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RESUMEN. 

El objetivo del presente trabajo es incrementar la producción de enzimas 

lipoliticas del hongo Penicillium caseleolum mediante la manipulación de 

elementos del medio de cultivo empleando diseños estadisticos 2k factoriales. 

Se tomó como base el medio D para hongos filamentosos descrito por 

Celerin y Fergus (1971). Se probaron como fuentes de carbono glucosa, 

dextrina y almidón y se encontró que la mejor para la producción de lipasas es la 

dextrina, ya que incrementa la producción en un 33%, mientras que la mejor 

fuente de nitrógeno para el mismo fin resultó ser la peptona al compararse con 

(N114)2SO4 y casaminoácidos. Se probó el efecto de diversas combinaciones de 

elementos traza y la formulación consistente en NaCI, ZnSO4, CaCO3 y 

MnSO4 resultó tener un efecto positivo en la producción de enzimas lipoliticas 

con un incremento de 147.40%. Se obtuvo igual resultado al evaluar el 

magnesio a nivel de macroelemento. Al eliminar el aceite de olivo de la 

formulación del medio de fermentación, no se detectó actividad lipolítica, lo 

cual indica que la enzima es inducible. El nitrato como fuente complementaria 

de nitrógeno diluye el efecto inductor del aceite de olivo. El calcio 

aparentemente no tiene ningún efecto sobre la actividad lipolltica pero sí sobre 

la actividad proteolitica. El estudio de las variables en conjunto indicó que tanto 

el porcentaje de la fuente de carbono como la de nitrógeno debian 

incrementarse, mientras que los de magnesio y aceite de olivo debian 

disminuirse. Con este trabajo se logró un incremento del 158.0% en la 

producción de lipasas. 
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1NTRODUCCION.  

Generalidades. 

Las enzimas son proteínas producidas por una célula viva, que catalizan o accionan 

una reacción. Estas unidades funcionales del metabolismo celular actúan en secuencias 

organizadas y catalizan los centenares de reacciones escalonadas mediante las que las 

moléculas de los principios nutritivos se degradan, aquellas en que se conserva la energía 

química y se transforma y aquéllas en que se sintetizan las macromoléculas de la célula a 

partir de precursores sencillos. La velocidad de reacción de la enzima es proporcional al 

proceso bioquímico para mantener viva a la célula. 

La enzimologia, así como las tecnologías que emplean enzimas, pertenecen a la era 

moderna; sin embargo, el uso de enzimas para la producción de alimentos se remonta a 

varios milenios atrás. El vino, por ejemplo, lo conocían los egipcios y los asirios 3000 años 

antes de Cristo, pero fue sólo hasta nuestro siglo cuando se descubrieron las reacciones 

que daban lugar a la fermentación. No es sino hasta 1752 que el papel de las enzimas 

como tales se establece al realizarse los primeros estudios por parte de Reaumur y más 

tarde, en 1783 por Spallanzani, sobre el proceso de la digestión en el estómago. En 1860 

Luis Pasteur estableció las primeras bases de la enzimologia para ser considerada ya como 

una ciencia, al afirmar que los procesos fermentativos son catalizados por enzimas y 

postular que éstas se encontraban ligadas de manera íntima con la estructura y función de 

los microorganismos. La ingeniería enzimática se inicia como tal en el siglo pasado, 
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cuando Takamine patentó las amilanas (diastasa) producidas por hongos en fermentación 

sólida y Hansen inició, en 1875, una empresa para la extracción de renina de ternera .  

En 1879 E. Buchner demostró que la función catalítica de las enzimas no se 

encontraba ligada a la estructura celular, al realizar una fermentación alcohólica con un 

extracto celular. En 1926 J.B. Summer, al aislar la enzima ureasa, descubrió la naturaleza 

proteica de las enzinuts, pero este hecho no fue aceptado sino hasta el periodo 

comprendido de 1930-1936 cuando Northrop logra cristalizar la pepsina y la 

quimotripsina (López-Munguía, 1987).  

Hoy en día más de 2500 enzimas han sido oficialmente reconocidas por la 

International Union of Biochemistry y se ha especulado que por lo menos existen otras 25 

000 enzimas más, de las cuales aún no se sabe nada (Niedleman, 1991). 

El desarrollo de la enzimología industrial se ha centrado principalmente en la 

explotación de las enzimas hidrolíticas que se han utilizado para degradar materiales como 

el almidón, proteinas y otros muchos polímeros. Las áreas en las cuales se ha vuelto 

cotidiano su uso aumentan constantemente y es por tal demanda que los científicos de 

todas partes de mundo se han abocado a la tarea de mejorar tanto su producción como su 

eficiencia, ya sea mejorando las condiciones de producción, de reacción o modificando su 

estructura.  

El hecho de que se efectúen estudios sobre las aplicaciones de las enzimas y sus 

fuentes de obtención, se basa en las cualidades que presentan y que de manera muy 

general son las siguientes: 

2 
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• Son muy específicas 

+ La velocidad de reacción es de dos a tres órdenes de magnitud mayor que la de los 

catalizadores inorgánicos. 

▪ Las condiciones de reacción, temperatura y presión relativamente bajas, hacen que su 

uso sea poco costoso. 

• Pueden catalizar reacciones que no ocurren de manera natural, con sustratos sintéticos 

(Klibanov, 1988) 

Además, los adelantos en diversas áreas han permitido que las enzimas tengan más 

aplicaciones porque: 

• Se pueden producir fácilmente en gran cantidad y adecuadas a las necesidades que se 

requieran mediante técnicas genéticas.  

b Se pueden reutilizar mediante técnicas de inmovilización. 

* Se pueden realizar reacciones de síntesis en varios pasos, con lo cual se puede obtener 

varios productos de interés (López-Munguia, 1987).  

• Su actividad catalítica es fácilmente controlada (Klibanov, 1988). 

Por otro lado, para que las enzimas sean útiles y por lo tanto utilizables 

comercialmente deben hacer que un producto elaborado mediante su empleo tenga 

algunas de las siguientes ventajas: 

o Que su calidad sea superior a la del producto tradicional. 

o Que sea más útil en sus aplicaciones. 
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+ Que sea más barato, lo que puede conseguirse indirectamente por ejemplo, 

disminuyendo los costos de operación y/o equipo requerido.  

Que mediante las enzimas se puedan obtener productos que antes no existían o sólo en 

cantidades limitadas debido a su reducida disponibilidad a partir de fuentes naturales. 

(Wiseman, A. 1985) 

Las enzimas, como biocatalizadores orgánicos que son, se obtienen de una gran 

variedad de sistemas biológicos, ya sean éstos microscópicos o macroscópicos. Es 

necesario aclarar que sólo los microorganismos reconocidos como "seguros" se pueden 

utilizar en la producción de enzimas aplicables en la Industria de los Alimentos (Tabla No. 

1) ya que se asume que no son capaces de generar subproductos tóxicos o que deriven en 

ellos. Es por ello que el interés por la explotación de dichos microorganismos y sus 

enzimas es cada vez mayor en el campo alimenticio. Además, su uso conviene porque no 

es necesario tener cuidados adicionales por su uso 

Tabla I. Algunas Aplicaciones de Enzimas en Alimentos. 
ALIMENTO ENZIMAS FUENTE USO 1 

Pan Amilasas y 
proteasas 

Microbiana y 
vegetal 

Horneado 

Cerveza Amilasas y 
proteasas 

Animal, microbiana 
y vegetal 

Pruebas de frío y 
remoción de 
oxígeno  

Bebidas 
carbonatadas 

Glucosa.oxidasa Microbiana 

•- 

Remoción de 
oxigeno 

Chocolate  Molina Microbiana Elaboración de 
jarabe 

Jugos de fruta Pectinasas Microbiana Clarificación 
Carne Proteasas Microbiana y 

vegetal 
Ablandado de 
carne 

Vino Pectinasa Microbiana Clarificación 
Fuente: Niedleman (1991). 
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En la actualidad existe una tendencia muy marcada hacia el uso de enzimas de 

origen microbiano en lugar de las de origen animal o vegetal, debido no sólo a que 

aquéllas son de más fácil obtención, sino que además es más probable que posean 

propiedades que las hagan más adecuadas para los procesos, como la termoestabílidad, 

resistencia a las fluctuaciones de pH, 	 , etcétera. Por otra parte, los 

microorganismos exhiben ciertas ventajparsesosióbnrefuloesrolargianóniisemaos macroscópicos como: 

• Son fácilmente manipulables. 

• Se requiere relativamente poco espacio para su cultivo. 

• Pueden optimizarse los medios de cultivo y aumentar la producción de metabolitos, 

• Se puede mejorar la producción por ingeniería genética o mutagénesis. 

• Obtención de producto en menor tiempo, ya que tienen ciclos de vida mucho más 

cortos. 

• Su extracción es más sencilla y requiere menos tiempo. 

• Pueden sobreproducir enzimas mediante el incremento del número de genes que 

codifican para su síntesis. 

• Los costos de producción y mantenimiento son casi siempre menores 

Otras razones para utilizar microorganismos como fuentes de enzimas son las 

siguientes: 

Las fermentaciones enzimáticas a gran escala son económicas debido a su corta 

duración y medios de cultivo económicos.  

• Los procedimientos de aislamiento son simples y se pueden probar muchos medios en 

poco tiempo. 

5 
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.> Diferentes especies producen enzimas diferentes que catalizan la misma reacción, 

permitiendo flexibilidad con respecto a las condiciones de operación en un reactor 

(Wang, 1979). 

Para la obtención de dichas enzimas existen técnicas de selección y aislamiento de 

organismos interesantes y una vez que se ha logrado obtener una cepa pura, pueden 

aplicarse métodos de mejoramiento en cuanto a la producción y purificación del producto 

La mayoría de estas enzimas actúan dentro de las células, es decir, dentro de un 

ambiente aislado en donde gozan de cierta protección y se les denominan enzimas 

intracelulares; sin embargo, algunas de ellas son excretadas hacia el medio. La función de 

dichas enzimas, denominadas extracelulares, es hacer más accesibles los nutrientes para el 

microorganismo mediante la hidrólisis de compuestos de alto peso molecular que de otra 

manera no podrían introducirse a la célula. Debido a que estas enzimas se encuentran en el 

medio que rodea a la célula, fuera de la protección de la membrana celular, son estables a 

variaciones fisicas y químicas del ambiente en el que se encuentran; sin embargo, por las 

mismas razones pueden perderse con facilidad y es por ello que los microorganismos 

deben producirlas en grandes cantidades y de manera constante. Por otro lado, en los 

procesos de recuperación, además de la etapa adicional de ruptura celular, un extracto 

crudo de una enzima intraceluiar contiene al menos 1500 enzimas además de otras 

proteínas, mientras que el de una enzima extracelular sólo contiene unas cuantas. A este 

respecto cabe señalar que la aplicación de células enteras evita la costosa recuperación y 

purificación de las enzimas de interés y es por ello que se ha desarrollado toda una 

tecnología de inmovilización de células. Por todo lo anteriormente citado, es razonable 

6 
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pensar que las enzimas extracelulares son más atractivas para el uso industrial y se 

prefieren a las intracelulares.  

Aspectos Generales de las Fermentaciones. 

Definición. 

Se puede definir como fermentación aquellos procesos en los cuales los 

microorganismos, bajo condiciones adecuadas y en presencia de nutrimentos, producen 

diversos metabolitos como consecuencia de su desarrollo. 

Para que se lleve a cabo una fermentación, las condiciones ambientales y 

fisiológicas deben ser optimizadas para alcanzar la máxima producción. Tanto el tipo de 

producto como la fisiología del microorganismo determinarán las condiciones ambientales, 

incluyendo el medio de cultivo, pH, temperatura, agitación y aereación, también como el 

modo de fermentación y las condiciones del inoculo (Bodie, 1989). 

El medio de fermentación debe contener fuentes de carbono asimilables, fuentes de 

nitrógeno, azufre, fósforo, elementos traza y otros factores específicos de crecimiento que 

el microorganismo es incapaz de producir. A menudo estos factores no son conocidos y 

son suplementados con fuentes complejas de nutrientes como la peptona, extracto de 

levadura y otras posibilidades. 

7 
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Diseño de un Medio de Fermentación. 

