lipasa de materia seca fermentada de Yarrowia
lipolytica L0018. Msf: materia seca fermentada.

Efecto en la actividad

Efecto en la extraccion de

Activacion por
extraccion

Efecto en la extraccion de msf

Activacion por

msf lavada extraccion con
NLS - lavados
mM vacit ivacié activacion del ivaci6 -
BN Activicad A‘(’\t/'g’fgs')o” Actividad A‘E\‘/‘g’fgs';)” extracto Actividad A‘(:\t/'g’fe";)o” activacion del
extracelular extracto extracelular
0 0.94 0.06 0.00 0.63 0.03 0.00 0.00 0.28 0.02 0.00 0.00

0.05 0.98 0.08 0.04 1.13 0.07 0.79 0.75 0.78 0.02 1.83 1.79

0.1 0.05 0.05 -0.94 1.40 0.07 1.22 0.28 0.39 0.04 0.42 -0.52

0.2 0.02 0.01 -0.98 1.24 0.03 0.95 -0.03 0.25 0.02 -0.09 -1.07

0.3 0.03 0.01 -0.97 0.45 0.02 -0.29 -1.26 0.13 0.01 -0.55 -1.51

0.4 0.05 0.01 -0.95 0.28 0.02 -0.57 -1.51 0.11 0.01 -0.60 -1.55
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12.4 Efecto de diferentes concentraciones del medio de cultivo basal sobre la produccién
de lipasa por Yarrowia lipolytica ATCC 9773 en fermentacion en medio solido
Las cinéticas de las diferentes concentraciones del medio de cultivo basal (1X, 2X, 4X,
6X, 8X) son las mostradas en la Fig. 12.2.
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Figura 12.2 Cinéticas empleando las diferentes concentraciones del medio de cultivo basal.
Medios: 1X (m), 2X (¢),4X (A), 6X (®) y 8X (X).

Tabla 12.11 Analisis de varianza de la productividad de lipasa empleando diferentes
concentraciones del medio de cultivo basal. Gl: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 311.09 4 77.7725 11.56 | 0.0097
Dentro de grupos 33.65 5 6.73
Total 344.74 9
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Tabla 12.12 Resultados del método de Tukey de la productividad de lipasa empleando
diferentes concentraciones del medio de cultivo basal.

GOl d_e las oM EES Decision Diferencia = +/- Limites
del medio de cultivo basal
1IX-2X Significativa -16.9 10.3591
1X -4X No significativa -8.75 10.3591
1IX-6X No significativa -5.25 10.3591
1X -8X No significativa -5.35 10.3591
2X —4X No significativa 8.15 10.3591
2X —6X Significativa 11.65 10.3591
2X —8X Significativa 11.55 10.3591
4X —6X No significativa 3.5 10.3591
4X —8X No significativa 3.4 10.3591
6 X-8X No significativa -0.1 10.3591

12.5 Analisis de los disefios estadisticos

Disefio 1. Factorial 2° con punto al centro

Tabla 12.13 Anélisis de varianza del disefio factorial 2% con punto al centro. Gl: grados de

libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
A:pH 0.0138063 1 0.0138063 0.07 0.7997
B:Humedad 1.13956 1 1.13956 5.61 0.0394
C:Tamafio de in6culo 3.56266 1 3.56266 17.53 0.0019
AB 0.288906 1 0.288906 1.42 0.2607
AC 1.06606 1 1.06606 5.24 0.0450
BC 0.0264062 1 0.0264062 0.13 0.7260
bloques 2.07401 1 2.07401 10.20 0.0096
Error total 2.0327 10 0.20327
Total (corr.) 10.2041 17

