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Resumen

RESUMEN.

El objetivo del presente trabajo es incrementar la produccion de enzimas
lipoliticas del hongo Penicillium caseicolum mediante la manipulacion de
elementos del medio de cultivo empleando diseftos estadisticos 2K factoriales.

Se tomo como base el medio ID para hongos filamentosos descrito por
Celerin y Fergus (1971). Se probaron como fuentes de carbono glucosa,
dextrina y almidon y se encontré que la mejor para la produccion de lipasas es la
dextrina, ya que incrementa la produccion en un 33%, mientras que la mejor
fuente de nitrogeno para el mismo fin resultd ser la peptona al compararse con
(NH4)2S04 y casaminodcidos. Se probo el efecto de diversas combinaciones de
elementos traza y la formulacion consistente en NaCl, ZnSO4, CaCO3 y
MnSOy4 resulto tener un efecto positivo en la produccion de enzimas lipoliticas
con un incremento de 147.40%. Se obtuvo igual resultado al evaluar el
magnesio a nivel de macroelemento. Al eliminar el accite de olivo de la
formulacion del medio de fermentacion, no se detectod actividad lipolitica, lo
cual indica que la enzima es inducible. El nitrato como fuente complementaria
de nitrogeno diluye el efecto inductor del aceite de olivo. El calcio
aparentemente no tiene ningin efecto sobre la actividad lipolitica pero si sobre
Ia actividad proteolitica. El estudio de las variables en conjunto indico que tanto
el porcentaje de la fuente de carbono como la de nitrogeno debian
incrementarse, mientras que los de magnesio y aceite de olivo debian
disminuirse. Con este trabajo se logrd un incremento del 158.0% en la

produccion de lipasas.
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INTRODUCCION.

Generalidades.

I.as enzimas son proteinas producidas por una célula viva, que catalizan o accionan
una reaccion. Estas unidades funcionales del metabolismo celular actGan 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 energia
quimica y se transforma y aquéllas en que se sintetizan las macromoléculas de la célula a
partir de precursores sencillos. La velocidad de reaccion de la enzima ¢s proporcional al

proceso bioquimico para mantener viva a la célula.

L.a enzimologin, asi como las tecnologias que emplean enzimas, pertenecen a la era
moderna; sin embargo, ¢l uso de enzimas para fa produccion de alimentos se remonta a
varios milenios atras. El vino, por ejemplo, lo conocian los egipcios y los asirios 3000 aflos
antes de Cristo, pero fue solo hasta nuestro siglo cuando se descubrieron las reacciones
que daban lugar a la fermentacion. 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 mas
tarde, en 1783 por Spallanzani, sobre el proceso de la digestion en ¢l estomago. En 1860
Luis Pasteur establecio las primeras bases de la enzimologia para ser considerada ya como
una ciencia, al afinnar que los procesos fermentativos son catalizados por enzimas y
postular que éstas s¢ encontraban ligadas de manera intima con la estructura y funcion de

los microorganismos. La ingenieria enzimatica se inicia como tal en ¢l siglo pasado,
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cuando Takamine patentd las amilasas (diastasa) producidas por hongos en fermentacion

solida y Hansen inicid, en [875, una empresa para la extraccion de renina de ternera.

En 1879 E. Buchner demostro que la funcion catalitica de las enzimas no se
encontraba ligada a la estructura celular, al realizar una fermentacion alcohdlica con un
extracto celular. En 1926 J.B. Summer, al aislar la enzima ureasa, descubnio Ia naturalcza
proteica de las enzirnas, pero este hecho no fue aceptado sino hasta el periodo
comprendido de 1930-1936 cuando Northrop logra cristalizar la pepsina y la
quimotripsina (Lopez-Munguia, 1987).

Hoy en dia mas de 2500 enzimas han sido oficialmente reconocidas por la
International Union of Biochemistry y se ha especulado que por lo menos existen otras 23

000 enzimas mas, de las cuales ain no se sabe nada (Niedleman, 1991).

El desarrollo de la enzimologia industrial se ha centrado principalmente en la
explotacion de las enzimas hidroliticas que se han utilizado para degradar materiales como
¢l almidon, proteinas y otros muchos polimeros. Las 4reas en las cuales se ha vuelto
cotidiano su uso aumentan constantemente y es por tal demanda que los cientificos de
todas partes de mundo se han abocado a la tarea de mejorar tanto su produccion como su
eficiencia, ya sea mejorando las condiciones de produccion, de reaccion o modificando su

estructura.

Ll hecho de que se efectien estudios sobre fas aplicaciones de las enzimas y sus
fuentes de obtencion, se basa en las cualidades que presentan y que de manera muy

general son las siguientes:

(=]
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% Son muy especiticas.

¢ La velocidad de reaccion es de dos a tres ordenes de magnitud mayor que la de los
catalizadores inorganicos.

& Las condiciones de reaccion, temperatura y presion relativamente bajas, hacen que su
uso §€a poco costoso.

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

(Klibanov, 1988)

Ademas, los adelantos en diversas areas han permitido que las enzimas tengan mas

aplicaciones porque:

¢ Se pueden producir facilmente en gran cantidad y adecuadas a las necesidades que se
requieran mediante técnicas genéticas.

& Se pueden reutilizar mediante técnicas de inmovilizacion.

¢ Se pueden realizar reacciones de sintesis en varios pasos, con lo cual se puede obtener
varios productos de interés (Lopez-Munguia, 1987).

¢ Su actividad catalitica es facilmente controlada (Klibanov, 1988).

Por otro lado, para que las enzimas sean dtiles y por lo tanto utilizables
comercialmente deben hacer que un producto elaborado mediante su empleo tenga

algunas de las siguientes ventajas:

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

¢ Que sea mas util en sus aplicaciones.

- o o
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¢ Que sea mas barato, lo que puede conseguirse indirectamente por ejemplo,
disminuyendo los costos de operacion y/o equipo requerido.

¢ Que mediante las enzimas se puedan obtener productos que antes no existian o solo en
cantidades limitadas debido a su reducida disponibilidad a partir de fuentes naturales.

{Wiseman, A. 1985)

Las enzimas, como biocatalizadores orgénicos que son, se obtienen de una gran
variedad de sistemas biolégicos, ya sean éstos microscopicos o macroscopicos. Es
necesario aclarar que solo los microorganismos reconocidos como "seguros” se pueden
utilizar en la produccion de enzimas aplicables en la Industria de los Alimentos (Tabla No.
1) ya que se asume que no son capaces de generar subproductos toxicos o que deriven en
ellos. Es por ello que el interés por la explotacion de dichos microorganismos y sus
enzimas es cada vez mayor en ¢l campo alimenticio. Ademas, su uso conviene porque no

es necesario tener cuidados adicionales por su uso

Tabla 1. Algunas Aplicaciones de Enzimas en Alimentos.

ALIMENTO ENZIMAS FUENTE USO
Pan Amilasas y Microbianay Horneado
proteasas \g:getal
Cerveza Amilasas y Animal, microbiana | Pruebas de frioy
protecasas y vegetal remocion de
o&'&eno
Bebidas Glucosa-oxidasa Microbiana Remocion de
carbonatadas oxigeno
Chocolate Amilasa Microbiana Elaboracion de
jarabe
Jugos de fruta Pectinasas Microbiana Clarificacion
Came Proteasas Microbiana y Ablandado de
vegetal carme
Vino Pectinasa Microbiana Clarificacion

Fuente: Niedleman (1991).