Cuando se desarrolla un proceso de fermentación industrial, el diseño del medio de 

fermentación es de importancia crítica, ya que de este medio depende el rendimiento del 

producto, la producción volumétrica y la formación de otros metabolitos que en la 

mayoría de los casos no se desean. Es también importante reducir los costos del medio 

tanto como sea posible, ya que esto afecta al proceso en el aspecto económico que 

siempre es determinante para la realización del proyecto. Por lo anterior, las compañías 

dedicadas a la fermentación continuamente tratan de mejorar sus medios. Dichas 

compañias deben hacer esto muy frecuentemente debido a que nuevas cepas y mutantes 

son constantemente introducidas y cada una requiere sus propias condiciones para 

desarrollarse (figura No. I). 
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El diseño de un medio de cultivo puede dividirse en cuatro etapas, siendo la 

primera el "screening" de experimentos. En esta etapa es donde se evalúan un gran 

número de componentes del medio para ver cuáles son los que dan mejores resultados. El 

cambio de un componente a la vez en el medio es la técnica más comúnmente empleada y 

que a pesar del inconveniente de no contemplar interacciones es la que mejores resultados 

da, El "screening" usualmente se lleva a cabo a) comienzo del diseño del proceso, pero aún 

después de haber obtenido un medio comercialmente "exitoso" el "screening" debe 

continuarse asumiendo que un nuevo componente puede encontrarse y que gracias a éste 

se incremente de manera drástica la producción. Adicionalmente, se puede probar el 

mover las concentraciones del medio ya mejorado con el fin de obtener un nuevo máximo 

en la producción. 

La segunda etapa del proceso consiste en mapear el espacio de optimización con el 

objeto de obtener una imagen tan completa como sea posible del efecto de cada 

componente en el medio. En esta etapa es común el empleo de diseños factoriales que 

contemplan interacciones entre componentes del medio pues se evalúa cada combinación 

posible. 

Después de que el espacio de optimización ha sido investigado, la tercera etapa 

involucra la identificación de la región óptima de perfeccionamiento. Usualmente esto se 

realiza con el empleo de métodos matemáticos como la regresión lineal y el análisis de 

varianza. 

Por último, y cuando la composición óptima del medio ha sido predicha, la cuarta 

etapa del proceso involucra examinar esta región óptima en detalle (Kennedy, 1994) 

lo 
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Tipos de Fermentaciones. 

En términos generales, de acuerdo a la concentración de agua en el medio, existen 

dos tipos de condiciones por las cuales pueden llevarse a cabo las fermentaciones: el 

cultivo sumergido y el cultivo en estado sólido. 

Cultivo en Estado Sólido. 

El cultivo en estado sólido, comúnmente llamado "Fermentación sólida" es la 

forma original de producción de enzimas en los países orientales, Este tipo de 

fermentación presenta la cualidad de obtener gran cantidad de producto por unidad de 

volumen de fermentación, ya que no ocurre el fenómeno de dilución por efecto del agua, 

por encontrarse absorbida dentro de la matriz sólida. Cuando ha terminado el proceso de 

fermentación, se lleva a cabo una extracción de las enzimas extracelulares, las soluciones 

que se obtienen presentan altas concentraciones de producto. Otras ventajas adicionales 

que presenta esta técnica son los menores consumos energéticos y la baja contaminación 

de aguas residuales. 

Las fermentaciones sólidas se llevan a cabo en capas delgadas sobre charolas, en 

lechos profundos, en sistemas con agitación o en tambores rotatorios, empleando soportes 

tan variados como el salvado de trigo, resinas de intercambio jónico, bagazo de café, 

corteza de maple, etcétera.  

1I 
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El cultivo semisólido posee ciertas desventajas que podrian, en determinado 

momento, ser limitantes para su consideración en la obtención de ciertas enzimas, en 

especial las intracelulares. En dicho cultivo es muy dificil el control de las condiciones 

ambientales que influyen en la producción como gradientes y variaciones de pH, 

temperatura, humedad, etc., además, existen dificultades para la esterilización y la 

fermentación es frecuentemente limitada por fenómenos de transferencia de masa. 

También ocurre a menudo que un microorganismo que produce un determinado producto 

por fermentación sumergida, no es capaz de hacerlo en fermentación semisólida (twai, 

1984). Por otra parte, aunque muchos microorganismos pueden crecer en sustratos 

sólidos, sólo los hongos filamentosos poseen la capacidad para degradarlos eficientemente 

en ausencia del agua libre que resulta necesaria para la propagación de organismos 

unicelulares. 

Cultivo Sumergido, 

Se entiende por este tipo de cultivo al sistema en el cual tanto los nutrientes como 

el microorganismo se encuentran en fase acuosa. La casi totalidad de las enzimas 

producidas en el mundo occidental provienen de procesos de fermentación en cultivo 

sumergido. 

Este tipo de cultivo presenta una gran ventaja sobre el cultivo semisólido y es la 

homogeneidad de temperatura, de pH o de concentración de nutrientes en el sistema. Por 

otra parte no existe limitación en el uso de microorganismos en este tipo de cultivo. Por 

12 
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último, las posibles desviaciones al proceso son corregidas más rápida y fácilmente, lo cual 

asegura una menor desviación en el mismo 

Generalmente, el pH y la temperatura óptima de crecimiento del microorganismo 

coinciden con los de producción de las enzimas de interés. Sin embargo éste no es 

siempre el caso y es entonces necesaria la búsqueda de las condiciones a las cuales se 

obtenga un mayor rendimiento de los productos deseados. La regulación del pH puede 

evitarse en ciertos casos con el empleo de un sistema amortiguador en el medio de cultivo 

en la zona de máxima productividad.  

Características de los Hongos Utilizados Industrialmente. 

Los hongos comprenden un grupo de organismos eucariotes que se encuentran 

unidos por un número de caracteristicas comunes tanto de nutrición y de reproducción 

como de morfología. Poseen un sistema no fotosintético de absorción de nutrientes y un 

estado lidie° micelial que distingue adecuadamente a los hongos de otros grupos, debido 

a ello, es universalmente aceptado el considerar a Fungi como un reino aparte de todos los 

demás. 

Se estima que el número de especies de hongos varía de 100,000 a 250,000, pero 

actualmente sólo 65,000 especies han sido reconocidas y entre ellas únicamente algunas 

han sido explotadas para fines industriales (lierry, 1988). No obstante lo anterior, la 

tendencia actual es a incrementar sus uso, ya que se sabe que la mayoría de las enzimas 

producidas por los hongos son extracelulares y por ello fácilmente separables del rnicelio 

13 
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por filtración o centrititgación (lwai, 1984). La conveniencia del empleo de dichas enzimas 

ya ha sido explicada anteriormente. Algunos ejemplos de hongos empleados en cultivos 

sumergidos se muestran en la tabla No. 2 .  

Tabla 2. Algunos Hongos Empleados en Cultivos Sumergidos. 

MICROORGANISMO. NOMBRES COMUNES. REFERENCIA. 
'Agaricus Hongo común edible Labaneiah et al. (1977). 
Psalliota Champiñón, hongo blanco. Dijkstra, Scheffers y Wiken 

(1972). 
Lentirn►.s edades Hongo chino, forestal. Song y Cho (1987). 
Volvariella volvacea Hongo chino u Straw Atacador-ramos et al. (1967). 
Flammulina vehaipes Hongo de invierno. Dudka, Bukhalo y Solomko 

(1980). 
Neurona Hongo ostión Tawian y Martin (1987). 
Boletos edulis Hongo porcino. Eydergen y Scheffers (1972). 
Morchella Hongo Morel.  Litchfield y Overbeck (1963). 
Camharellus Hongo Chantrelle. Worgan (1968). 
'rubor Trufa, 
('ollybia Rooting collybia. 
I"holiota Nameko, hongo de invierno. Hashida et al. (1967). 
Lepiota naucina Smooth lepiota. Sugigara y Humfeld (1954). 
Armillaria me/lea Hongo de miel, "oak 

mushroom". 
Boureng, Fraser y Lindberg 
(1967). 

Coprinus Cdistening, shaggy mane. Dijkstra (1976).  
Calviata Puftballs. Zarudnaya (1971)Dijkstra 

(1976). 
Photiota mutabais Pholiota mutable. 
Tremella fuciformis Oreja plateada, /elly 

mushroom. 
Auricularia Hongo oreja, oreja de árbol. aEspenshade y Griffith (1966). 
Amanita caesarea Hongo de César. Torev (1968). 
Repiola procera Hongo Parasol. 
l'richoloma Hongo caballero amarillo. Reusser, Spencer y Sallans 

(1958). 
Fuente: Goldberg y Williams (1991). 
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La propagación de hongos comestibles en cultivos sumergidos se desarrolló 

inicialmente en los 50's; pero el primer reporte que se tiene de cultivos de hongos 

filamentosos en fermentaciones sumergidas data del año de 1948 por Humfeld. Desde 

entonces, algunos intentos han sido realizados por investigadores para el cultivo comercial 

de estos hongos en fermentaciones sumergidas y de ello varias aplicaciones industriales 

han sido investigadas, como: 

o liso de hongos filamentosos para el consumo humano y animal como alimento y como 

agentes saborizantes de hongos. 

o Uso de esporas para el cultivo de cuerpos frutales de los hongos. 

o Producción de sustancias químicas especificas. 

o Producción de compuestos terapéuticos. (Goldberg„ 1991). 

El Género Penicillium. 

El género Penieillium incluye aproximadamente 150 especies diferentes y está 

dividido en cuatro secciones de acuerdo a la estructura que presenten en sus conidios 

conocidos como cepillos o penicilios (figura No.1). Los penicilia no bifurcados y 

asimétricos son los más numerosos y se subdividen de acuerdo a la apariencia del tallo en 

velulina, límele:data, funieulnsa y lamia. En esta última subdivisión está comprendido 

Penicillium ca.►eicolum y anteriormente se le denominaba también Penieillium ca►wlidum 

sin embargo, se ha demostrado que se trata de hongos diferentes (Alhir, 1990). 
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Figura 2. Sistemática de los Penicilios (Parcial 	 
Penicilios monnverticilados 

Divcrticilados (Criterio necesario) 

Penicilios asimétricos. 

Dicerticiledos (Criterio suficiente) 

Peinaos diverticilados simétricos 

Penicilios poliverticiledos. 

Sin bifurcarse 	I Penicillium citrinum 
subMeiulee 

Bifurcados subMetulde 

Innata. 
I 
 Conidios blancos 

o verdes castaños 

Eunicuk». 	Conidios verdes castaños 
I o amarillentos 

Velutina.  
I> osalicum 
P. digittum 
P. roqueforti 

P. cememberii 
P cendidum 
P. caseicolum 

Introdiiceitín 

Fuente: Kunz (1986). 
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ASPECTOS GENERALES DE LAS LIPASAS. 

Definición. 

Las enzimas responsables de la hidrólisis de grasas y aceites previa a su digestión por 

los organismos son las lipasas extracelulares, las cuales se clasifican como glicerol-éster-

hidrolasas o triacilglicerol acilhidrolasas (11C 3.1.1.3.) 

Las lipasas son enzimas que hidrolizan el enlace éster de los acil-lípidos que se 

encuentran emulsionados; son activas en la interfase agua-lípido, y sólo atacan la superficie 

de los glóbulos de grasa que están en contacto con la fase acuosa y no el interior de los 

mismos. Se diferencian de las estearasas en que estas últimas solamente escinden ésteres 

solubles en el agua (Rapp, 1992) dando como posibles productos ácidos grasos libres, 

glicéridos parciales y glicerol; en cualquiera de los casos, la reacción es reversible. 

Situación de las Lipasas en el Mercado. 

El 80% del total de enzimas producidas en los Estados Unidos pertenecen al grupo 

de las hidrolasas y de éstas se estima que las enzimas lipolíticas representan un 10% del total 

(Cottle, 1987), por otra parte, se sabe que en 1988 representaron el 3.7% del mercado total 

de enzimas (figura No.2) que a su vez representó 216.1 millones de dólares (Anónimo, 

1990). 
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Figura 3. Mercado de las Enzimas en la Industria de Alimentos. 

Fuente: Anónimo en Food Engineering (1990) 

Enzimas en Solventes Orgánicos. 

Una posibilidad de crecimiento del mercado de las lipasas, es la caracteristica de 

poder trabajar en solventes orgánicos además de poder hacerlo en soluciones acuosas, 

conservando en algunos casos hasta el 100% de su actividad. Esto representa ciertas 

ventajas sobre otras enzimas por que: 

• Debido a que las enzimas son insolubles en solventes orgánicos, su recuperación para su 

posterior utilización es fácil. 

• Con lo anterior se elimina la necesidad de inmovilización.  

O El agua a menudo participa en reacciones indeseables como la hidrólisis de anhidridos 

ácidos y halogenados. 

c• El equilibrio termodinámico de muchos procesos deseados es desfavorable en medio 

acuoso como la síntesis de esteres de ácidos carboxilicos y alcoholes. 
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La recuperación de producto en soluciones orgánicas es menos dificil y por ello más 

económica. 

• Las enzimas pueden ser mucho más estables en solventes orgánicos que en agua a 

temperaturas extremas. 

1 Los problemas de contaminación microbiana se ven notablemente reducidos (Klibanov, 

1986). 

Localización de las I,ipasas. 