Disefio 2. Factorial fraccionado 22

Tabla 12.14 Anélisis de varianza del disefio factorial saturado 2%, Gl: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
A:Glucosa 178.133 1 178.133 67.57 | 0.0000
B:Aceite de girasol 92.1403 1 92.1403 34.95 | 0.0000
C:Urea 112457 1 1124.57 426.58 | 0.0000
D:Extracto de levadura 118.195 1 118.195 44.83 | 0.0000
E:KH2PO4 11.4003 1 11.4003 4.32 0.0514
F:MgS04.7H20 661.57 1 661.57 250.95 | 0.0000
G:CaCl2 1.40281 1 1.40281 0.53 0.4746
H:NaCl 26.1003 1 26.1003 9.90 0.0053
I:Polivinilalcohol 1.48781 1 1.48781 0.56 0.4617
J:Oligoelementos 9.79031 1 9.79031 3.71 0.0691
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K:pH 39.3828 1 39.3828 14.94 | 0.0010
L:Humedad 23.6328 1 23.6328 8.96 0.0075
Total error 50.0884 19 2.63623

Total (corr.) 2337.89 31

La ecuacion del modelo de primer orden ajustado es:

Actividad = 31.9219 + 0.0471875*Glucosa - 0.067875*Aceite de girasol - 1.18563*Urea +
1.5375*Extracto de levadura - 0.23875*KH,PO, + 3.6375*MgS0O,.7H,0 + 0.8375*CaCl, +
3.6125*NaCl + 0.0958333*Polivinilalcohol - 0.553125*Oligoelementos - 2.21875*pH -
3.4375*Humedad

Disefio 3. Factorial fraccionado 252

Tabla 12.15 Anélisis de varianza del disefio factorial saturado 2%, GlI: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F Valor-P
A:Glucosa 185.281 1 185.281 109.90 0.0000
B:Aceite de girasol 48.5113 1 48.5113 28.77 0.0001
C:Urea 2012.95 1 2012.95 1194.00 0.0000
D:Extracto de levadura 26.2813 1 26.2813 15.59 0.0010
E:MgSO4.7H20 6.30125 1 6.30125 3.74 0.0700
F:pH 76.2613 1 76.2613 45.24 0.0000
Falta de ajuste 156.628 10 15.6628 9.29 0.0000
Error puro 28.66 17 1.68588
Total (corr.) 2540.88 33

La ecuacién del modelo de primer orden ajustado es:

Actividad = 9.03199 - 0.048125*Glucosa - 0.04925*Aceite de girasol + 1.58625*Urea -
0.725*Extracto de levadura - 0.355*MgSQO,.7H,0 + 3.0875*pH

Disefio 4. Box Behnken

Tabla 12.16 Analisis de varianza del disefio Box Behnken. GI: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F Valor-P
A:Glucosa 118.266 1 118.266 2.66 0.1188
B:Aceite de girasol 83.2656 1 83.2656 1.87 0.1866
C:Urea 47.61 1 47.61 1.07 0.3134
AA 11.577 1 11.577 0.26 0.6157
AB 3.78125 1 3.78125 0.08 0.7737
AC 80.645 1 80.645 1.81 0.1934
BB 54,7516 1 54.7516 1.23 0.2806
BC 16.245 1 16.245 0.36 0.5526
cC 439.494 1 439.494 9.87 0.0051
Error total 890.44 20 44 522
Total (corr.) 1767.43 29
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Figura 12.3 Grafica de interacciones para actividad del disefio Box-Behnken.
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La ecuacion del modelo de segundo orden ajustado es:

Actividad = -7.68073 + 0.044375*Glucosa - 2.42667*Aceite de girasol + 9.85625*Urea -

0.000782552*Glucosa™2 - 0.0034375*Glucosa*Aceite de girasol + 0.0198437*Glucosa*Urea

+0.108917*Aceite de girasol*2 - 0.07125*Aceite de girasol*Urea - 0.482161*Urea”"2

Disefio 5. Factorial 4°

Actividad

Tabla 12.17 Anélisis de varianza del disefio factorial 4%. GI: grados de libertad.