- tn b0 !
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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 solo a que
aquéllas son de mas facil obtencion, sino que ademas es mas probable que posean
propiedades que las hagan mas adecuadas para los procesos, como la termoestabilidad,
resistencia a las fluctuaciones de pH, presion. fuerag ionica, etcétera. Por otra parte, los

microorganismos exhiben ciertas ventajas sobre los organismos macroscopicos como:

+ Son facilmente manipulables.

+ Se requiere relativamente poco espacio para su cultivo.

¢ Pueden optimizarse los medios de cultivo y aumentar la produccion de metabolitos.

o Se puede mejorar la produccion por ingenieria genética o mutagénesis.

o Obtencién de producto en menor tiempo, ya que tienen ciclos de vida mucho mas
contos.

¢ Su extraccion es mas sencilla y requiere menos tiempo.

o Pueden sobreproducir enzimas mediante el incremento del nimero de genes que
codifican para su sintesis.

o Los costos de produccion y mantenimiento son casi siempre menores

Otras razones para utilizar microorganismos como fuentes de enzimas son las

siguientes:

¢ lLas fermentaciones enzimaticas a gran escala son economicas debido a su corta
duracion y medios de cultivo economicos.
» Los procedimientos de aislamiento son simples y se pueden probar muchos medios en

poca tiempo.



Introduccion

+ Diferentes especies producen enzimas diferentes que catalizan la misma reaccion,
permitiendo flexibilidad con respecto a las condiciones de operacion en un reactor

(Wang, 1979).

Para la obtencion de dichas enzimas existen técnicas de seleccion y aislamiento de
organismos interesantes y una vez que sc ha logrado obtener una cepa pura, pueden

aplicarse métodos de mejoramiento en cuanto a la produccion y purificacion del producto

L.a mayoria de estas enzimas actian dentro de las células, es decir, dentro de un
ambiente aislado en donde gozan de cierta proteccion y se les denominan enzimas
intracelulares; sin embargo, algunas de ellas son excretadas hacia ¢l medio. La funcion de
dichas enzimas, denominadas extracelulares, es hacer mas accesibles los nutrientes para el
microorganismo mediante la hidrolisis de compuestos de alto peso molecular que de otra
manera no podrian introducirse a la célula. Debido a que estas enzimas se encuentran en el
medio que rodea a la célula, fuera de la proteccion de la membrana celular, son estables a
variaciones fisicas y quimicas 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 recuperacion, ademas de la etapa adicional de ruptura celular, un extracto
crudo de una enzima intsacelular contiene al menos 1500 enzimas ademas de otras
proteinas, micntras que ¢l de una enzima extracelular sélo contiene unas cuantas. A este
respecto cabe seflalar que la aplicacion de células enteras evita fa costosa recuperacion y
purificacion de las enzimas de interés y ¢s por ello que se ha desarrollado toda una

tecnologia de inmovilizacion de células. Por todo lo anteriormente citudo, es razonable

- memal
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pensar que las enzimas extracelulares son mas atractivas para el uso industrial y se

prefieren a las intracelulares.

Aspectos Generales de las Fermentaciones.

Definicion.

Se puede definir como fermentacion 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 fermentacion, las condiciones ambientales y
fisiologicas deben ser optimizadas para alcanzar la maxima produccion. Tanto el tipo de
producto como la fisiologia del microorganismo determinaran las condiciones ambientales,
incluyendo el medio de cultivo, pH, temperatura, agitacion y aereacion, también como el

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

El medio de fermentacion debe contener fuentes de carbono asimilables, fuentes de
nitrogeno, azufre, fosforo, elementos traza y otros factores especificos 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.
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Disefio de un Medio de Fermentacion.

Cuando se desarrolla un proceso de fermentacion industrial, el disefio del medio de
fermentacion es de importancia critica, ya que de este medio depende el rendimiento del
producto, la produccion volumétrica y la formacion de otros metabolitos que en la
mayoria 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 econdmico que
siempre es determinante para la realizacion del proyecto. Por lo anterior, las companias
dedicadas a la fermentacion continuamente tratan de mejorar sus medios. Dichas
compattias 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. 1).

P
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El disefiv de un medio de cultivo puede dividirse en cuatro etapas, siendo la
primera el “screening” de experimentos. En esta etapa es donde se evalian un gran
nimero de componentes del medio para ver cuales son los que dan mejores resultados. £l
cambio de un componente a la vez en el medio es la técnica mas cominmente empleada y
que a pesar del inconveniente de no contemplar interacciones es la que mejores resultados
da. El "screening” usualmente se lieva a cabo al comienzo del disedo del proceso, pero ain
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 drastica la produccion. Adicionalmente, se puede probar el
mover las concentraciones del medio ya mejorado con el fin de obtener un nuevo maximo
en la produccion.

La segunda etapa del proceso consiste en mapear el espacio de optimizacion con el
objeto de obtener una imagen tan completa como sea posible del efecto de cada
componente en el medio. En esta etapa es comiin el empleo de disefios factoriales que
contemplan interacciones entre componentes del medio pues se evalia cada combinacion
posible.

Después de que el espacio de optimizacion ha sido investigado, la tercera etapa
involucra la identificacion de la region optima de perfeccionamiento. Usualmente esto se
realiza con el empleo de métodos matematicos como la regresion lineal y el analisis de
varianza.

Por ultimo, y cuando la composicion optima del medio ha sido predicha, la cuarta

etapa del proceso involucra examinar esta region optima en detalle (Kennedy, 1994)

10
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Tipos de Fermentaciones.

En términos generales, de acuerdo a la concentracion de agua en ¢l medio, existen
dos tipos de condiciones por las cuales pueden llevarse a cabo las fermentaciones: el

cultivo sumergido y el cultivo en estado solido.

Cuitivo en Estado Sélido,

El cultivo en estado sdlido, comunmente llamado "Fermentacion solida” es la
forma original de produccion de enzimas en los paises orientales. Este tipo de
fermentacion presenta la cualidad de obtener yran cantidad de producto por unidad de
volumen de fermentacion, ya que no ocurre ¢l fenomeno de dilucion por efecto del agua,
por encontrarse absorbida dentro de la matriz solida. Cuando ha terminado el proceso de
fermentacion, se lieva a cabo una extraccion de las enzimas extracelulares, las soluciones
que se abtienen presentan altas concentraciones de producto. Otras ventajas adicionales
que presenta esta técnica son los menores consumos energélicos y la haja contaminacion

de aguas residuales.

Las fermentaciones solidas se llevan a cabo en capas delgadas sobre charolas, en
lechos profundos, en sistemas con agitacion o en tambores rotatorios, empleando soportes
1an variados como el salvado de trigo, resinas de intercambio ionico, bagazo de café,

corteza de maple, etcétera.

-
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Tipos de Fermentaciones.

En términos generales, de acuerdo a la concentracion 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 solido.

Cultivo en Estado Sélido.