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que se 

presentan en la leche, semillas oleaginosas, cereales, frutas y hortalizas, fluidos biológicos, 

diversos órganos y en el tracto intestinal de los animales, en donde se han identificado 

lipasas pancreáticas, esterasas pregástricas y lipasas linguales. Las fuentes más importantes 

de estas enzimas son preparaciones provenientes del estómago de carneros, corderos y 

terneros; dichas preparaciones se encuentran disponibles comercialmente provenientes de 

diversas casas comerciales. En el mercado también se encuentran disponibles de manera 

comercial algunas lipasas de microorganismos, como se puede ver en la 'Tabla No.3. 

Tabla 3. Al unas Enzimas Li oliticas Comercialmente Disponibles. 

MICROORGANISMO REFERENCIA 

Mem/monas. iragi Lu, J. (1961) 

A kaligenes .sp. Kokusho, Y. (1982) 

Chromobacterium viscosum Isobe, M. (1985) 

Rhiropus detentar Iwai, M. (1974) 

Aspergillus niger  Fukumoto, J. (1963) 

C'andida cylindracea Tomizuka, N. (1966) 

Fuente: Sztajer (1988). 

Aunque se ha encontrado que el género Pseudomonas es el mejor productor de 

lipasa en lo que respecta a rendimiento volumétrico (Rapp, 1992; Sztajer, 1988) se tiene el 
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inconveniente de que es patógeno para el ser humano. Debido a esto, se prefiere utilizar 

otros microorganismos que, si bien no son tan buenos productores de lipasas, por lo menos 

no son patógenos. A este respecto, cabe resaltar la importancia de los hongos, pues la 

mayoría de los conocidos y empleados no son patógenos del hombre y exhiben una actividad 

lipolitica bastante aceptable (Rapp, 1992). 

Especificidad de las Lipasas. 

Como la lipólisis ocurre en la interfase agua-lípido, la velocidad de hidrólisis de los 

enlaces éster es función del área superficial del sustrato en la mezcla de reacción. Sin 

embargo, la superficie "disponible" varía de sustrato a sustrato debido a las diferentes 

propiedades fisicoquímicas que manifiestan. Por consiguiente, la comparación de la 

velocidad de hidrólisis para diferentes sustratos y la determinación real de la especificidad de 

las lipasas hacia el sustrato es dificil y varia de método a método. (Tabla No.4). 

La capacidad de catalizar la hidrólisis de ácidos grasos insolubles y de cadena larga 

distingue a las lipasas de otras esterasas que catalizan la hidrólisis de ésteres solubles en 

preferencia a los insolubles (Godtfredsen, I990). 

Entre las lipasas que son producidas por microorganismos hay gran especificidad, 

pues se conoce por ejemplo, la existencia de una que sólo hidroliza los ácidos grasos con un 

doble enlace cis en posición 9, mientras que la lipasa de Candida paralipolytica presenta 

una actividad elevada para triacilgliceroles con ácidos grasos C8 y Mucor lipolyneus con 

ácidos grasos C4-C 12 (11ofelmann, 1985). 

1.as lipasas se pueden dividir en dos grupos de acuerdo a su especificidad acilglicerol .  

El primer grupo corresponde a las enzimas que liberan ácidos grasos sustituyentes en las tres 
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posiciones de la molécula del triacilglicerol sin distinción. En este caso la hidrólisis es 

completa y se liberan al medio tres moléculas de ácidos grasos y una de glicerol 

(Godtfredsen, 1990). 

Tabla 4. Actividad Relativa de la Lipasa de Penicilliosm caseicolgim con Lípidos 

Naturales y Artificiales. 

LINDO VELOCIDAD 
RELATIVA DE 
HIDROLISIS 

Tributirina 100 

Tricaproina 47 

Tricaprilina 40 

Triestearina 23  
Trioleina 26 

Trilaurina 34 

Trimiristina 16 

Tripalmitina 9 

Aceite de Malz 34 

Aceite de Girasol 33 

Aceite de Almendras  29 

Grasa t3utirica 24 

Aceite de Oliva I 8 

Fuente: Alhir (1990). 

El segundo grupo lo constituyen las lipasas que liberan preferentemente a los ácidos 

grasos de las posiciones 1 y 3. Los di y monoacilgliceroles son acumulados normalmente ya 

que la velocidad con que son hidrolizados es menor que la de los triacilgliceroles. Figura 

No.3 

Sin embargo, los 2-monoacilglicerolcs son inestables y el grupo acilo tiende a migrar 

a las posiciones 1 y 3 para dar el 1 o 3-monoacilglicerol y ser posteriormente hidrolizado 

hasta glicerol y ácidos grasos libres (Godtfredsen, 1990). 

21 



A)LIPASA NO ESPECIFICA, 

O 

II 
CH2-0 —CR% 

O 
H 2 0 

CH — O —CT 7 	warm~m 
E 

CH2-0 —CR 3  

O 

CH2 ----- OH 

CH — OH 

CH 2  — OH 

B)I.IPASA ESPECIIICA. 

O 	 O 

II 	 II 
CH2 — O —C

/

R1 	 CHI *CR, 

I oo,0 
H20 	I 	 loCi 

C H -- O — er 2 	 CH —C  W2  
E 

l 
CH2-0 —CR 3 	 CH 2  —OH 

I 
O 

E 1H20 

+ 	3 RCOOH 

R 3 COOH 

CH2 — OH 
O 

CH —CW2 	 R ICOOH 

CH 2  —OH 

Lipasa.% 

Figura 4. Reacciones Catolizadas por Lipasas. 

Regulación de la Síntesis de Enzimas Lipoliticas. 

La regulación efectiva de los sistemas enziniáticos asegura que la célula sólo 

sintetizará aquélla o aquél grupo de enzimas necesarias y en las concentraciones adecuadas, 

y que una vez sintetizadas puede controlarse la actividad de las mismas. Todo ello se realiza 

con el fin de mantener viva a la célula evitando un gasto innecesario de energía y sustratos 

útiles. En los sistemas in;crobianos se han identificado y caracterizado diversos mecanismos 
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(Tabla No. 5) que desempeñan un papel fundamental en la regulación del metabolismo 

general y que pueden catalogarse dentro de dos grupos: el primero lo forman aquéllos que 

afectan la concentración de enzimas y el segundo aquéllos que afectan la actividad de las 

mismas (Sánchez y Farrés, 1987) 

Tabla 5. Mecanismos Regulatorios del Metabolismo General. 

Activación 
lnactivación catabólica 
Inducción 
Inhibición por producto 
Modulación catabólica 
Permeabilidad 
Regulación por carga energética 
Regulación por enzimas 
Regulación de vias cruzadas 
Regulación de la síntesis de RNA por 
aminoácidos  
Represión catabólica 

nitrogenada i Represión 
,il ••••••••••10 

Represión por producto 
presión transitoria 	 — 

Fuente: Sánchez y Farrés (1987). 

La regulación de la producción de enzimas fungales parece deberse en gran parte a 

las proteasas que produce el microorganismo. La actividad de estas enzimas parece 

incrementarse en varios órdenes de magnitud cuando las células entran en la fase 

estacionaria, lo cual se ha postulado ocurre con ayuda de la represión por glucosa (Berry, 

1988). El efecto de las proteasas sobre las lipasas se estudió mediante la incubación de 

preparaciones puras de ambas enzimas provenientes de R. delemar. Esto resultó en una 

rápida inactivación de la lipasa, lo cual sugiere que la lipasa es degradada por la proteasa. 

Evaluaciones posteriores con lipasas provenientes de diferentes microorganismos como 

Netidomanas mostraron resultados semejantes (Iwai, 1984; Gilbert, 1991). 
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La actividad de las lipasas también es regulada por el sustrato. Dicha inhibición es el 

resultado de las interacciones entre el sustrato insoluble y la lipasa, y como ésta actúa en la 

interfase, se piensa que la inhibición ocurre también a ese nivel (O'Connor, 1988). Por otro 

lado, la actividad de algunas lipasas como la pancreática porcina, se encuentra regulada por 

álcalis, metales alcalinotérreos, cofaciores proteicos llamados colipasas y sales biliares, que 

inducen cambios conforrnacionales en las mismas (O'Connor, 1988).  

La producción de un buen número de enzimas puede propiciarse mediante el uso de 

inductores. La inducción enzimática puede definirse como el aumento relativo en la tasa de 

síntesis de una enzima, ocasionada por la presencia o ausencia de una sustancia conocida 

como inductor. Este mecanismo permite una rápida respuesta para la síntesis de la enzima, 

cuando ésta se necesita. La mayoría de los inductores son sustratos o productos de enzimas 

catabólicas, aunque también pueden ser sus análogos estructurales. 

El ejemplo mejor conocido de inducción es el del operón de lactosa para E. culi 

descrito por vez primera en 1961 por Jacob y Monod (Figura No.4), Es importante 

mencionar que los hongos no poseen operones y que el fenómeno de inducción aún no está 

bien comprendido. 

Algunas lipasas microbianas extracelulares son inducibles por la adición de lípidos al 

medio de crecimiento, como el aceite de olivo y la grasa butírica (Petrovic, 1990 y Jacobsen, 

1989). Alhir y col. (1990) suplementan el medio de cultivo con 1% de aceite de maiz para 

cultivar a P. caseicolum, mientras que Sztajer y col. (1988) lo hacen con 1% de tributirina 

para Penicillium sp. 
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Figura 1 Modelo del Operón de Lactosa para E co/i. 

444 

RAM 11111.111441110 

0141140011 011114 iankocniomes 1 
NO NAV TRAMIC11IPC1011 DI L04 0~11 

COMPICAM PANA L44 IIMIAG 

114•114011 IC17/0 CONDICION EN AUSENCIA DEL INDUCTOR. 

01140 111414.411011 4111710T011 

0S 	110OULA4011 411011101011 01em00o ama LITRUCTUILALIII 

/1114 P0141111414 

ANA 1114~1010 

I 

(VD
j MIMO« 111•CTP40 

• INDUCTOR/  

141•1114 

CONDICION EN PRESENCIA DE INDUCTOR 

1141114110111 

11~ IMI44J41110 

Fuente: Sánchez y Farrés (1987). 

Las condiciones de aercación también influyen en la inducción de estas enzimas pues 

la deficiencia de oxígeno restringe la producción (Valero, 1991). En la tabla No. 6 se 

muestran algunos elementos que estimulan o reprimen la producción de lipasas de algunos 

hongos filamentosos. 
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Tabla 6. Elementos Estimulantes o Depresores en la Producción de Upases en Hongos 
Filamentosos, 

MICROORGANIS 
MO 

ESTIMULANTES 

,.. 

REPRESORES REFERENCIA 

P ruqueforli IPeptona, 	ext. 	de 
levadura 

Aceite de 	maiz y 
olivo, 	lactosa 	y 
glucosa 

lEitenahller (1970) 

P. ca►didum Glucosa, peptona y 
oxigeno 

Komacki (1980) 

P. chrysogenum Glucosa, peptona y 
oxigeno 1 

Chander (1981) 

. 
Aspergillus wentii Glucosa, 	manitol 	y 

peptona 
Fructosa, 	aceites, 
tributirina 	y 	grasa 
but.  

Chander (1980) 

A. niger Sacarosa 	y 	nitrato 
de amonio 

Aceites y magnesio Pal (1978) 

Geotrichum 
candidum 

Peptona, 	sales 	de 
Mgy K 

Arends (1986) 

Rhizopus toigricans Glucosa, galactosa y 
peptona 

Chander (1981) 

R. oligosp►rus Tweens y harina de 
soya 

Oxigeno Nahas (1988) 

R. chinensis Acido 	oleico 	y 
aceite de oliva 

Glucosa Nakashima (1988) 

Fuente: Diez Altamirano (1992). 

Los resultados de un experimento llevado a cabo por Dwayne y colaboradores con 

el hongo entomopatógeno Bear►veria hassiana mostraron que la adición de un 5% de aceite 

de oliva incrementa al máximo la producción de lipasa y que por el contrario, los ácidos 

grasos inhiben la producción. Las sales de fierro y cobre inhiben la producción de lipasa, 

mientras que las sales de magnesio incrementan la producción. El Tween inhibe la actividad 

de la lipasa mediante un mecanismo de inhibición competitiva, ya que posee un grupo éster 

hidrolizable, También se encontró que la temperatura óptima para la producción de lipasa 

era de 27-30 °C (Dwayne, 1988). 
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La actividad de algunas lipasas se incrementa por las sales de calcio que precipitan a 

los ácidos grasos liberados en forma de sales insolubles de calcio; de igual manera, las sales 

de sodio, potasio, magnesio y manganeso, además de algunas de sus combinaciones, tienen 

un efecto favorable para la producción de lipasas, las sales de Fe también inhiben 

severamente la actividad de lipasas como la de A. niger (lwai, 1984) 

Características de bu Lipasas. 