40
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Figura 12.4 Grafica de interacciones para actividad del disefio factorial 4°.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F Valor-P
A:Glucosa 1633.92 1 1633.92 53.62 0.0000
B:Urea 829.466 1 829.466 27.22 0.0000
AA 82.2403 1 82.2403 2.70 0.1125
AB 304.922 1 304.922 10.01 0.0039
BB 88.1128 1 88.1128 2.89 0.1010
Error total 792.269 26 30.4719
Total (corr.) 3730.93 31

Urea=14.0

Urea=26.0
Urea=14.0 \_/
Urea=26.0

80.0 200.0
Glucosa

132



La ecuacién del modelo de segundo orden ajustado es:

Actividad = 26.9933 + 0.187922*Glucosa - 3.12606*Urea + 0.00100195*Glucosa’?2 -
0.0154344*Glucosa*Urea + 0.103711*Urea2

Disefio 6. Factorial 3°A

Tabla 12.18 Anélisis de varianza del disefio factorial 3*A. GI: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
A:Glucosa 44.0833 1 44,0833 6.08 0.0297
B:Urea 250.253 1 250.253 34.50 0.0001
AA 12.25 1 12.25 1.69 0.2181
AB 1.36125 1 1.36125 0.19 0.6725
BB 4.0 1 4.0 0.55 0.4720
Error total 87.0321 12 7.25267
Total (corr.) 398.98 17
28
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16
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Figura 12.5 Gréafica de interacciones para actividad del disefio factorial 3°A.

La ecuacion del modelo de segundo orden ajustado es:

Actividad = -27.6458 + 0.358646*Glucosa + 2.12604*Urea - 0.00109375*Glucosa™2 +
0.00257813*Glucosa*Urea - 0.0625*Urea”2

Disefio 6. Factorial 3°B

Tabla 12.19 Anélisis de varianza del disefio factorial 3°B. Gl: grados de libertad.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Raz6n-F Valor-P
A:Glucosa 346.688 1 346.688 36.11 0.0001
B:Urea 80.6008 1 80.6008 8.40 0.0134
AA 86.1803 1 86.1803 8.98 0.0111
AB 279.661 1 279.661 29.13 0.0002
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BB 4.76694 1 4.76694 0.50 0.4945
Error total 115.208 12 9.60064
Total (corr.) 913.104 17
35 Urea=20
31
g 27 vrea=iz Urea=12
2
= 23
§=
=
E’ 19
15
11 Urea=20
140 220
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Figura 12.6 Gratica de interacciones para actividad del disefo tactorial 3<B.
La ecuacion del modelo de segundo orden ajustado es:

Actividad = 12.4215 + 0.5875*Glucosa - 5.11615*Urea - 0.00290104*Glucosa’™2 +
0.0369531*Glucosa*Urea - 0.0682292*Urea”2

12.6 Relacion C/N de los medios de cultivo

Primero se muestra la manera en la que se calculé la relacion C/N y posteriormente se
muestran las tablas de la relacién C/N de los tratamientos de los disefios factorial 42, factorial
32y factorial 3.

Célculo de la relacion C/N de los medios de cultivo

El célculo de la relacién C/N de los medios de cultivo se ejemplificara con el calculo de
esta relacion para el medio de cultivo basal 2X el cual se realizé de la siguiente manera:
1. Se considerd que el aporte principal de carbono (C) y nitrégeno (N) fue por los siguientes

componentes del medio de cultivo basal:

Componentes con Carbono Componentes con Nitrégeno
- Glucosa - Urea
- Aceite de girasol - Extracto de levadura

2. Se desgloso el aporte de carbono y nitrégeno por cada componente:
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Componentes con carbono

- Glucosa
66.7mgglucosa| 1g | mol  |72gC _0.26689C
Osi 100mg[180g glucosa| mol g

- Aceite de girasol

Se ha encontrado en diversas referencias (Taka¢ y Marul 2008, Mittelbach 1990 y Noor
Lida y col. 2002) que la composicion de &cidos grasos del aceite de girasol es
aproximadamente: acido palmitico (C16:0) 7%, &cido esteérico (C18:0) 4%, acido oleico
(C18:1) 25% vy é&cido linoleico (C18:2) 64%. El aporte de carbono por cada uno de estos
acidos grasos es:

v' &cido palmitico

33.3mg aceite de girasol | 1g 79 é&cido palmitico mol
Osi 100mg|100g aciete de girasol| 256g acido palmitico

1929C _ 0.017gC

mol Osi

v" 4cido estearico

33.3mg aceite de girasol | 1g 49 é&cido esteérico mol
i 100mg|100g aciete de girasol| 284g acido estearico