El cultivo en estado solido, cominmente llamado "Fermentacion solida” es la
forma original de produccion de enzimas en los paises orientales, Este tipo de
fermentacion presenta la cualidad de obtener gran cantidad de producto por unidad de
volumen de fermentacion, ya que no ocurre el fenameno de dilucion por efecto del agua,
por encontrarse absorbida dentro de la matriz solida. Cuando ha terminado el proceso de
fermentacion, se lleva a cabo una extraccion de las enzimas extracelulares, las soluciones
que sc obtienen presentan altas concentraciones de producto. Otras ventajas adicionales
que presenta esta técnica son los menores consumos energéticos y la baja contaminacion

de aguas residuales.

Las fermentaciones solidas se llevan a cabo en capas delgadas sobre charolas, en
lechos profundos, en sistemas con agitacion o en tambores rotatorios, empleando soportes
tan variados como el salvado de trigo, resinas de intercambio ionico, bagazo de café,

corteza de maple, etcétera.
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El cultivo semisolido posee ciertas desventajas que podrian, en determinado
momento, ser limitantes para su consideracion en la obtencion de ciertas enzimas, en
especial las intracelulares. En dicho cultivo es muy dificil el control de las condiciones
ambientales que influyen en la produccién como gradientes y variaciones de pH,
temperatura, humedad, etc., ademas, existen dificultades para la esterilizacion y la
fermentacion es frecuentemente limitada por fenomenos de transferencia de masa.
También ocurre a menudo que un microorganismo que produce un determinado producto
por fermentacion sumergida, no es capaz de hacerlo en fermentacion semisolida (Iwai,
1984). Por otra parte, aunque muchos microorganismos pueden crecer en sustratos
solidos, solo los hongos filamentosos poseen la capacidad para degradarlos eficientemente
en ausencia del agua libre que resulta necesaria para la propagacion de organisms

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 ¢l mundo occidental provienen de procesos de fermentacion en cultivo
sumergido.

Este tipo de cultivo presenta una gran ventaja sobre el cultivo semisolido y es la
homogeneidad de temperatura, de pH o de concentracion de nutrientes en el sistema. Por

otra parte no existe limitacion en el uso de microorganismos en ¢ste tipo de cultivo. Por

Y )
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uitimo, las posibles desviaciones al proceso son corregidas mas rapida y facilmente, io cual

asegura una menor desviacion en el mismo

Generalmente, el pH y la temperatura dptima de crecimiento del microorganismo
coinciden con los de produccion de las enzimas de interés. Sin embargo éste no es
siempre el caso y es entonces necesaria la busqueda de las condiciones a las cuales se
obtenga un mayor rendimiento de los productos deseados. La regulacion del pH puede
evitarse en ciertos casos con el empleo de un sistema amortiguador en el medio de cultivo

en la zona de maxima productividad.

Caracteristicas de los Hongos Utilizados Industrisimente.

Los hongos comprenden un grupe de organismos cucariotes que se encuentran
unidos por un nimero de caracteristicas comunes tanto de nutricion y de reproduccion
como de morfologia. Poseen un sistema no fotosintético de absorcion de nutrientes y un
estado trofico micelial que distingue adecuadamente a los hiongos de otros grupos, debido
a ello, es universalmente aceptado el considerar a Fungi como un reino aparte de todos los

demas.

Se estima que el nimero de especies de hongos varia de 100,000 a 250,000, pero
actualmente solo 65,000 especies han sido reconocidas y entre ellas inicamente algunas
han sido explotadas para fines industriales (Berry, 1988). No obstante lo anterior, la
tendencia actual es a incrementar sus uso, ya que se sabe que la mayoria de las enzimas

producidas por los hongos son extracelulares y por ello facilmente separables del micetio

- —t
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por filtracion o centrifugacion (lwai, 1984). La conveniencia de! empleo de dichas enzimas

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

sumergidos se muestran en la tabla No. 2.

Tabla 2. Algunos Hongas Emplesdos en Cultivos Sumergidos,

MICROORGANISMO. | NOMBRES COMUNES. REFERENCIA.
éxwicus Hongo comuin edible Labaneiah et al. (1977).
Psalliota Champifion, hongo blanco. | Dijkstrs, Scheffers y Wiken
(1972).

Lentinus edodes Hongo chino, forestal. Scm y Cho (1987).

Volvariella volvacea Hongo chino u Straw Atacador-ramos et al. (1967).

Flammulina velutipes Hongo de invierno. Dudka, Bukhalo y Solomko
(1980).

Plenrotus Hongo ostion Tawian y Martin (1987).

Boletus edulis Hongo porcino. Exder‘en Y Schefters (1972). §

Morchella Honﬁo Morel, Litchfield y Overbeck (1963).

Cantharellus Homo Chantrelle. Wor&{m (1968).

Tuber Truffa,

Collybia Rootinlcollybia.

Pholiota Nameko, hongo de inviemo. JHashida et al. (1967).

Lepiota nauving Smooth lepiota. Sumua y Humfeld {1954),

Armillaria mellea Hongo de miel, “oak Boureng, Fraser y Lindberg

mushroom". (1967).

Coprinus Glistening, shaggy mane. Dijkstra (1976).

Calviata Pufiballs. Zarudnaya (1971)Dijkstra
(1976).

Pholioa muabilis Pholiota mutable.

Tremella fuciformis Oreja plateada, Jelly

mushroom.

Auricularia Hongo oreja, oreja de drbol. {Espenshade v Griffith (1966).

Amanita caesarea Hongo de César, Torev (1968).

Repiota procera Hon&o Parasol.

Tricholoma Hongo caballero amarilio. | Reusser, Spencer y Sallans

(1958).

Fuente: Goldberg y Williams (1991),



Introduccion

«

La propagacion de hongos comestibles en cultivos sumergidos se desarrollo
inicialmente en los 50's; pero el primer reporte que se tiene de cultivos de hongos
filamentosos en fermentaciones sumergidas data del afio de 1948 por Humfeld. Desde
entonees, 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:

+ Uso de hongos filamentosos para el consumo humano y animal como alimento y como
agentes saborizantes de hongos.

+ Uso de esporas para ¢l cultivo de cuerpos frutales de los hongos.

< Produccion de sustancias quimicas especificas.

¢ Produccion de compuestos terapéuticos. (Goldberg,, 1991).

El Género Penicillium.

El género Penicillium incluye aproximadamente 150 especies diferentes y esta
dividido en cuatro secciones de acuerdo a la estructura que presenten en sus conidios
conocidos como cepillos o penicilios (figura No.l). Los penicilia no bifurcados y
asimétricos son los mas numerosos y se subdividen de acuerdo a la apariencia del tallo en
velutina, fusciculata, funiculosa y lanata. En esta Gltima subdivision esta comprendido
Penicillium caseicolum y anteriormente se le denominaba también Penicillium candidum

sin embargo, se ha demostrado que se trata de hongos diferentes (Alhir, {990).
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Figura 2, Sistemdtica de los Penicilios (Parcial),

Penicilios monaverticilados.

Diverticilados (Cniterio necesario)

Penicilios aximétricos.

Diverticitados (Criteria suficiente}

Penicilos divertcilados simétr

Penicilios poliverticilados.

Velutina.

Lanata.