Las lipasas microbianas son generalmente glicoproteinas ácidas con un peso 

molecular de 20,000 a 60,000 daltones. Las actividades específicas de las proteínas puras 

varían de 500 a 10,000 unidades de lipasa por mg de proteína. El contenido de carbohidratos 

varia de 2-15%, siendo los residuos más frecuentes los de manosa con cantidades pequeñas 

de galactosa, glucosa, fucosa, xilosa, arabinosa y hexosamina (Hofelmann, 1985). 

Aparentemente estos carbohidratos no se requieren para la expresión de actividad catalítica 

(Godtfredsen, 1990). 

El intervalo de pi! donde pueden actuar las lipasas es bastante amplio y depende del 

organismo del cual provienen. Por lo general es el rango comprendido entre 5 y 9, y el 

óptimo se encuentra entre 6 y 8 aunque se sabe de enzimas con pHs óptimos más altos. El 

rango de temperatura en el cual operan comprende desde los 30 °C a los 37 °C aunque se ha 

llegado a observar actividad a 45 °C en algunas (Khan, 1967). No es frecuente la necesidad 

de cofactores y son estables en solución acuosa a temperatura ambiente, aunque presentan 

mayor estabilidad en soluciones orgánicas (Klibanov, 1986) 

Las lipasas sufren un cambio conformacional en la interfase del medio de reacción 

que expone el sitio de unión de la enzima con el sustrato o el inhibidor a dicha interfase. Este 

cambio conformacional que expone el residuo 152 de serina a la interfase parece estar 
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localizado en una pequeña región de la enzima, ya que marcas unidas covalentemente a 

grupos -151112 y -SH en la superficie de las lipasas no detectan ningún cambio en su 

estructura cuando la enzima es expuesta a un sustrato emulsificado (O'Connor, 1988). La 

frecuente observación de la inhibición de las lipasas por inhibidores de serin-proteasas, 

particularmente de di-isopropilfosfofluoridato, indica que el residuo de scrina puede estar 

involucrado en el mecanismo catalítico. Prácticamente todas las secuencias de aminoácidos 

conocidas para lipasas neutras contienen el pentapéptido concenso GX1SX2G (donde X 

representa cualquier aminoácido), que contiene el residuo esencial de serina (Derwenda, 

1993),  

Importancia de las Lipasas en la Industria y su Investigación. 

Las enzimas de interés industrial se han obtenido tradicionalmente en medios 

sumergidos debido a las ventajas que presentan en cuanto a su manejo y control de las 

condiciones de fermentación. Varias enzimas han sido producidas mediante este sistema y 

las lipasas son una muestra de ello. 

Las lipasas son enzimas de interés para la investigación por diferentes razones, entre 

las cuales podemos citar: 

1. Las lipasas de bacterias patógenas están implicadas en la etiología de algunas 

enfermedades. 

2. Intervienen en la degradación de grasas de desechos domésticos e industriales. 

3. Intervienen en la descomposición de productos lácteos, cámicos y otros alimentos. 

4. Son responsables de la rancidez hidrolitica de algunos alimentos, 

5.Su empleo podría acelerar algunas etapas en procesos de manufactura de alimentos (Khan, 

1967) 
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La importancia comercial de las lipasas (como de toda enzima) radica en sus 

aplicaciones prácticas. Estas enzimas tienen aplicaciones potenciales en industrias tan 

variadas como la Química, la Farmacéutica y la Alimentaria, entre otras. En la industria de 

detergentes son altamente valoradas por la función que tienen al eliminar manchas de grasas 

y aceites de las superficies. (Tabla No.7) 

Tabla 7. Algunos usos de Las Lipasas. 

INDUSTRIA 
ALIMENTICIA.  

INDUSTRIA QUIMICA. OTROS USOS. 

Maduración de quesos Resolución 	de 	mezclas 
racémicas 	de 	ésteres 	de 

alcoholes.  

Fórmulas de detergentes. 

Imitación 	de 	sabores 	a 

queso, mantequilla y crema 

Síntesis de esteres. Encurtido de pieles. 

Rellenos cremosos. Ciencia 	 básica: 

Determinación 	de 	lípidos 
para propósitos clínicos. 

Tratamiento 	 de 

contaminantes 	de 	origen 

graso. 

Aderezos de queso. Transesterificacion. Aminólisis. 

Botanas. Elaboración de fragancias. Oximólisis 

Aderezos de ensaladas. Síntesis de péptidos. Intercambio de grupos acilo. 

Fuente: Kawasaki (1991); Welsh (1989); Harwood (1989); Klibanov (1986). 

En el campo de la tecnología de los alimentos desempeñan un papel importante en la 

generación de sabores y aromas, en especial en la industria láctea y de repostería (Espinosa, 

1990) en donde su principal aplicación es en la maduración de quesos. A este respecto, se 

piensa que son responsables del sabor picante característico de tales productos, al liberar 

ácidos grasos al medio, en especial aquéllos de 4-8 átomos de carbono (Bigelis, 1992). 

Otros campos en los que se utilizan la lipasas es en la industria de los perfumes por 

ejemplo para la producción de brasilato de etileno por esterificación intramolecular en 

benceno microacuoso (Tsuneo, 1989). 
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El número elevado de microorganismos productores de lipasas (Tabla No.8) permite 

tener una amplia gama de posibilidades de catálisis, lo que a su ves resulta en un amplio 

campo de aplicaciones. 

Tabla 8. Algunos Microorganismos Productores de Li asas. 
BACTERIAS. HONGOS. LEVADURAS. 

Chromohacier lipolyticum Aspergillusjlavus Candida cllindracea 

A kabgenes faecalis Aspergillus lipolyticum 	, Cándida para' lipolytica 

&taus cereus  A.pergillus niger Pichia sp. 

Serralia .sp. Reauveria hassiana Candida rugosa 

B. subalis Geotrichum candidum 	I,Torulopsis sp 

Corynebacterium ames Humicola lanuginosa Trichosporon sp. 

Leptospira pomona Mucorjaponicus 
Penicillium candidum 

Sporobolomyces sp. 

M'cobacterium Iiimlyticus 
Staphylococcus aureus Penicillium caseicolum 
B. mucoides  Penicillium cyclopium 
Achromobacter lipolyticum Penicillium roquefora 
P.fluorescens  Rhizopus arhizus 

Mycohacterium 
freudenreichai  

Rhizopus delemar 

Pseudomonas aentginosa Rhizopusjaponicum 
P. gladioli , Rhizopus oligosporus 

P. fragili Scleroana laxa 

Fuentes: Espinosa (1990); Valero (1991). 

En el estudio previamente mencionado que se realizó con el moho entomopatógeno 

llamado Beauveria ba.sxiana que produce lipasas extracelulares, se observó la posibilidad de 

aumentar la producción de lipasa mediante el uso de medios con extracto de levadura, 

peptona y dextrosa además de la adición de aceite de oliva. Otro medio que se empleó fue el 

de glucosa con pocas sales, pero los resultados no fueron muy favorables (Dwayne, 1988). 

Los ésteres de ácidos grasos son componentes importantes de los aromas naturales 

en la industria de alimentos, asi por ejemplo tenemos que el butirato de etilo y el acetato de 
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isoamilo se encuentran en el aroma a fresa y plátano respectivamente. Estos sabores 

anteriormente sintetizados por métodos químicos ahora pueden producirse por métodos 

enzimáticos con las siguientes ventajas: I) No se producen ni se consumen moléculas de 

agua en la reacción y 2) La enzima es estable bajo las condiciones de reacción (Langrand, 

1988). 

En un estudio realizado con 13 diferentes tipos de lipasas comerciales provenientes 

de diferentes microorganismos, se observó la producción de acetato de geranilo o isoamilo, 

propionato y butirato por transesterificación y síntesis directa cuantificándose éstos por 

cromatografia gas-liquido (Langrand, G 1988). 

Los resultados obtenidos muestran una mayor eficiencia en la producción de ésteres 

aromáticos catalizados por lipasas.  

Algunas Características de la Ligase de P caseicolum. 

Los datos que hasta la fecha se han reportado se obtuvieron con un extracto 

enzimático parcialmente purificado. El p11 óptimo de reacción resultó ser de 9.0 y la 

temperatura óptima de 35-37°C. Tanto las sales biliares como una mezcla de CaCl2 y 

taurocolato de sodio incrementan la actividad de la enzima frente a la grasa butirica, 

mientras que el CaCl2 por si solo actúa como un inhibidor débil de la actividad. La 

inactivación de la enzima por calor se relaciona de manera exponencial con la temperatura. 

Por último, los triglicéridos de ácidos grasos de bajo peso molecular resultaron mejores 

sustratos para la enzima que aquéllos con ácidos grasos de alto peso molecular (tabla No. 

4). El articulo no hace mención de las mejores condiciones para el cultivo del 

microorganismo y la obtención de la enzima (Alhir, 1990) 
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Efecto de Nutrientes en la Producción de lipasas. 

Efecto de la Fuente de Carbono. 

La producción de las lipasas se ve afectada de manera considerable por la 

composición de nutrientes del medio de cultivo. De ellos, tal vez la que tenga una mayor 

influencia sea la fuente de carbono, ya que es la fuente principal de energía y donadora de 

esqueletos carbonados para la formación de otros productos. Además, muchas vías 

metabólicas se encuentran reguladas por la naturaleza y concentración de dicha fuente. Es 

por ello que el estudio de las mejores condiciones para la producción de metabolitos debe 

contemplar forzosamente la evaluación de la fuente de carbono. 

Por antecedentes previos, se sabe que la glucosa es, en muchos casos, la mejor 

fuente de carbono para la producción de enzimas lipolíticas, ya sea que se encuentre esta 

como monómero (Kornacki, 1980; Chander, 1981 y Petrovic, 1990), o bien, polimerizada 

(Sztajer, 1988; Espinosa, 1990; Martínez, 1993). 

Efecto de la Fuente de Nitrógeno. 

Hay numerosos reportes con respecto a la fuente de nitrógeno para la producción de 

lipasas; de ellos, la mayoría menciona que se obtienen grandes rendimientos cuando se usa la 

peptona (Chander, 1980; Chopra, 1981; Banerjee, 1984; lwai, 1984, Bloquel, 1984; 

Petrovic, 1990; Christen, 1991; Kornacki, 1980; Meyers, 1958; Jacobsen, 1989; Natas, 

1988). Si bien algunas peptonas son menos satisfactorias que otras como constituyentes del 

medio, esto depende estrictamente del sistema estudiado y su crecimiento se ve poco o 

nulamente afectado. 
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A pesar de lo anteriormente citado, no todos los sistemas tienen la misma respuesta 

para la peptona, pues existen reportes en los que se menciona que fuentes inorgánicas de 

nitrógeno (como nitrato de potasio y sulfato o nitrato de amonio) tienen un mayor efecto 

positivo sobre la producción de lipasas (13loquel, 1984; Ishihara, 1989; Gilbert, 1991; 

Pokorny, 1994). Es por ello, la importancia de evaluar tanto fuentes orgánicas como 

inorgánicas de nitrógeno. 

Efecto del Magnesio y los Elementos Traza. 

Tanto el magnesio como los elementos traza juegan un papel sumamente importante 

en el desarrollo de los microorganismos, pues muchos de ellos son cofactores de enzimas. 

De todos los elementos usados, tal vez sea el magnesio (y el manganeso) el que se utiliza en 

mayor abundancia debido esto a que casi todas las enzimas lo utilizan como cofactor. Por 

otra parte, Piazza en 1989 reporta que no hay actividad lipolitica cuando en el medio de 

reacción no hay presencia de iones. Petrovic en 1990, Teunissen en 1991 y Alhir en 1990 

reportan que el Zn2 I  , Nal +, Ca2* y el Mn24  tienen efectos favorables en la actividad y en 

la producción de las enzimas lipoliticas. Dwayne en 1988 reporta que el Mg tiene efecto 

positivo sobre la producción de lipasas. 

Debido a que todos los reportes consultados mencionan que el Fe2 t  y el Fe34" tiene 

un efecto negativo tanto en la producción como en la actividad de las lipasas debido a que se 

unen con ellas y las inactivan, se realiza un estudio con una formulación de elementos que no 

lo contempla (Dwayne, 1988, Ishihara, 1989; Piazza, 1989) - 
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Efecto del Aceite de Olivo y el Nitrato. 

Son varios los reportes que se tienen sobre el efecto positivo que posee el aceite de 

olivo en la producción de lipasas (Nahas, 1988; Okeke, 1990; Espinosa, 1990; Valero, 1991 

y Rapp, 1992, por mencionar algunos) Ya sea que se ponga como fuente de carbono o que 

se adicione como inductor, el resultado que se obtiene por lo general es el aumento de la 

actividad lipolitica. Sin embargo, existen excepciones importantes y una de ellas es 

Penicilliu►n roqueforti, ya que Petrovic reporta en 1990 que con el uso de dicho aceite no se 

detecta actividad lipolitica. Por ello, es importante observar el efecto que manifieste el aceite 

de olivo en la actividad lipolítica de P. caseicolum. 