216gC _ 0.010gC
mol g

v" 4cido oleico

33.3mg aceite de girasol| 1g 25g acido oleico mol
Osi 100mg|100g aciete de girasol| 282g acido oleico

216gC _ 0.063gC
mol ~  gq

v" acido linoleico

33.3mg aceite de girasol | 1g | 64g &cido linoleico mol
Osi 100mg |100g aciete de girasol| 280g acido linoleico

2169C _ 0.164gC
mol g4

Se suman todos los aportes de carbono por la glucosa y el aceite de girasol para tener el
carbono total:

0.2668gC 0.017gC 0.010gC 0.063gC 0.164gC 0.523gC
Total = + + + + =
Osi Osi Osi Osi Osi Osi

Componentes con Nitrégeno

- Urea

6.7mgurea| 1g | mol [28gN _ 0.031gN
s 100mg 60gurea| mol g
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- Extracto de levadura

El extracto de levadura empleado tiene un promedio de nitrégeno total del 10.75%.

1.7mg extracto de levadura| 1g \

10.75g N

_ 0.002gN

Osi

100mg\1009 extracto de levadura

Osi

Se suma el aporte de nitrogeno por la urea y el extracto de levadura para obtener el

nitrégeno total:

_0031gN _0.002gN _ 0.033g N

Total —

gsi gsi

Osi

La relacion C/N se obtiene del cociente del Cyota €ntre el Ntotar:

0.523gC

Relacién C/N = 9si

Osi

0.033gN

=15.9

La relacion C/N del medio de cultivo basal 2X es de 15.9.

Se prosiguid de la misma manera para obtener la relacion C/N de cada uno de los medios

empleados en los disefios experimentales.

Relacion C/N de los medios de cultivo

Se muestra la relacién C/N de los tratamientos de los disefios factorial 42, factorial 3 y

factorial 3. La actividad lipasa esta ordenada de manera ascendente.

Tabla 12.20 Relacion C/N de los tratamientos del disefio factorial 4°.

Actividad Glucosa Aceite de girasol Urea | Extracto de levadura .
. . . . - Relacion C/N
lipasa (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi)
3.0 80 19 26 3.75 3.7
4.3 80 19 18 3.75 5.3
4.6 80 19 22 3.75 4.4
5.7 120 19 18 3.75 7.1
6.7 160 19 22 3.75 7.4
6.9 120 19 22 3.75 5.9
6.9 160 19 26 3.75 6.3
7.0 120 19 26 3.75 5.0
7.1 80 19 14 3.75 6.7
9.9 160 19 18 3.75 8.9
12.3 120 19 14 3.75 9.0
12.5 200 19 22 3.75 8.9
15.0 200 19 26 3.75 7.5
30.3 200 19 14 3.75 13.6
33.8 160 19 14 3.75 11.3
38.0 200 19 18 3.75 10.7

136



Tabla 12.21 Relacion C/N de los tratamientos del disefio factorial 3°A.

Actividad

Glucosa

Aceite de girasol

Urea

Extracto de levadura

lipasa (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi) e
145 240 19 8 3.75 26.7
17.2 200 19 8 3.75 22.9
17.2 160 19 8 3.75 19.0
18.3 240 19 12 3.75 18.4
21.4 200 19 12 3.75 15.8
23.4 240 19 16 3.75 14.1
24.5 160 19 16 3.75 10.0
25.9 160 19 12 3.75 13.1
28.4 200 19 16 3.75 12.0

Tabla 12.22 Relacion C/N de los tratamientos del disefio factorial 3%B.

Actividad Glucosa | Aceite de girasol Urea Extracto de levadura .,

. . . . ; Relacion C/N
lipasa (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi) (mg/gsi)

13.8 140 19 12 3.8 7.3
17.2 180 19 12 3.8 9.0
27.0 220 19 12 3.8 17.1
28.3 140 19 16 3.8 8.9
30.6 180 19 16 3.8 11.8
31.6 220 19 16 3.8 144
33.0 140 19 20 3.8 13.0
33.9 180 19 20 3.8 10.5
34.3 220 19 20 3.8 11.0
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