Funiculosa

Sin hilurcarse
subMetulae

Bilurcados subMctulue

Conidios blancos
wverdes castaftos

Conidios verdes castafios
oamarillentos

Penicillium citrinum

I axalicum
P. digiltum
P. roqueforti

P. camemberti
Pcandidum
I caseicolum

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

Definicion,

Las enzimas responsables de la hidrolisis de grasas y aceites previa a su digestion por
los organismos son las lipasas extracelulares, las cuales se clasifican como glicerol-éster-

hidrolasas o triacilglicerol acilhidrolasas (EC 3.1.1.3.)

Las lipasas son enzimas que hidrolizan el enlace éster de los acil-lipidos que se
encuentran emulsionados; son activas en la interfase agua-lipido, y solo atacan la superficie
de los globulos de grasa que estan en contacto con la fase acuosa y no el interior de los
mismos. Se diferencian de las estearasas en que estas altimas solamente escinden ésteres
solubles en el agua (Rapp, 1992) dando como posibles productos acidos grasos libres,

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

Situacion de las Lipasas en ¢l 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 lipoliticbas 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 represento 216.1 millones de dolares (Anonimo,

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

Cutndudron
%

Total en 1988: §210.1 mdd

Fuente: Andonimo en Food Engineering (1990)

Enzimas en Solventes Orgénicos.

Una posibilidad de crecimiento del mercado de las lipasas, es la caracteristica de
poder trabajar en solventes organicos ademas de poder hacerlo en soluciones acuosas,
conservando en algunos casos hasta el 100% de su actividad. Esto representa cicrlas

ventajas sobre otras enzimas por que:

% Debido a que las enzimas son insolubles en solventes organicos, su recuperacion para su
posterior utilizacion es facil.

¢ Con lo anterior se elimina la necesidad de inmovilizacion.

¢ El agua a menudo participa en reacciones indeseables como la hidrolisis de anhidridos
acidos y halogenados.

¢ [l equilibrio tenmodinamico de muchos procesos deseados es desfavorable en medio

acuoso como la sintesis de ésteres de acidos carboxilicos y alcoholes.
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¢ La recuperacion de producto en soluciones orgdnicas ¢s menos dificil y por ello mas
economica.

¢ Las enzimas pueden ser mucho mas estables en solventes organicos que en agua a
temperaturas extremas.

& Los problemas de contaminacion microbiana se ven notablemente reducidos (Klibanov,

1986).

Localizacion de las Lipasas.

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que se
presentan en la leche, semillas oleaginosas, cereales, frutas y hortalizas, fluidos biologicos,
diversos organos y en ¢l tracto intestinal de los animales, en donde se han identificado
lipasas pancreaticas, esterasas pregastricas y lipasas linguales. Las fuentes mas importantes
de estas enzimas son preparaciones provenientes del estomago de earneros, 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. Aigunas Enzimas Lipoliticas Comercialmente Disponibles.

MICROORGANISMO REFERENCIA
| Pseudomonas [ragi Lu, J. (1961)
Alcaligenes sp. Kokusho, Y. (1982)
Chromobacterium viscosum Isobe, M. (1985)
Rhizopus delemar Iwai, M. (1974)
Aspergillus niger Fukumoto, J. (1963)
Candida cylindracea Tomizuka, N. (1966)

Fuente: Sztajer (1988),

Aunque s¢ ha encontrado que el género Psendomonas es el mejor productor de

lipasa en lo que respecta a rendimiento volumétrico (Rapp, 1992; Sztajer, 1988) se tienc el
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inconveniente de que es patogeno 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 patogenos. A este respecto, cabe resaltar la importancia de los hongos, pues la
mayoria de los conocidos y empleados no son patgenos del hombre y exhiben una actividad

lipolitica bastante aceptable (Rapp, 1992).

Especificidad de las Lipasas.

Como la lipdlisis ocurre en la interfase agua-lipido, ia velocidad de hidrolisis de los
enlaces éster es funcion del area superficial del sustrato en la mezcla de reaccion. Sin
embargo, la superficie "disponible” varia de sustrato a sustrato debido a las diferentes
propiedades fisicoquimicas que manifiestan. Por consiguiente, la comparacion de la
velocidad de hidrolisis para diferentes sustratos y la determinacion 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 hidrolisis de acidos grasos insolubles y de cadena larga
distingue a las lipasas de otras esterasas que catalizan la hidrolisis de ésteres solubles en

preferencia a los insolubles (Godtfredsen, 1990).

Entre las lipasas que son producidas por microorganismos hay gran especificidad,
pues se conoce por ejemplo, la existencia de una que solo hidroliza los acidos grasos con un
doble enlace cis en posicion 9, mientras que la lipasa de Candida paralipolytica presenta
una actividad elevada para triacilgliceroles con acidos grasos C8 y Mucor lipolyticus con

acidos grasos C4-C 12 (Hofelmann, 1985).

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

El primer grupo corresponde a las enzimas que liberan acidos grasos sustituyentes en las tres

20



Lipasay

posiciones de la molécula del triacilglicerol sin distincion. En este caso la hidrolisis es
completa y se liberan al medio tres moléculas de acidos grasos y una de glicerol

(Godtfredsen, 1990).

Tabla 4. Actividad Relativa de 1a Lipasa de Penicillium caseicolum con Lipidos
Naturales y Artificiales.

LIPIDO VELOCIDAD
RELATIVA DE
HIDROLISIS
Trbutirina 100
Tricaproina 47
Tricaprilina 40
Triestearina 23
Trioleina 26
Trilaurina 34
Trimiristina 16
Tripalmitina 9
Aceite de Maiz 34
Aceite de Girasol 33
Aceite de Almendras 29
Grasa Butirica 24
Accite de Oliva 18
Fuente: Alhir (1990).

El segundo grupo lo constituyen las lipasas que liberan preferentemente a los acidos
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 1a de los triacilgliceroles. Figura
No.3

Sin embargo, los 2-monoacilgliceroles son inestables y e grupo acilo tiende a migrar
a las posiciones 1 y 3 para dar el | o 3-monoacilglicerol y ser posteriormente hidrolizado

hasta glicerol y acidos grasos libres (Godtfredsen, 1990).
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Figura 4, Reacciones Catalizadas por Lipasas,

A LIPASA NO ESPECIFICA,
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|
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Regulacion de la Sintesis de Enzimas Lipoliticas,

La regulacion efectiva de los sistemas enzimaticos asegura que la célula solo
sintetizara 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 ¢! fin de mantener viva a la célula evitando un gasto innecesario de energia y sustratos

Gtiles. En los sistemas microbianos se han identificado y caracterizado diversos mecanismos
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(Tabla No. 5) que desempefan un papel fundamental en la regulacion del metabolismo
general y que pueden catalogarse dentro de dos grupos: el primero lo forman aquéllos que
afectan la concentracion de enzimas y ¢l segundo aquéllos que afectan la actividad de las

mismas (Sanchez y Farrés, 1987)

Tabla S. Mecanismos Regulatorios del Metabolismo General,

Activacion
Inactivacion catabolica
Induccion
Inhibicion por producto
Modulacion catabolica
Permeabilidad
&ggulncién por carga energética
Regulacion por enzimas
Regulacion de vias cruzadas
Regulacion de la sintesis de RNA por
aminoacidos
Represion catabolica
Represion nitrogenada
Represion por producto
Represion transitoria
Fuente: Sénchez y Farrés (1987).