Por otro lado, es bien sabido que no todos los microorganismos son capaces de 

utilizar fuentes inorgánicas de nitrógeno y que además ésta puede tener efectos regulatorios 

sobre la producción de algunas enzimas. Dado que el nitrato a los niveles empleados en el 

medio "I)" actúa como una Riente complementaria de nitrógeno, el propósito de su estudio 

es observar si existe alguna diferencia en cuanto a niveles de actividad lipolitica con o sin su 

presencia. 

Determinación del Efecto del Calcio. 

Estudios previos (Tsujisaka, 1972, Piazza, 1989; Petrovic, 1990) muestran que el 

calcio a nivel de microelemento tiene un efecto positivo tanto en la actividad como en la 

producción de lipasas. Por otro lado, Chander en 1981, Gilbert en 1991y Stzajer en 1988 

reportan que el calcio a nivel de macroelemento tiene resultados semejantes. Aunque Alhir 

en 1990 reporta que el calcio tiene un débil efecto negativo en la actividad de la lipasa de P. 

easeicolum, no reporta si este efecto también se manifiesta en la producción. 
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JUSTIFICAC1ON. 

El uso de lipasas es un tópico que genera muchos reportes en la literatura científica .  

Por otro lado, la demanda de preparaciones altamente activas de enzimas lipoliticas ha 

producido un incremento en la búsqueda de microorganismos productores de dichas 

enzimas. Existen dos alternativas para resolver las necesidades planteadas anteriormente. 

Una es la búsqueda de nuevas fuentes de enzimas y la otra es el desarrollo de estudios sobre 

estrategias de cultivo para incrementar la producción de lipasas (Valero, 1991) 

Penicillium easeicolum y Penicillium cantemherti son los dos hongos comúnmente 

empleados para la manufactura de queso Camernbert, Brie y otros quesos madurados. 

Además, sus enzimas lipoliticas, que se sabe poseen una elevada especificidad por los 

ácidos grasos de los lípidos que hidrolizan (Stepaniak, 1980), son consideradas actualmente 

como importantes catalizadores en la generación de sabores suaves y acrentados (Matute, 

1992), resolución de mezclas racémicas de alcoholes y en la interesteriticación de grasas, por 

mencionar algunos ejemplos (Alhir, 1990). 

Las ventajas que presentan las enzimas de origen microbiano sobre las de organismos 

superiores y la síntesis Química de los productos ya se ha mencionado anteriormente. La 

posibilidad de usar niveles elevados de inóculo para acelerar la maduración ha sido 

investigada extensamente, sin embargo, el exceso en la producción de ácidos sigue siendo un 

problema que hasta el momento sólo se ha podido resolver con la neutralización de los 

mismos con NaOH (Vantani, 1993). No obstante, existe otra posibilidad que es el inocular 

una menor cantidad de microorganismo pero con una mayor producción de enzimas. Tal es 

el interés de este trabajo hacia Penicaum cómico/14m, pues este hongo filamentoso es un 

excelente productor de enzimas lipoliticas (Como se puede ver en la gráfica No. 1). 
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GrMica No.1 . Actividad Lipoltica de Varios Sisterms. 
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Fuente: Tobalina (1990). 

Además, presenta baja actividad proteolitica en cultivos sumergidos (gráfica No 2), 

lo cual es ventajoso ya que dicha actividad es responsable de sabores amargos. Por otra 

parte, tanto el microorganismo como las enzimas que produce están consideradas como un 

producto GRAS (Rivera-Muñoz, 1991). Por otro lado, el sistema de producción sumergida 

es el más conocido técnicamente, pero para P. caseicohim no se conocen las mejores 

condiciones de producción 



Gráfica No 2 Actmdad Proteofitica de Vanos Sistema, 
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Fuente: Tobalina (1990), 

Es por todo lo anteriormente dicho, que se requiere de investigaciones sobre la 

optimización de los sistemas de obtención de lipasas para este microorganismo, ya que esto 

permitirá una mejor explotación del mismo incluyendo nuevas aplicaciones. 
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OBJETIVOS. 

-Mejorar el rendimiento de enzimas lipolíticas de Penicillium caseicolum hasta ahora 

obtenido con el medio D para hongos filamentosos. 

-Identificar los nutrientes relevantes para la producción de las enzimas lipoliticas de 

I'enicillium caseicolum en cultivos sumergidos. 

-Determinar la concentración óptima de los nutrientes relevantes en el medio de 

cultivo. 

-Diseñar un medio que permita mejorar el rendimiento en la obtención de lipasas en 

cultivos sumergidos de Penicillium caseicolum. 

-Mediante el mejoramiento del medio, disminuir la actividad proteolítica de 

Penicillium caseicolum. 
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METODOLOGIA. 

Material Biológico. 

Se contó con una cepa de Penicilli11171 CaSek0h1111 proveniente del cepario de la 

Facultad de Química de la UNAM Dicha cepa se transfirió periódicamente a tubos 

inclinados que contenían altar papa dextrosa (PDA) que fueron inundados posteriormente 

con glicerol al 50% y almacenados en refrigeración a 5 T. 

Propagación del Microorganismo. 

Se elaboró medio PDA (Oxoid) adicionado de acetato de sodio al 0.05%, peptona y 

extracto de levadura al 0.1% y se esterilizó a 121°C por 15 min. Efectuado lo anterior, se 

vertió el medio en cajas petri y se dejó solidificar completamente. Se realizó una prueba de 

esterilidad para lo cual se dejaron incubando las cajas en una estufa (HG mod. F.71) a 37°C 

durante 1 día. Una vez realizado lo anterior y tras comprobar la esterilidad el medio, el 

microorganismo se sembró de tal tbrma que inundó completamente la caja y posteriormente 

se incubaron estas cajas a 29 T durante 6 días para permitir el desarrollo microbiano. 

Cosecha de Esporas, 

Transcurridos los 6 días en que se permite la propagación del microorganismo, se 

retiraron las cajas de la incubadora y se recubrieron de papel aluminio para posteriormente 

introducirlas a refrigeración durante 8 días a 5 °C con el objeto de que esporule el 

microorganismo. Pasado el tiempo establecido se realizó la cosecha de esporas. Para ello, se 
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inundaron las cajas con 7mL de glicerol (J.T. 13aker) al 50% (glicerol:agua destilada) 

previamente esterilizado y se frotó la superficie con un asa bacteriana de manera tal que se 

liberaran las esporas y se incorporaran al glicerol; a continuación, se trasvasaron a un matraz 

Erlenmeyer que se esterilizó con anterioridad y se realizaron pruebas de pureza como la 

siembra en cajas con PDA y observaciones al microscopio. 

Estandarización del Inoculo. 

Se diluyó ImL de la solución de esporas con 3mL de glicerol al 50% y se leyó su 

densidad óptica a 540nm contra un blanco de glicerol al 50% en un espectrofotómetro 

(Spectronic 21D Milton Roy). En estas condiciones, I onl de solución de esporas debe dar 

una absorbancia de 0.12 para inocular 25niL de medio. 

Fermentaciones. 

Las fermentaciones que se realizaron para el mejoramiento de la producción de 

lipasas tuvieron una duración de 6 dias a 29 1 1°C con un gil inicial de 7 y con agitación 

constante a 100 rprn. Después de este tiempo, se procedió a practicarles las determinaciones 

que se resumen en la figura No.5. 
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Figura 6. Tratamiento Realizado a las Muestras,  
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Determinación de Biomasa. 

Esta determinación se realizó por el método de peso seco. Para ello, se puso a peso 

constante papel filtro Whatman No. I (4 25cm) durante 2h en una estufa a 60 °C (Riossa, 

mod.EC), tiempo después del cual se procedió a filtrar la biomasa en un equipo Milipore. 

Efectuado esto, se puso a peso constante el papel con la biomasa (bajo las mismas 

condiciones al inicio). La determinación de la cantidad de biomasa se realizó por diferencia 

de peso en una balanza analitica (Sartorius 1207 MP2). 

Determinación de Proteína Estracelutar. 

Esta se realizó por el Método de Lowry (1951).  
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Determinación de Actividad Protellítica. 

Se relizó por el método de Fukumoto (1967).  

Una unidad de actividad proteolitica se definió como la cantidad de enzima que 

libera 1 lig de Tirosina por minuto a 37 °C .  

Determinación de 

Se relizó directamente al extracto crudo con el empleo de un potenciómetro Orion 

mod. 520A. 

Determinación de la Concentración Optima de Amortiguador. 

Debido a que el p11 óptimo de la enzima de P. caseicolum es de 9, se buscó una 

sustancia con propiedades ácido-base cuyo pK se encontrase por el rango de 9 para poder 

actuar como amortiguador de p11 en la determinación de la actividad lipolitica. Tal sustancia 

resultó ser el tris (hidroximetil aminometano) que posee un pK de 8.3. La concentración 

óptima de este amortiguador se determinó por la valoración de varias soluciones de tris a 

diferentes concentraciones con ácido butirico al 0.5%, estableciéndose como la mejor 

condición para los fines antes mencionados el amortiguador de tris 5mM, ya que, como 

puede apreciarse en la gráfica No 3, no hay un decenso muy drástico del pFl. (en 

comparación con la concentración de 2 5mM) con lo cual la enzima se mantiene por más 

tiempo en condiciones óptimas (en el caso contrario, es decir, con las concentraciones 10 y 

25 mM no es posible observar la calda de 141 por la liberación de ácidos grasos, debido a la 

gran capacidad de amortiguamiento).  
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Gráfica 3. Determinación de la concentración óptima de amortiguador de tris para la cuantificación de la 
actividad lipolitica de J'enicillium coseicolum. Valoración realizada con ácido butirico al 0.5% (v/v) a 3717 
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Determinación de Actividad Lipolftica. 

Se realizó por el método de Menassa modificado (Espinosa, 1990). Dicha 

modificación consiste en el seguimiento de la calda de pil de una solución de tributirina al 

5% (SIGMA) en un buffer de tris (Merck) 5mM a la que se le ha agregado el extracto 

enzimático crudo. Todo ello se encuentra en un baño de agua (Nesslab termomix) a 37°C y 

con agitación constante. La reacción se sigue por espacio de 5min. La pendiente obtenida de 

esta curva es posteriormente referida a una curva patrón realizada con ácido butirico en 

condiciones semejantes, en lugar de titular con NaOH 0.1N como usualmente se usa en el 

método de pi i-stat (Gráfica No. 4). 
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Linear Regression 
Y=A+B*X 
Paran) Value sd 
A 8,28485 0,01013 
8.0,00471 0,00008 
R -0,99833 
SD = 0,02404, N = 21 
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Gráfico 4, Curva patrón de ácido butirico para la cuantificación de actividad lipolítica. Realizada en 
amortiguador de tris (5iiiM) con adiciones de ácido butirico al 0.5% (v/v). 

Alateriai y .1/11tudos 

Una unidad de actividad lipolítica se definió como la cantidad de enzima que libera 1 

µmol de ácido butírico por minuto a 37 °C. 

Determinación de los Nutrientes Relevantes para la Producción de Lipasas. 

Para la optimización de la producción de lipasas de P. easeicolum se utilizó como 

medio de referencia el medio D para hongos filamentosos descrito por Celerin y Fergus 

(1971) modificado por el grupo de trabajo, cuya composición se detalla en la tabla No. 9 
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Tabla 9. Composición del Medio "D" ara Hongos Filamentosos. 
REACTIVO CANTIDAD te/p) 

— 	Glucosa 1% 
Casaminoácidos 1% 

KNO3 0.2% 
MgSO4. 7H20 0.05% 

K2HPO4 0.1% 
Solución de elementos traza 0.1% 

Aceite de olivo 2% 
Fuente: Celerin, E. (1971) 

Los elementos traza constan de ZnSO4 (0.044 g/mL) ( J.T. Baker), Fe(NO3)2 

(0.0723 g/mL) (Cosmopolita) y MnSO4 (0.0203 g/mL) (I.T. Baker). 

El aceite de olivo se agregó hasta el final en cada matraz. 

Evaluación de la Fuente de Carbono. 

Se evaluaron glucosa, dextrina y almidón como fuentes de carbono, cada una por 

triplicado, según se muestra en la tabla No. 10. Los resultados obtenidos se trataron 

estadisticamente mediante un análisis de varianza de una vía. 

Tabla 10. Composición del Medio Empleado para Evaluar la Fuente de Carbono. 
REACTIVO CANTIDAD 

Glucosa o Dextrina o almidón I% . 
Casaminoácidos 1% 

KNO3 0.2% 
MgSO4. 7H20 0.05% 

K211PO4 ..  0.1% 
Solución de elementos traza R. 0.1% 

Aceite de olivo 2% 
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Evaluación de la Fuente de Nitrógeno. 

Con base en los antecedentes experimentales, se emplearon peptona (Oxoid), 

(N114)2SO4 (Mallinckrodt) y Casaminoácidos (Difco) para ser evaluados como fuentes de 

nitrógeno según se muestra en la tabla No. II. Los resultados obtenidos se trataron 

estadísticamente mediante un análisis de varianza de una vía. 

Tabla I I. Composición del Medio Empleado para Evaluar la Fuente de Nitrógeno. 

REACTIVO CANTIDAD 

Dextrina I% 

Casaminoácidos o Peptona o 
(NH4)SO4 

1% 

KNO3 0.2% 

MgSO4. 71120 0.05% 

K211PO4 0 I% 

Solución de elementos traza 0.I% ____. 
Aceite de olivo 2% 

Determinación del Efecto del Mg y la Composición de Elementos Traza 

Optimos. 

Se verificó el efecto del Mg a nivel de macroelemento mediante el empleo de un 

diseño factorial en el que también se evaluaron los elementos traza (ET), cada variable a dos 

niveles. Lo anterior se realizó con el objeto de minimizar el tiempo de experimentación, 

respetando el principio de mover lentamente los componentes del medio y al mismo tiempo 

se contemplan posibles interacciones entre estas variables (tabla No. 12). 
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Tabla 12. Diseño Factorial para la Evaluación de Mg Elementos Traza. 
CORRIDA Mj 

— 
ET 

1 1 1 
2 1 . 2 	— 
3 2 1 
4 2 2 

Nivel 1 para el Mg significa presencia, nivel 2 significa ausencia. 
Nivel 1 para El' significa empleo de elementos originales del medio D, nivel 2 

significa nueva formulación. 

Con base en los antecedentes experimentales (Petrovic, S. 1990, Teunissen, M. 

1991; Alhir, 1990) se elaboró una formulación de elementos traza (ET2) que se compararó 

con la formulación de elementos traza del medio I) para hongos filamentosos (ETI), según 

se muestra en la tabla No. 13. 

Tabla 13. Composición de los Elementos Traza Evaluados. 
Elementos 

Traza 1 
Concentración 

(mg/m1,) 
Elementos 

Traza 2 
Concentración 

(mg/mL) 
ZnSO4 44.0 ZnSO4 44.00 

Fe(NO3)2 72.30 MnSO4 222.30 
MnSO4 20.30 CaCO1 100.00 

o- 
NaCI 2.92 

Se eliminó la presencia del Fe(NO3)2 ya que todos los reportes consultados 

mencionan que el Fe tiene un efecto negativo tanto en la actividad como en la producción. 

Petrovic en 1990 reporta que el Na tiene una estimulación del 50% sobre la actividad 

relativa, mientras que el calcio la estimula en 26% 

Los resultados se trataron estadisticamente mediante el análisis de varianza de una 

vía.  
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Determinación del Efecto del Aceite de Olivo y el Nitrato, 

Para la determinación del efecto del nitrato (NO3) y el aceite de olivo (AO), también 

se empleó un diseño factorial, a dos niveles cada una de las variables (tabla No. 14). 

Tabla 14. Diseño Factorial para la Evaluación de Nitrato Y Aceite de Olivo. 
CORRIDA NO3 AO 

1 1 1 
2 I 2 
3 2 1 
4 2 2 

Nivel 1 para el NO3 significa presencia, nivel 2 significa ausencia. 
Nivel 1 para el AO significa presencia, nivel 2 significa ausencia, 

Determinación del Efecto del Calcio. 

Dado que es la última variable de estudio, el análisis de su efecto en la producción de 

lipasas se realizó mediante un experimento simple en el que habia las condiciones de 

presencia o ausencia. 

Determinación de la Concentración Optima de los Nutrientes del Medio. 

Esta determinación se realizó mediante el empleo de un diseño factorial fracciona' 

L9 34  en el que se involucran todas las variables a tres niveles cada una. Con este diseño se 

compensa el hecho de no haber contemplado las posibles interacciones de los nutrientes 

desde un principio. Los detalles del diseño empleado pueden verse en la tabla No. 15 
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Tabla 15. Diseño Factorial Fr cc onal Empleado 
FUENTE 

DE 
CARBONO 

FUENTE DE 
NITROGENO 

MAGNESIO 

—,..... 

ACEITE 
DE 

OLIVO 

CORRIDA  

1  1 . , 1 1 

2 I 2 2 2 r 	A 
3 1 3 3 

3 
4 2 I 2 , 

3 

5 2 2  3 I 
6 2  3 1 2 

7 3 1 3 • 2 

8 3 2 I 3 

9 3 _ 	3 2 1 

1 nivel alto, 2 nivel medio y 3 nivel bajo(de acuerdo a las concentraciones detalladas 
en la tabla No 16). 

16. Concentraciones de los Nutrimentos para los Diferentes N 
NIVEL 

ALTO (%) 
NIVEL 

MEDIO (%) 
NIVEL BAJO 

(%) 

CONDICION 

Dextrina 1.5 1 0.5 

Peptona 1.5 1 0.5 

Magnesio 0.075 0.05 0.025 

Aceite de olivo 3 2 	_ I 

La figura No. 6 resume la metodología seguida para mejorar la producción de lipasas 

de P. caveicolum. 
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Evaluación de los nutrientes relevantes 

a tres niveles diferentes 

rEvaluación  de la fuente de carbono 

Evaluación de I fuente de nitrógeno 

Evaluación del magnesio 

Evaluación del aceite de olivo 

Evaluación de los elementos traza 

Evaluación del nitrato 

Evaluación del calcio 

,Ilaterral V A Mudos 

Figura 7. Diagrama de Flujo de la Metodología. 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

Resultados de la Evaluación de la Fuente de Carbono. 

En esta primera parte del experimento, donde se evaluó la glucosa en diferentes 

grados de polimerización como fuente de carbono en el medio D y se obtuvieron los 

resultados mostrados en la tabla No. 17. 

Tabla 17. Retobados de la Evaluación de la Fuente de Carbono. 
BIOMASA pH final PROTEINA 

EXTRACELIJLAR 
ACTIVIDAD 

PROTEOLITICA 

FUENTE mg/mL 
4 

pH pg/mL pmol tir./mL 

Glucosa 16.00  6.08 * 0.11 2831.343 + 398.1 695.614 ± 81.7 

Dextrina 21.00 5.421 0.071 4610.470 1 2.25 540.284 + 8 .7 

Almidón 9.772 6.44 ± 0.14  2893,573 ± 657.34 493.185 ± 41,45 

Continuación de la tabla 17. 
ACT. LIPOLITICA 
VOLUMETRICA 

ACT. LIPOLITICA 
ESPECIFICA 

FUENTE µmol de ac but /min 
ml 

pmol de ac.but./mg 
min 

Glucosa 27.274 ± 1.40 1.70 

Dextrina 36.300 ± 0.33 1.74 

Almidón  9.622 1 3.60 0.98 
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Actividad Lipolitica Volumétrica. 

Gráfica 5. Determinación de la actividad lipolltica de 	cuseicolum por el método de Menassa 
modificado (Espinosa, 1990) cultivado en medio *D" para hongos filamentosos (Cclerin, 1971) con glucosa, 
dextrina o almidón como fuentes de carbono. Los datos presentados son el promedio de tres muestras, la 
desviación estándar se observa en la tabla 17. El Análisis de varianza de una via indica diferencia 
significativa entre las muestras (cM)01). 

De la gráfica No.5 y del tratamiento estadístico de las muestras (ver apéndice) se 

puede observar que la dextrina promueve una mayor producción tanto de lipasas como de 

proteína extracelular .  

Si se analiza la actividad volumétrica para el caso de la glucosa, aparentemente se 

observa un fenómeno de regulación si se compara con la dextrina, pues lo que se esperarla 

es que, al ser dicha glucosa un carbohidrato sencillo y por ende fácilmente asimilable, se 

obtuvieran valores mayores de biomasa, proteína extracelular y una mayor acidificación del 

medio como consecuencia de la generación de ácidos orgánicos a través de su metabolismo. 

Sin embargo, el estudio de la actividad lipolítica específica muestra que no existe tal 

fenómeno de regulación por glucosa, al menos a la concentración empleada. El estudio 

posterior del efecto de la glucosa sobre la actividad de la enzima indica que no hay inhibición 

a concentraciones hasta de un 4% de glucosa presente en el medio de reacción.  
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Este resultado representa una ventaja adicional de este sistema sobre otros, ya que 

casi en la totalidad de los sistemas estudiados se presenta un fenómeno de regulación por 

carbono, incluso a concentraciones menores o iguales a las manejadas en este trabajo. 

También se puede observar que los valores de actividad proteolítica en el caso de la 

glucosa son mayores que para las otras condiciones, a lo cual puede atribuírsele la baja 

actividad lipolitica que presenta con respecto a la dextrina (Berry, 1988). 

Como se mencionó al principio, la mejor fuente de carbono para la producción de 

lipasas es la dextrina. No puede descartarse un efecto sinérgico de la dextrina con los demás 

componentes del medio. De la determinación de 01 para el caso de la dextrina, se puede 

deducir que la enzima es estable a pH's moderadamente ácidos a pesar de tener su óptimo 

en 9. Resultados semejantes con respecto al uso de dextrinas se obtuvieron en estudios 

previos al trabajar con R. delemar (Espinosa, 1990; Kawasaki, 1991 y Martínez, 1993) 

Por otra parte, el hecho de que con almidón se haya obtenido la menor producción 

de lipasa se debe a que también hubo un crecimento pobre, tal vez debido a que la fuente de 

carbono es menos accesible en comparación con los casos anteriores y a que el 

microorganismo no es capaz de desarrollar la serie de enzimas necesarias para degradar por 

completo al almidón. Lo anterior puede observarse en los valores de biomasa y en la pobre 

acidificación del medio. 

Con base en los resultados obtenidos se sustituyó el uso de la glucosa por el de la 

dextrina como Riente de carbono para experimentos posteriores.  
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Resultados de la Evaluación de la Fuente de Nitrógeno. 

En la evaluación de la fuente de nitrógeno, en la que se probaron el (N114)2SO4, 

peptona y los casaminoácidos propios del medio D, se obtuvieron los resultados mostrados 

en la tabla No. 18. 

Tabla 18. Resultados de la Evaluación de la Fuente de Nitró eno. 
BIOMASA pH final PROTEINA 

EXTRACELULAR 
FUENTE mg/mL 

ir 
pH pg/mL 

(NH4)Z SO4 8.25 3.191 0.11 461.001 44.06 
Peptona 17.73  6.24 1 0.17  3732.21 1 194.032 

Casaminoácidos  15.40 6.25 ± 0.02 ' 	2362.6 .1 345,65 

Continuación de la Tabla 18. 
ACTIVIDAD 
LIPOLITICA 

ACTIVIDAD, 
LIPOLITICA 
ESPECIFICA 

ACTIVIDAD 
PROTEOLITICA 

FUENTE pmol de ac.but./min 
mL 

pmol de ac.but./mg 
min 

µmol tir./mL 

(NH4),SO4  No presentó actividad.  No hay actividad  60.11 1 3.45 
Peptona 64.46 ± 11.06 3.63 490.75 1 10.41 

Casaminoácidos 59.70 ± 5.60 3.88 277.20 1 22.00 
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Actividad Lipotitica Volumétrica. 

umot ¡Melo but l oso ml. 

Peptons 	Ceseminoicidos 

Fuente de NiTóguno 

Gráfica é, Detemtinación de actividad lipolitica de l'ente:Usual caseicolum por el método de Menassa 
modificado (Espinosa. 19%) cultivado en medio 13" (Celerin, 1971) con sulfato de amonio, peptona o 
casaminoácidos como fuentes de nitrógeno. Los dalos presentados son el promedio de tres muestras, la 
desviación estándar se observa en la tabla 18. El Análisis de varianni de una vio indica que no hay 
diferencia significativa entre las muestras crecidas en peptona y casaminoácidos (tiv,0.01). 

Como puede verse en la gráfica No. 6, la peptona es, aparentemente, la mejor fuente 

de nitrógeno para la producción de lipasas en este sistema, ya que los rendimientos 

volumétricos son mayores que para la fuente original, es decir, los casaminoácidos. No 

obstante, el tratamiento estadístico indica que no hay diferencia significativa entre la fuente 

original y la peptona (a= 0.01).Por lo que cl hecho de presentar una mayor actividad es al 

parecer consecuencia directa de un mayor crecimiento del microorganismo, ya que si se 

obtienen las actividades específicas se observa que éstas son casi iguales, lo que indica una 

producción por mg de biomasa semejante. La consecuencia de un mayor desarrollo 

microbiano por parte de la peptona puede deberse a que por gramo de sustrato, dicha 

peptona posee mayor cantidad de nitrógeno que los casaminoácidos, pues éstos ya han 

tenido que adicionar una molécula de agua a su estructura para estabilizarla. En este punto 

es necesario mencionar que los hongos, a diferencia de otros sistemas, requieren una mayor 
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cantidad de nitrógeno para su crecimiento. Del hecho de utilizar la peptona como fuente de 

nitrógeno surge el resultado de tener una actividad proteolitica mayor que en cualquiera de 

las otras condiciones, aunque se sabe que atentes de nitrógeno de bajo peso molecular como 

los aminoácidos libres o sulfato de amonio reprimen la producción de proteasas (Homma, 

1993). Sin embargo, comparada con la actividad proteolítica del medio original (medio D) 

se observa que ésta sigue presentando una tendencia a disminuir. 