1.a regulacion de la produccion de enzimas fungales parece deberse en gran parte a
las proteasas que produce el microorganismo. La actividad de estas enzimas parece
incrementarse en varios oOrdenes de magnitud cuando las células entran en la fase
estacionaria, lo cual se ha postulado ocurre con ayuda de la represion por glucosa (Berry,
1988). El efecto de las proteasas sobre las lipasas se estudio mediante la incubacion de
preparaciones puras de ambas enzimas provenientes de R. delemar. Esto resultd en una
rapida inactivacion de la lipasa, lo cual sugiere que la lipasa es degradada por la proteasa.
Evaluaciones posteriores con lipasas provenientes de diferentes microorganismos como

Pseudomaonas mostraron resultados semejantes (Iwai, 1984; Gitbert, 1991),
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La actividad de las lipasas también es regulada por el sustrato. Dicha inhibicion es ¢l
resultado de las interacciones entre el sustrato insoluble y la lipasa, y como ésta actia en la
interfase, se piensa que la inhibicion ocurre también a ese nivel (O'Connor, 1988). Por otro
lado, la actividad de algunas lipasas como la pancreatica porcina, se encuentra regulada por
dlcalis, metales alcalinotérreos, cofaciores proteicos llamados colipasas y sales biliares, que

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

La produccion de un buen numero de enzimas puede propiciarse mediante el uso de
inductores. La induccion enzimética puede definirse como el aumento relativo en la tasa de
sintesis de una enzima, ocasionada por la presencia 0 ausencia de una sustancia conocida
como inductor. Este mecanismo permite una rapida respuesta para la sintesis de la enzima,
cuando ésta se necesita. La mayoria de los inductores son sustratos o productos de enzimas
catabolicas, aunque también pueden ser sus analogos estructurales.

El ejemplo mejor conocido de induccion es el del operon de lactosa para L. coli
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 fendmeno de induccion ain no esta

bien comprendido.

Algunas lipasas microbianas extracelulares son inducibles por la adicion de lipidos al
medio de crecimiento, como el aceite de olivo y la grasa butirica (Petrovic, 1990 y Jacobsen,
1989). Alhir y col. (1990) suplementan el medio de cultivo con 1% de aceite de maiz para
cultivar a . caseicolum, mientras que Sztajer y col. (1988) lo hacen con 1% de tributirina

para Penicillium sp.
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Figura 5. Modelo del Operén de Lactosa para E. coli.

O AEQULADOR PRONOTOR OPERADNA QNS EATRUCTURALLS
l WA POLAERRASA MO HAY TRANSCAIRCION DA LOS OENES QU

COOMMCAN PARA LAS IS

P A st
ABNA MMSAIIRO
REPRESOR ACTVO CONDICION EN AUSENCIA DEL INDUCTOR.
OBE REQULADON PROMOTON OPHRADOR Ol 8 ESTRUCTURALES

——nn L g ed

Pty A SN RO

o SO |

| e
B0 wocron” o8 . o)

CONDICION EN PRESENCIA DE INDUCTOR

Fuente: Sanchez y Farvés (1987).

Las condiciones de aereacion también influyen en la induccion de estas enzimas pues
la deficiencia de oxigeno restringe la produccion (Valero, 1991). En Ia tabla No. 6 se

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

hongos tilamentosos.
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Tabla 6, Elementos Estimulantes o Depresores en la Produccion de Lipasas en Hongos

levadura

Filamentosos,
MICROORGANIS | ESTIMULANTES | REPRESORES REFERENCIA
MO
P. roqueforti Peptona, ext. de]Aceitc de maiz y|Eitenahller (1970)

olivo, lactosa y
ucosa

aceite de oliva

P. candidum Glucosa, peptona y Komacki (1980)
oxiﬂ

P. chrysogenum Glucosa, peptona y Chander (1981)
oxigeno

Aspergillus wentii ] Glucosa, manitol ylFructosa,  aceites, ] Chander (1980)
peptona tributirina y grasa

but.

A. niger Sacarosa y nitrato] Aceites y magnesio ] Pal (1978)
de amonio

Geotrichum Peptona, sales de Arends (1986)

candidum Mgy K

Rhizapus nigricans | Glucosa, galactosa y Chander (1981)
peptona

R. oligosporus Tweens y harina de] Oxigeno Nahas (1988)
soya

R chinensiy Acido  oleico  y]Glucosa Nakashima (1988)

Los resultados de un experimento llevado a cabo por Dwayne y colaboradores con
¢l hongo entomopatogeno Beauveria bassiana mostraron que la adicion de un 5% de aceite
de oliva incrementa al maximo la produccion de lipasa y que por el contrario, los acidos
grasos inhiben la produccion. Las sales de fierro y cobre inhiben la produccion de lipasa,
mientras que las sales de magnesio incrementan la produccion. El Tween inhibe la actividad
de la lipasa mediante un mecanismo de inhibicion competitiva, ya que posee un grupo éster

hidrolizable También se encontro que la temperatura optima para la produccion de lipasa

Fuente; Diaz Altamirano (1992),

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 acidos grasos liberados en forma de sales insolubles de calcio, de igual manera, las sales
de sodio, potasio, magnesio y manganeso, ademas de algunas de sus combinaciones, tienen
un cfecto favorabie para la produccion de lipasas, las sales de Fe también inhiben

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

Caracteristicas de las Lipasas.

lLas lipasas microbianas son generalmente glicoproteinas acidas con un peso
molecular de 20,000 a 60,000 daltones. Las actividades especificas de las proteinas puras
varian de 500 a 10,000 unidades de lipasa por mg de proteina. El contenido de carbohidratos
varia de 2-15%, siendo los residuos mas frecuentes los de manosa con cantidades pequefias
de galactosa, glucosa, fucosa, xilosa, arabinosa y hexosamina (Hofelmann, 1985).
Aparentemente estos carbohidratos no se requieren para la expresion de actividad catalitica

(Godtfredsen, 1990).

El intervalo de pH donde pueden actuar las lipasas es bastante amplio y depende del
organismo del cual provienen. Por lo general es el rango comprendido entre Sy 9, y ¢l
optimo se encuentra entre 6 y 8 aunque se sabe de enzimas con pHs optimos mas altos. El
rango de temperatura en ¢l cual operan comprende desde los 30 °C a los 37 °C aunque se ha
liegado a observar actividad a 45 °C en algunas (Khan, 1967). No es frecuente la necesidad
de cofactores y son estables en solucion acuosa a temperatura ambiente, aunque presentan

mayor estabilidad en soluciones organicas (Klibanov, 1986).

Las lipasas sufren un cambio conformacional en la interfase del medio de reaccion
que expone ¢l sitio de union 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

27

~ .-



e gt

Lipasas

localizado en una pequeiia region de la enzima, ya que marcas unidas covalentemente a
grupos -NH2 y -SH en la superficic de las lipasas no detectan ningiin cambio en su
estructura cuando la enzima es expuesta a un sustrato emulsificado (O'Connor, 1988). La
frecuente observacion de la inhibicion de las lipasas por inhibidores de serin-proteasas,
particularmente de di-isopropilfosfofluoridato, indica que el residuo de serina puede estar
involucrado en el mecanismo catalitico. Practicamente todas las secuencias de aminoacidos
conocidas para lipasas neutras conticnen el pentapéptido concenso GX|SX3G (donde X
representa cualquier aminodcido), que contiene el residuo esencial de sering (Derwenda,

1993).