Estos resultados (de una mayor actividad con peptona) concuerdan con los obtenidos 

anteriormente por Chander en 1981 para Rhizopus nigricans y por Pertovic en 1990 para 

Penicillium roqueforti. 

También se observa que a diferencia de otros sistemas, P. caseicohnn presenta un 

crecimiento pobre y con actividad lipolítica nula, cuando es cultivado con sulfato de amonio 

como fuentre de nitrógeno. Esto puede ser consecuencia de una considerable acidificación 

del medio que pudiera haber ocasionado la desnaturalización de la enzima. Por otra parte, no 

es posible saber si la enzima fue sintetizada y desnaturalizada (o inhibida), o si siquiera se 

produjo, debido a una posible represión por ión amonio (aunque los resultados de proteína 

extracelular sugieran esto último). Estos resultados concuerdan de manera parcial con los 

obtenidos por Vásquez y Rivera-Muñoz en 1993 para P. candnium, ya que ellos no 

observaron una ausencia total de actividad lipolítica, pero si una disminución de la misma. 

Con base en los resultados y en la discusión anterior, además de razones de costos 

(ya que la peptona es mucho más económica que los casaminoácidos), se sustituyó el uso de 

los casaminoácidos por la peptona como fuente de nitrógeno para experimentos posteriores.  
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Resultados del Efecto del Magnesio y los Elementos Traza. 

Para el estudio de la nueva formulación de elementos traza y el efecto del magnesio 

en la producción de lipasas se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla No. 19.  

Tabla 19. Resultados de la Evaluación del MQ y los Elementos Traza. 
BIOMASA pH final ACTIVIDAD 

LIPOLITICA 
ACTIVIDAD 
LIPOLITICA 
ESPECIFICA 

FUENTE mg,/ml, pH µmol de 
ac but./min mL 

µmol de 
ac.butimg min 

Mg Y ET I 21.10 
(Patrón)  

6.45 ± 0.53 47.81 227 

Mg Y ET2 17.70 5.36 ± 0.02 50.82 2.90 

ET1 SIN Mg 3.90 4.521 0.25 25.64 6.60 

ET2 SIN Mg 6.63 4.60 ± 0.06 33.76 5.10 

ETI= Elementos traza del medio D. 
ET2= Nueva formulación. 
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Actividad Lipolltica Volumétrica. 

Gráfica 7. Determinación de la actividad lipolitial de Penicillium casescolum por el método de Menassa 
modificado (Espinoso, 1990) en medio "D" con magnesio y elementos traía originales (Mg y ETI), con 
magnesio y nueva formulación de elementos traza (Mg y ET2), elementos traza originales sin magnesio 
(ETI sin Mg) y nueva formulación sin magnesio (ET2 sin Mg). Los datos presentados son el promedio de 
tres muestras, la desviación estándar se observa en la tabla 19. El Análisis de varianza de una vta indica 
diferencia si T'estiva entre las muestras (u-0.05). 

Como puede verse en la gráfica No. 7, y comprobarse con el tratamiento estadístico 

(ver apéndice), la mejor condición para la producción de lipasas es aquella en la que se 

encuentra presente el magnesio y se emplea la nueva formulación de elementos traza. Se 

observa que taniu 4l magnesio como la nueva formulación de elementos propician el 

desarrollo microbiano, lo cual ha sido anteriormente verificado para otros sistemas 

(Pokorny, 1994). Este resultado al menos para el magnesio no es sorprendente ya que, como 

se mencionó anteriormente, éste sirve de cofactor para muchas enzimas. 
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Por otra parte, se observa que la eliminación del hierro de la formulación de los 

elementos y la adición de calcio y sodio, favorecen la producción de la enzima, Se ha 

postulado que el hierro es desfavorable para las lipasas por que reduce tanto su producción 

como su liberación, además de inactivarla y prolongar el tiempo de fermentación; lo cual no 

es deseable ya que a medida que transcurre el tiempo, la actividad proteolítica ocasiona la 

disminución de la actividad lipolítica (lshihara, 1989). Por otro lado, el calcio, y el sodio 

empleados a las concentraciones descritas podrían tener, como se ha verificado para muchos 

eucariotes (Stryer, 1988), un importante papel en la liberación de la enzima al medio, en 

caso de que el sistema de transporte necesitase de estos iones.  

Si se analiza la actividad lipolítica especifica, se observa que en ausencia de 

magnesio, aumenta con los elementos traza originales, pero esto se debe a que el desarrollo 

microbiano es bajo y por ello se disparan los valores de dicha actividad. Una hipótesis que 

pudiera explicar el escaso desarrollo microbiano, es que haya una producción de energía 

limitada debido a la inactivación de la ATPasa dependiente de Mg2+ También puede 

pensarse al observar estos valores, que puede haber un efecto sinérgico entre la nueva 

formulación de elementos traza y el magnesio, que propicie la producción de la enzima y el 

desarrollo microbiano. Estos datos concuerdan con los reportados para otros sistemas por 

Chander en 1981, Chopra en 1981, Petrovic en 1990 y Pokorny en 1994. 

Resultados del Efecto del Nitrato y el Aceite de Olivo. 

Para la evaluación del nitrato como fuente complementaria de nitrógeno y el aceite 

de olivo como inductor se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla No. 20. 
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Actividad Lipolitica Volumétrica. 

AO sin NO3 NO3 sin AO Sin AO sin NO3 

Gráfica a. Determinación de la actividad lipolitica de Penicillium caseicolum por el método de Mcnassa 
modificado (Espinosa, 1990) cultivado en medio "1.0 con aceite de olivo y nitrato (AO y NO3). con aceite de 
olivo sin nitrato (A0 sin NO3), con nitrato sin aceite de olivo (N103 sin AO) y sin aceite de olivo y nitrato 
(sin AO sin NO3). Los datos presentados son el promedio de tres nuestras, la desviación estándar se observa 
en la tabla 20. El Análisis de varianza de una sita indica diferencia significativa entre las muestras (a-,0.0 I).  

Resultados y .1nálisis de Resultados  

Tabla 20. Resultados de la Evaluación del NO El Aceite de Olivo. 
BIOMASA pH final PROTEINA 

EXTRACELULAR 
ACTIVIDAD 
LIPOLITICA 

FUENTE mg/mL pH pg/mL pmol de 
ac.but./min mL 

NOi  y AO 24.61 5.92 1 0.15 4467.60 1 251.20  108.60 1 3.23 
Sin NO3  y sin 

AO 
10.37 6.283: 0,31 3970.00 1 112.21 2.35 ± 1,3 

--, 
NO, sin AO 10.10 7.51 10,36 3764.001 183.00 `  35.30 1 13.06 

4121.00165.00 	120.10 ± 2.3 AO sin NO1  23.04 _ 6.03 ± 0.01 

Como se puede apreciar en la gráfica No. 8, aquellas condiciones en las cuales está presente 

el aceite de olivo, son las que presentan una actividad lipolítica mayor. Esto evidencia la 

importancia que tiene como inductor en la producción de enzimas lipolíticas, hecho que ha 
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sido corroborado por numerosos autores (Ishihara, 1989; Valero, 1991; Rapp, 1992, entre 

otros). 

También es posible observar que hay actividad en las condiciones en las que no está 

presente el aceite de olivo. Sin embargo, se piensa que esta actividad es basal, por lo que se 

sugiere que la enzima es inducible y que se favorece su producción con la ayuda de un 

inductor. 

Por otro lado, se puede apreciar que el nitrato tiene un efecto positivo en la 

producción de lipasas siempre y cuando no se utilice con aceite de olivo, ya que al parecer 

en combinación con éste disminuye su efecto inductor. 

Debido a los resultados anteriormente presentados se decidió eliminar el uso del 

nitrato y continuar con el uso del aceite de olivo para experimentos posteriores. 

Resultados del Efecto del Calcio. 

Para la determinación del efecto del calcio, se obtuvieron los resultados que se 

muestran en la tabla No. 21. 
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'Tabla 21. Resultados de la Evaluación del Calcio. 

BIOMASA pH final PROTEINA 	ACTIVIDAD 

EXTRACELUI.AR PROTEOLI11CA 

FUENTE mg/inl, pH pE,/,  m I . _pfir./mL 

Medio con 
Calcio. 

23.40 6.11 + 0.01 4044.55 ± 52.03 	554.53 ± 22.00 

Medio sin 
Calcio. 

—27.10 — 6.10± 0.05 4351.20 ± 209.00 	I 	362.00 í 36.00 

Continuación de la Tabla 21. 

ACT. LIPOLITICA 

FUENTE mal de ac buthnin mi, 

Medio con Calcio 201 30 1 0.01 

Medio sin Calcio. 201.50 F 4.53 

Actividad Lipolttica Volumétrica. 

Gráfica 9. Determinación de la actividad lipolilica de Per/kit/Mi cmeicohmr por el método de Menassa 
modificado (Espinosa, 1990) cultivado en medio "I)" con o sin calcio (0 05%) Los datos presentados son el 
promedio de tres muestras, la desviación estándar se observa en la labia 21. El Análisis de s'ahuma de una 
vía indica que no hay diferencia significativa entre las muestras (1i.=11.01). 
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De los resultados del análsis estadístico (rt-0.01), y como se puede apreciar en la 

gráfica No. 9, el calcio no posee efecto alguno sobre la actividad lipolitica, por lo menos a la 

concentración empleada Debido a que no concuerda en absoluto con lo reportado para 

otros sistemas, este resultado es muy sorprendente, pues se esperaría que sí tuviese efecto, 

fuera éste positivo o negativo (de acuerdo a lo reportado por Alhir en 1990). Dichos 

resultados sugieren que con el calcio proporcionado en los elementos traza es suficiente para 

que el microorganismo se desarrolle y produzca la enzima en las cantidades hasta ahora 

alcanzadas. 

Por otro lado, si bien no tiene efecto sobre la actividad lipolitica, sí lo tiene y de 

manera considerable en la actividad proteolítica, ya que la incrementa en un 53.16% con 

respecto a la condición en la que está ausente. Este último resultado y el efecto nulo sobre la 

actividad lipolítica, hace inadecuado el uso del calcio para la producción de lipasas por este 

microorganismo. 

Es importante señalar que la actividad proteolítica de todas formas aumentó al final 

en un 52.57% con respecto al medio D original. Esto al parecer es consecuencia de la 

supresión de nutrimentos llevada a cabo en el transcurso del mejoramiento para la 

producción de lipasas. Sin embargo, debe considerarse. que este microorganismo es uno de 

los que menor actividad proteolítica presenta (Tobalina, 1990), y que al final la actividad 

lipolítica aumentó considerablemente. 

Con base en los resultados anteriores, se decidió eliminar el uso del calcio para la 

Ultima etapa del mejoramiento del medio. 

La evolución del mejoramiento del medio puede apreciarse en la gráfica No. 



Gráfica 10. Mejoramiento Relativo del Medio 
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Resultados V Andhsis de Resultados 

En esta gráfica puede observarse cómo ha evolucionado la producción de lipasas a 

medida que se van evaluando y modificando los diferentes elementos constituyentes del 

medio y por lo que hasta ahora puede apreciarse, el mejoramiento, al menos desde este 

punto de vista, ya ha alcanzado una meseta. No debe interpretarse esto en el sentido de 

minimizar el interés por nuevos componentes que puedan tener efecto significativo en la 

producción. Por el contrario, debe estimularse éste y también la búsqueda de las mejores 

condiciones de fermentación. 
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Resultados de la Optimización de la Concentración de los Nutrientes 

Relevantes. 

Para la etapa final, los resultados obtenidos se muestran en la tabla siguiente: 

Tabla 22. Resultados de la Optimización. 
CORRIDA BIOMASA 

mg/mL 
pH final PROTEINA 

EXTRACELULAR 
pri/mL 

1 (control) 20.24  6.10 1 0,01 4636.00 ± 74.14 

2 ... 13.33 6.47 ± 0.01 2539,00 ± 111.2 

3 23.55 6.33 + 0.02 6510.00 ± 259.4 

4 24.00 6.15 1 0.17 5127.20 ± 287.3 

5 19.10 6.22 ± 0.01 2545.30 1 139.0 

 11.70 6.83 1 0.50 6700.00 1 417.0 

r 	

6 

7 12.56 6.371 0.10 2712.40 + 23.20 

8 26.10 6.48 1 0.10 2719,00 1 88.04 

9  21.00 6.501 0.11 6542.65 ± 26900 

Continuación de la tabla 22. 
CORRIDA ACTIVIDAD 

LIPOLITICA 
pmol ác. but./min mL 

ACTIVIDAD 
PROTEOLITICA 

pg Tir/ml. 

1(control) 126.20 + 9.20 312.87 1 20.79 

2  117.44 ± 2.05  189.13 1 8.66 

3 40.64 ± 14.40 533.41 145.05 

4 62.80 ± 5.06 310.42 1 6.93 

5 11.27 1 0.54 135.22 + 1,73 

6 128.39 ± 2.70 455.00 ± 17.32 

7 130.19 ± 0.92 149.92 ± 8.66 

8 25.68 4.  1.01 143.79 + 3.46 

9 115.77 + 1.71 477.05 1 10.40 

El tratamiento estadístico realizado a los resultados anteriores fue el método de Box- 

Wilson. Este es un método que permite alcanzar rápidamente el nivel de rendimiento óptimo 
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en el caso en que dicho rendimiento depende de uno o más componentes del medio de 

cultivo. Para el empleo de este tratamiento es indispensable el uso de un plan factorial como 

el que se empleó es este trabajo (Neuwrith, 1957, Kern, 1960; I lunter, 1960; Schultz, 1960).  

Del empleo de este método se obtuvo la siguiente ecuación: 

Y= 95.5327 I 1,534IX 1 + 21.7359X2 - 18.98110(3 - 41.1526X4 

De donde: 

Xl= Coeficiente de regresión para la fuente de carbono. 

X2= Coeficiente de regresión para la fuente de nitrógeno. 

X3= Coeficiente de regresión para el magnesio. 

X4= Coeficiente de regresión para el aceite de olivo.  

Se observa que los parámetros de regresión X2 y X4 presentan los mayores valores, 

por lo que se concluye que éstos influyen mayormente en el rendimiento (Neuwrith, 1957; 

Kem, 1960; Hunter, 1960; Schultz, 1960). 

Calculando las unidades de variación para obtener la concentración óptima de cada 

variable obtenemos lo siguiente: 

Fuente de 
Carbono 

X1=0.1401 

Fuente de X2- 0.2641 
Nitrógeno 

Magnesio X3= -0.0115 

Aceite de Olivo X4.- -1 

Lo cual se interpreta como que el factor XI debe incrementarse en 0.1401 unidades 

a partir del medio original, el factor X2 incrementarse en 0.2641 unidades, el factor X3 
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decrementarse en 0.0115 unidades a partir de medio original y el factor X4 decrementarse 1 

unidad.  

Los resultados para al fluente de carbono y nitrógeno concuerdan bastante bien con 

reportes para otros sistemas, en los cuales los niveles empleados de estas fuentes son 

superiores a los del medio D (Chander, 1981; Ishihara, 1989; Okeke, 1990; Valero, 1991; 

Pokomy, 1994). El hecho de que estos parámetros deban incrementarse puede deberse a que 

se necesita un mayor desarrollo del microorganismo para incrementar la producción de 

lipasas. Por otro lado, el resultado para el magnesio es un tanto sorprendente, ya que en la 

evaluación del mismo se evidenció un efecto positivo. Una posible explicaci'on para ello es 

pensar que el exceso de Mg2+  forma complejos con los nucleótidos trifosfato impidiendo así 

su utilización para el metabolismo, o bien, que forma complejos con proteínas (que pudieran 

ser enzimas) ocasionando con ello modificaciones estructurales (Styer, 1988). Sin embargo, 

este último resultado muestra que no es necesario emplearlo en las cantidades originales del 

medio D. 

El hecho de que deba reducirse la concentración del aceite de olivo ratifica su función como 

inductor y al parecer sugiere que el microorganismo prefiere utilizar a la dextrina como 

fuente de carbono. No se descarta la posibilidad de que exista represión por lípidos o ácidos 

grasos. 

Por último, se observa que en cualquiera de las condiciones probadas, la actividad 

proleolitica aumentó en comparación con el medio D original. Sin embargo, el aumento del 

52.57% que se obtuvo hasta la evaluación del calcio, se redujo a un 36.91% en esta última 

etapa, como consecuencia de variar la concentración de los nutrimentos. 
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CONCLUSIONES. 

La mejor tbente de carbono para la producción de enzimas lipoliticas de P. 

casekohon es la dextrina. 

Este sistema, a diferencia de otros (p.e. R. delemar y A. Mger), no presenta 

regulación en la actividad de sus enzimas lipoliticas por la fuente de carbono, en 

concentraciones de I hasta 4%. 

La mejor fuente de nitrógeno para la producción de enzimas lipoliticas de P. 

easeieolum es la peptona. 

El magnesio tiene un efecto positivo en la producción de las enzimas lipoliticas. 

La nueva formulación de elementos traza tiene un efecto positivo en la producción 

de las enzimas lipoliticas y en el desarrollo microbiano. 

El aceite de olivo tiene una función importante en este sistema como inductor de 

lipasas. 

El nitrato como fuente complementaria de nitrógeno tiene un efecto negativo en la 

producción de enzimas lipoliticas cuando se emplea con aceite de olivo, ya que diluye el 

efecto inductor de este último.  

El nitrato empleado en ausencia de aceite de olivo tiene un efecto positivo en la 

producción de enzimas lipoliticas.  
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El calcio no tiene ningún efecto sobre la producción de las enzimas lipolíticas de este 

sistema. Sin embargo, favorece la producción de enzimas proteolíticas, lo que resulta 

inconveniente por generar la degradación de lipasas y oligopéptidos responsables de sabores 

amargos.  

La actividad lipolítica del microorganismo se elevó hasta un 158% con respecto a la 

obtenida en el medio D original. 

La actividad proteolítica del microorganismo se redujo en las etapas iniciales de la 

mejora del medio, es decir, cuando se evaluaron diversos nutrimentos. Sin embargo al final 

de dicha mejora aumentó hasta un 3691% respecto al medio original. 

Al finalizar la optimización, se obtuvo la siguiente ecuación para el medio: 

Y= 95.5327 + 11.5341X I + 21.7359X2 - 18.9818X3 - 41.1526)(4 
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RECOMENDACIONES. 

Sería conveniente evaluar otras fuentes de carbono no relacionadas tan directamente 

con la glucosa. 

Deben hacerse estudios adicionales sobre la regulación de las enzimas lipolíticas de 

este sistema a mayores concentraciones de la fuente de carbono. 

Aunque se disminuyó la concentración del aceite de olivo a la mitad, deben hacerse 

estudios adicionales para determinar si es posible una mayor disminución del mismo, lo cual 

representaría grandes ventajas en términos de formulación del medio. 

Además de los parámetros ya evaluados, deben hacerse estudios acerca de las 

mejores condiciones de temperatura, pH y aereación para la producción de las enzimas 

lipotiticas de este sistema. La preferencia es evaluar el pH a condiciones constantes a lo 

largo de la fermentación 

Si se desea utilizar este medio para la producción de lipasas con el empleo de este 

sistema, seria conveniente realizar una inactivación de la actividad proteolitica, a fin de 

mantener por más tiempo la actividad lipolitica. 

El mejoramiento de este medio ya ha alcanzado una meseta en cuanto a sus 

componentes principales. Sin embargo, es posible continuar la búsqueda de nuevos 

componentes que incidan de manera significativa en el medio, para seguir incrementando la 

producción de las enzimas lipolíticas de este sistema, 
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ApMdke 

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA FUENTE DF CARBONO. 

One-Way Analysis of Variance 

Data: 26.30,28.24,27.27,7.09,12.15,9.62,36.06,36.53,36.295 

Level coles: 1,1,1,2,2,2,3,3,3 

Labels: 

Means plot: Conf. Int. 	Confidence level: 99 	Range test: Duncan 

Analysis of variance 

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level 

Between groups 
	

1104.5288 	2 	552.26438 	223.981 	.0000 
Within groups 
	 14.7940 	6 	2.46567 

Total (corrected) 	1119.3228 	8 

O nissing value(s) have been excluded. 

Multiple ranga enelyeie for 26.3,28.24,27.27,7.09,12.15,9.62,36.06,36.53,36.295 

Method: 95 Percent Duncan 
Level 	Count 	Average Hoeogeneous Groupe 

2 	 3 9.620000 * 
1 	 3 	27.270000 	* 
3 	 3 	36.295000 	* 

contraía 	 difference 
1 - 2 	 17.6500 * 
1 - 3 	 -9.02500 * 
2 - 3 	 -26.6750 * 

* denotes a statistically significant difference. 
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Apéndice  

ANALISIS DF. VARIANZA PARA LA FUENTE DE NITR(XiENO. 

One-Way Analysis of Variance 

Data: 73.764,52.229,67.394,65.999,57.537,55.505 

Level codee: 1,1,1,2,2,2 

Labels: 

Means plot: Conf. Int. 	Confidence level: 99 	Range test: Duncan 

Analysis of variance 

Source of variation Sum of Squares d.f. 	Mean square F-ratio Sig. level 

Setween groups 
	

34.30129 	1 	34.301286 	.447 	.5469 
Within groups 
	

306.72295 	4 	76.680738 

Total (corrected) 
	

341.02424 	5 

O missing value(s) have been excluded. 

Multiple rango analysis for 73.764,52.229,67.394,65.999,57.537,55.505 by 1,1,1,2 

Method: 99 Percent Duncan 
Level 	Count 	Average Homogeneous Groups 

2 
	

3 59.680333 * 
1 
	

3 64.462333 * 

contrast 	 difference 
1 - 2 	 4.78200 

* denotes a statistically significant difference. 
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Apéndice 

ANÁLISIS DE VARIANZA PARA El. MAGNESIO Y ELEMENTOS TRAZA. 

One-Way Analysis of Variance 

Data: 52.35,50.89,55.17,48.26,45.54,46.9 

Level codee: 1,1,1,2,2,2 

Labels: 

Means plot: Conf. Tnt. 	Confidence level: 95 	Rango test: Duncan 

Analysis of variance 

Source of variation Sum of Squares d.f. 	Mean square 	F-ratio Sig. level 

Between groups 
	

52.274017 	1 	52.274017 	15.881 	.0163 
Within groups 
	

13.166667 	4 	3.291667 

Total (corrected) 	 65.440683 	5 

0 missing value(s) have been excluded. 

Multiple ranga analysis for 52.35,50.89,55.17,48.26,45.54,46.9 by 1,1,1,2,2,2 

Method: 95 Percent Duncan 
Level 	Count 	Average Homogeneous Groups 

2 
	

3 	46.900000 
1 
	

3 	52.803333 

contrast 
	

difference 
1 - 2 
	

5.90333 * 

* denotes a statistIcally s.ignificant difference. 
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ANALISIS DE VARIANZA PARA EL NITRATO Y ACEITE DE OLIVO. 

ene-Way AnalysIs of Variance 

Data: 106.2784,110.8583,108.5683,118.7746,122.7176,118.71398 

Level codas: 1,1,1,2,2,2 

Labels: 

Mean:: plot: Conf. Int. 	Confidence level: 99 	Rango test: Duncan 

Analysis of variance 

Source of variation 	Sum of. Squares 	d.f. 	Mean square 	F-ratio Sig. level 

Between groups 
	

198.38857 	1 	198.38857 	37.762 	.0036 
Within groups 
	

21.01437 	4 	5.25359 

Total (corrected) 
	

219.40294 	5 

O missing value(s) have been excluded. 

Multiple rango analysis for 106.2784,110.8583,108.5683,118.7746,122.7176,118.713 

Method: 99 Percent Duncan 
Level 	Count 	Average Homogeneous Groups 

3 	108.56833 	* 
2 
	

3 	120.06873 

contrast 
	

difference 
1 - 2 	 -11.5004 * 

* denotes a statistically significant difference. 
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Apéndice 

ANALISIS DL VARIANZA PARA EL CALCIO.  

One-Way Analysis of Variante 

Data: 205.7324,196.7091,202.0169,201.2951,201.2738,201.2845 

Level codeo: 1,1,1,2,2,2 

Labels: 

Means plot: Conf. Int. 	Confidente level: 99 	Range test: Duncan 

Analysis of variante 

Source of variation Sum of Squares d.f. 	Mean square F-ratio Sig. level 

Between groups .061004 1 .061004 .006 .9431 
groups 41.132768 4 10.283192 

Total 	(corrected) 41.193772 5 

O missing value(s) have been excluded. 

Multiple range analysis for 205.7324,196.7091,202.0169,201.2951,201.2738,201.284 

Method: 99 Percent Duncan 
Level 	Count 	Average Homogeneous Groups 

2 3 201.28447 * 
3 	201.48613 	* 

  

    

mntrast 	 difference 
I - 2 	 0.20167 

* denotes a statistically significant difference. 

1 
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