Importancia de las Lipasas en la Industria y su Investigacion,

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 fermentacion. Varias enzimas han sido producidas mediante este sistema y

las lipasas son una muestra de ello.

L.as lipasas son enzimas de interés para la investigacion por diferentes razones, entre
las cuales podemos citar:
I. Las lipasas de bacterias patogenas estan implicadas en la etiologia de algunas
enfermedades.
2. Intervienen en la degradacion de grasas de desechos domésticos e industriales,
3. Intervienen en la descomposicion de productos licteos, camicos y otros alimentos.
4. Son responsables de la rancidez hidrolitica de algunos alimentos.
5.Su empleo podria acelerar algunas etapas en procesos de inanufactura de alimentos (Khan,

1967).
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La importancia comercial de las lipasas (como de toda enzima) radica en sus
aplicaciones practicas. Estas enzimas tienen aplicaciones potenciales en industrias tan
variadas como la Quimica, la Farmacéutica y la Alimentaria, entre otras. En la industria de
detergentes son altamente valoradas por la funcion que tienen al eliminar manchas de grasas

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

‘Tabla 7. Algunos usos de Las Lipasas.

INDUSTRIA INDUSTRIA QUIMICA. OTROS USOS,
ALIMENTICIA.

Maduracion de quesos Resolucion  de  mezclasfFormulas de detergentes.
racémicas de ésteres de
alcoholes.

Imitacion de sabores ajSintesis de esteres. Encurtido de pieles,

queso, mantequilla y crema

Rellenos cremosos. Ciencia basica: | Tratamiento de

Determinacion de lipidos
para propositos clinicos.

contaminantes de  origen
raso.

Aderezos de queso. Transestenficacion. Aminolisis.
Botanas. Elaboracion de fragancias. __J Oximolisis
Aderezos de ensaladas. Sintesis de péptidos. Intercambio de grupos acilo.

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

En el campo de la tecnologia de los alimentos desempefan un papel importante en fa
generacion de sabores y aromas, en especial en la industria lactea y de reposteria (Espinosa,
1990) en donde su principal aplicacion es en la maduracion de quesos. A este respecto, se
piensa que son responsables del sabor picante caracteristico de tales productos, al liberar

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

Otros campos en los que se utilizan 1a lipasas cs en la industria de los perfumes por
ejemplo para la produccion de brasilato de etileno par esterificacion intramolecular en

benceno microacuoso (Tsuneo, 1989).
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El nimero clevado de microorganismos productores de lipasas (Tabla No.8) permite
tener una amplia gama de posibilidades de catalisis, lo que a su vez resulta en un amplio

campo de aplicaciones.

Tabia 8. Aigunos Microorganismos Productores de Lipasas.

BACTERIAS. HONGOS. LEVADURAS.
Chromobacter lipolyticum A.speqillus flavus Candida cilindracea
Alcaligenes faecalis  Aspergillus lipolyticum | Candida paralipolytica
Bacillus cereus A.\perﬁ'llus niger Pichia sp.

Serratia sp. Beauveria bassiana Candida a rugosa

B. subtilis Geotrichum candidum Torulopsis sp
Corynebacterium acnes Humicola lar_tygg’now Trichosporon sp.
Leptospira pomona Muicor japonicus Sporobolomyces sp.

Mycobacterium lipolyticus

Penicillium candidum

Staphylococcus aureus

Penicillium caseicolum

B. mucaoides

Penicillium cyclopium

Achromobacter lipolyticum § Penicillium roqueforti
P. fluorescens Rhizopus arhizus

Mycobacterium Rhizopus delemar
rendenreichiti

Psendomonas aeruginosa Rhizopus japonicum
hﬁ.‘z"la‘lioli Rhizopus vligosporus
P. fragili Sclerotinag laxa

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

En ¢l estudio previamente mencionado que se realizd con el moho entomopatogeno
llamado Beauveria bassiana que produce lipasas extracelulares, se observo la posibilidad de
aumentar la produccion de lipasa mediante el uso de medios con extracto de levadura,
peptona y dextrosa ademas de la adicion de aceite de oliva. Otro medio que se empleo fue el

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

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

en la industria de alimentos, asi por ejemplo tenemos que el butirato de etilo y ¢l acetato de

30

- .



s o

Lipasas

isoamilo se encuentran en el aroma a fresa y platano respectivamente. Estos sabores
anteriormente sintetizados por métodos quimicos ahora pueden producirse por métodos
enzimaticos con las siguientes ventajas: 1) No se producen ni se consumen moléculas de
agua en la reaccion y 2) La enzima es estable bajo las condiciones de reaccion (Langrand,

1988).

En un estudio realizado con 13 diferentes tipos de lipasas comerciales provenientes
de diferentes microorganismos, se observd 1a produccion de acetato de geranilo o isoamilo,
propionato y butirato por transesterificacion y sintesis directa cuantificindose éstos por
cromatografia gas-liquido (Langrand, G. 1988).

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

aromaticos catalizados por lipasas.
Algunas Caracteristicas de la Lipasa de P. caseicolum.

Los datos que hasta la fecha se han reportado se obtuvieron con un extracto
enzimitico parcialmente purificado. El pH 6ptimo de reaccion resulto ser de 9.0 y la
temperatura optima de 35-37°C. Tanto las sales biliares como una mezcla de CaCly y
taurocolato de sodio incrementan la actividad de la enzima frentc a |a grasa butirica,
mientras que el CaCly por si solo actia como un inhibidor débil de la actividad. La
inactivacion de la enzima por calor se relaciona de manera exponencial con la temperatura.
Por dltimo, los triglicéridos de acidos grasos de bajo peso molecular resultaron mejores
sustratos para la enzima que aquéllos con dcidos grasos de alto peso molecular (tabla No.
4). El articulo no hace mencion de las mejores condiciones para el cultivo del

microorganismo y la obtencion de la enzima (Athir, 1990).
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Efecto de Nutrientes en ia Produccidén de lipasas.

Ffecto de la Fuente de Carbono.

La produccion de las lipasas se ve afectada de manera considerable por la
composicion 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 energia y donadora de
esqueletos carbonados para la formacion de otros productos. Ademds, muchas vias
metabolicas se encuentran reguladas por la naturaleza y concentracion de dicha fuente. s
por ello que el estudio de las mejores condiciones para la produccion de metabolitos debe
contemplar forzosamente la evaluacion de la fuente de carbono.

Por antecedentes previos, se sabe que la glucosa es, en muchos casos, la mejor
fuente de carbono para la produccion de enzimas lipoliticas, ya sea que se encuentre esta
como mondmero (Kornacki, 1980; Chander, 1981 y Petrovic, 1990), o bien, polimerizada

(Sztajer, 1988, Espinosa, 1990, Martinez, 1993).

Efecto de 1a Fuente de Nitrégeno.

Hay nuinerosos reportes con respecto a la fuente de nitrogeno para la produccion de
lipasas, de ellos, la mayoria menciona que se obticnen 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, Nahas,
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 inorganicas de
nitrogeno (como nitrato de potasio y sulfato o nitrato de amonio) tienen un mayor efecto
positivo sobre la produccion de lipasas (Bloquel, 1984; Ishihara, 1989; Gilbert, 1991;
Pokomy, 1994). Es por ello, la importancia de evaluar tanto fuentes organicas como

inorganicas de nitrogeno.

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
reaccion no hay presencia de iones. Petrovic en 1990, Teunissen en 1991 y Alhir en 1990
reportan que el Zn2', Nal*, Ca2" y el Mn2* tienen efectos favorables en la actividad y en
la produccion de las enzimas lipoliticas. Dwayne en 1988 reporta que el Mg tiene efecto
positivo sobre la produccion de lipasas.

Debido a que todos los reportes consultados niencionan que el Fe2t y el Fe3* tiene
un efecto negativo tanto en la produccion como en la actividad de las lipasas debido a que se
unen con ellas y las inactivan, se realiza un estudio con una formulacion 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 produceion de lipasas (Nahas, 1988, Okeke, 1990, Espinosa, 1990; Valero, 1991
y Rapp, 1992, por mencionar algunos). Ya sca que se ponga como fuente de carbono o que
s¢ adicione como inductor, el resultado que se obtiene por lo general es ¢l aumento de la
actividad lipolitica. Sin embargo, existen excepciones importantes y una de cllas es
Penicillium rogueforti, 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 lipolitica de /. caseicolum.

Por otro lado, es bien sabido que no todos los microorganismos son capaces de
utilizar fuentes inorgénicas de nitrogeno y que ademas ésta puede tener efectos regulatorios
sobre la produccion de algunas enzimas. Dado que el nitrato a los niveles empleados en el
medio "D" actila como una fuente complementaria de nitrogeno, el propasito de su estudio
¢s observar si existe alguna diferencia en cuanto a niveles de actividad lipolitica con o sin su

presencia.

Determinacion 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 fa actividad como en la
produccion 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 £

caseicolum, no reporta si este efecto también se manifiesta en la produccion.
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JUSTIFICACION.

El uso de lipasas es un topico que genera muchos reportes en la hiteratura cientifica.
Por otro lado, la demanda de preparaciones altamente activas de enzimas lipoliticas ha
producido un incremento en la bisqueda de microorganismos productores de dichas
enzimas. Existen dos alternativas para resolver las necesidades planteadas anteriormente.
Una es Ia bisqueda de nuevas fuentes de enzimas y la otra es ¢l desarrollo de estudios sobre

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

Penicillium caseicolum y Penicillium camemberti son los dos hongos cominmente
empleados para la manufactura de queso Camembert, Brie y otros quesos madurados.
Ademas, sus enzimas lipoliticas, que se sabe poseen una elevada especificidad por los
dcidos grasos de los lipidos que hidrolizan (Stepaniak, 1980), son consideradas actualmente
como importantes catalizadores en la gencracion de sabores suaves y acremados (Matute,
1992), resolucion de mezclas racémicas de alcoholes y ¢n la interesterificacion de grasas, por
mencionar algunos ejemplos (Alhir, 1990).

Las ventajas que presentan las enzimas de origen microbiano sobre tas de organismos
superiores y la sintesis Quimica de los productos ya se ha mencionado anteriormente. La
posibilidad de usar niveles clevados de indculo para acelerar la maduracion ha sido
investigada extensamente, sin embargo, el exceso en la produccion de acidos sigue siendo un
problema que hasta ¢l momento solo se ha podido resolver con la neutralizacion de los
mismos con NaOH (Vamam, 1993). No obstante, existe otra posibilidad que es el inocular
una menor cantidad de microorganismo pero con una mayor produccion de enzimas. Tal es
el interds de este trabajo hacia Penicillium caseicolum, pues este hongo filamentosa s un

excelente productor de enzimas lipoliticas (Como se puede ver en la grafica No. 1),
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Grafica No.1. Actividad Lipoltica de Varios Sistermas.

ronmon B T
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Fuente: Tobalina (1990).

Ademas, presenta baja actividad proteolitica en cultivos sumergidos (grafica 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 estin consideradas como un
producto GRAS (Rivera-Mufioz, 1991). Por otro lado, ¢l sistema de produccion sumergida
es el mas conocido técnicamente, pero para P. caseicolum no se conocen las mejores

condiciones de produccion
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Gréfica No 2. Actvdad Proteolitica de Varnios Sistemas,

1 Tiroming/ min mL

Fuente: Tobalina (1990).

Es por todo lo anteriormente dicho, que se requiere de investigaciones sobre la
optimizacion de los sistemas de obtencion de lipasas para este microorganismo, ya que esto

permitira una mejor explotacion del mismo incluyendo nuevas aplicaciones.
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OBJETIVOS.

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

obtenido con el medio D para hongos fitamentosos.

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

Penicillium caseicolum en cuitivos sumergidos.

-Determinar ia concentracion optima de los nutrientes relevantes en el medio de

cultivo,

-Disefiar un medio que permita mejorar el rendimiento en la obtencion de lipasas en

cultivos sumergidos de Penicillium caseicolum.

-Mediante ¢l mejoramiento del medio, disminuir la actividad proteolitica de

Penicillinm caseicolum.
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METODOLOGIA.

Material Biolégico.

Se conto con una cepa de Peaicillim caseicolum proveniente del cepario de la
Facultad de Quimica de la UNAM Dicha cepa se transfiio periodicamente a tubos
inclinados que contenian agar papa dextrosa (PDA) que fueron inundados posteriormente

con glicerol al 50% y almacenados en refrigeraciona S °C.

Propagacion del Microorganismo.

Se elahora medio PDA (Oxoid) adicionado de acetato de sodio al 0.05%, peptona y
extracto de levadura al 0.1% y se esterilizo a 121°C por 15 min. Efectuado lo anterior, se
vertio el medio en cajas petri y se dejo solidificar completamente. Se realizo una prueba de
esterilidad para lo cual se dejaron incubando las cajas en una estufa (BG mod. E71) a 37°C
durante | dia. Una vez realizado lo anterior y tras comprobar la esterilidad el medio, el
microorganismo se sembrd de tal forma que inundo completamente la caja y posteriormente

se incubaron estas cajas a 29 °C durante 6 dias para permitir el desarrollo microbiano.

Cosecha de Esporas,

Transcurridos los 6 dias en que se perniite la propagacion del microorganismo, se
retiraran las cajas de la incubadora y se recubneran de papel aluminio para posteriormente
introducirlas a refrigeracion durante 8 dias a 5 °C  con el objeto de que esporule el

microorganismo. Pasado el tiempo establecido se realizo la cosecha de esporas. Para cllo, se

i
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inundaron las cajas con 7mL de glicerol (J.T. Baker) al 50% (glicerol:agua destilada)
previamente esterilizado y se {010 la superticie con un asa bacteriana de manera tal que se
liberaran las esporas y se incorporaran al glicerol; a continuacion, sc trasvasaron a un matraz
Erlenmeyer que se esterilizd con anterioridad y se realizaron pruebas de pureza como la

siembra en cajas con PDA y observaciones al microscopio.

Estandarizacion del Inoculo.

Se diluyo Iml. de la solucion de esporas con 3mL de glicerd al 50% y se leyo su
densidad optica a S40nm contra un blanco de glicerol al 50% en un espectrofotometro
(Spectronic 21D Milton Roy). En estas condiciones, {ml de solucion de esporas debe dar

una absorbancia de 0.12 para inocular 25mL de medio.

Fermentaciones.

L.as fermentaciones que se realizaron para el mejoramiento de la produccion de
lipasas tuvieron una duracién de 6 dias a 29 4 1°C con un pll inicial de 7 y con agitacion
constante a 100 rpm. Después de este tiempo, se procedio a practicarles las determinaciones

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

I MUES’I‘RAI

FILTRADOL T omash

ACTIVIDAD ACTIVIDAD MEDICION
LIPOLITICA PROTEOLITICA DE pH

PROTEINA
EXTRACELULAR

Determinacion de Biomasa.

Esta determinacion se realizo por ¢l métado de peso seco. Para ello, se puso a peso
constante papel filtro Whatman No. | (4.25cm) durante 2h en una estufa a 60 °C (Riossa,
mod.EC), tiempo después del cual se procedio 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). L.a determinacion de la cantidad de biomasa se realizo por diferencia

de peso en una halanza analitica (Sartorius 1207 MP'2).

Determinacion de Proteina Extracelufar.

Esta se realizd por ¢l Método de Lowry (1951).

4
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Determinacion de Actividad Proteslitica.

Se reliz6 por el método de Fukumoto (1967).
Una unidad de actividad proteolitica se definid como la cantidad de enzima que

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

Determinacion de pH.

Se relizé directamente al extracto crudo con ¢l empleo de un potencidometro Orion

mod. 520A.

Determinacion de la Concentracion Optima de Amortiguador.

Debido a que el pH 6ptimo de la enzima de P. caseicolum es de 9, se buscd una
sustancia con propiedades acido-base cuyo pK se encontrase por el rango de 9 para poder
actuar como amortiguador de pH en la determinacion de la actividad lipolitica. Tal sustancia
resulto ser el tris (hidroximetil aminometano) que posce un pK de 8.3. La concentracion
optima de este amortiguador se determino por la valoracion de varias soluciones de tris a
diferentes concentraciones con acido butirico al 0.5%, estableciéndose como la mejor
condicion para los fines antes mencionados el amortiguador de tris SmM, ya que, como
puede apreciarse en la grafica No. 3, no hay un decenso muy drastico del pH (en
comparacion con la concentracion de 2.5mM) con lo cual la enzima se manticne por mas
tiempo en condiciones optimas (en el caso contrario, es decir, con las concentraciones 10 y
25 mM no ¢s posible observar la caida de pH por la liberacion de acidos grasos, debido a la

gran capacidad de amortiguamiento).
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Grifica 3. Determinacion de la concentracion dptima de amortiguador de tris para la cuantificacién de la
actividad lipolitica de Penicillium caseicalum. Valoracién realizada con acido butirico al 0.5% (viv) a 37°C

y con agilacién constantc.

Determinacion de Actividad Lipolitica.

Se realizo por el método de Menassa modificado (Espinosa, 1990). Dicha
modificacion consiste en el seguimiento de la caida de pH de una solucion de tributirina al
5% (SIGMA) en un buffer de tris (Merck) 5mM a la que se le ha agregado el extracto
enzimitico crudo. Todo ¢llo se encuentra en un baflo de agua (Nesslab termomix) a 37°C y
con agitacion constante. La reaccion se sigue por espacio de Smin. La pendiente obtenida de
esta curva es posteriormente referida a una curva patron realizada con acido butirico en
condiciones semejantes, en lugar de titular con NaOH 0.IN como usualmente se usa en el

método de ptl-stat (Grafica No. 4).
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Una unidad de actividad lipolitica se detimd como la cantidad de enzima que libera |

pmol de acido butirico por minuto a 37 °C.
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Grifica 4, Curva palron de dcido butirico para la cuantificacion de nclividad lipolitica. Realizada cn
amortiguador de tris (SmM) con adicioncs de dcido butirico al 0.5% (v/v).

Determinacion de los Nutrientes Relevantes para Ia Produccién de Lipasas.
Para la optimizacion de la produccion de lipasas de P. caseicolum se utilizo como

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

(1971) modificado por el grupo de trabajo, cuya composicion se detalla en la tabla No. 9

m
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Tabla 9. Composicién del Medio "'D" para Hongos Filamentosos.

REACTIV(Q CANTIDAD (p/p)

Glucosa 1%
Casaminoacidos 1%
KNO3 0.2%

MgS04. TH20 0.05%
K2HPO4 0.1%
Solucion 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)y
(0.0723 g/mL) (Cosmopolita) y MnSO4 (0.0203 g/mL) (J.T. Baker).

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

Evaluacion de 1a Fuente de Carbono.

Se evaluaron glucosa, dextrina y almidon como fuentes de carbono, cada una por
triplicado, segin se muestra en la tabla No. 10. Los resultados obtenidos se trataron

estadisticamente mediante un analisis de varianza de una via.

Tabla 10. Composicién del Medio Empleado para Evaluar Ia Fuente de Carbono.

REACTIVO CANTIDAD

Glucosa o Dextrina o almidon 1%
Casaminoacidos 1%

KNO3 0.2%

MgS04. 7H20 0.05%

K2HPO4 0.1%

Solucion de elementos traza 0.1%
Aceite de olivo 2%
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Evaluacion de Ia Fuente de Nitrogeno.

Con base en los antecedentes experimentales, se emplearon peptona (Oxoid),
(NH4)2804 (Mallinckrodt) y Casaminoacidos (Difco) para ser evaluados como fuentes de
nitrogeno segin se muestra en la tabla No. 11. Los resultados obtenidos se trataron

estadisticamente mediante un analisis de vananza de una via.

Tabla i 1. Compaosicion del Medio Empleado para Evaiuar ia Fuente de Nitrégeno,

REACTIVO CANTIDAD
Dextrina 1%
Casaminoacidos o Peptona o 1%
(NHg)SO4

KNO3 0.2%

Mgs04. 7H20 0.05%

K2HPO4 0.1%

Solucion de elementos traza 0.1%
Aceite de olivo 2%

Determinacion del Efecto del Mg y la Composicion de Elementos I'raza

Optimos.

Se verifico ¢l efecto del Mg a nivel de macroclemento mediante el empleo de un
diseflo factorial en el que también se evaluaron los elementos traza (ET), cada variable a dos
niveles. Lo anterior se realizo con el objeto de minimizar el tiempo de experimentacion,
respetando el principio de mover lentamente los componentes del medio y al mismo tiempo

se contemplan posibles interacciones entre estas variables (tabla No. 12).

46
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Tabla 12, Disefto Factorial para Ia Evaluacion de Mg y Elementos Traza,

CORRIDA Mz ET
| 1 l
2 1 2
K] 2 1
4 2 2

Nivel | para el Mg significa presencia, nivel 2 significa ausencia.

Nivel 1 para ET significa empleo de elementos originales del medio D, nivel 2
significa nueva formulacion,

Con base en los antecedentes experimentales (Petrovic, S. 1990, Teunissen, M.
1991; Alhir, 1990) se elaboré una formulacion de elementos traza (ET2) que se comparard

con la formulacion de elementos traza de! medio D para hongos filamentosos (ET1), segin

se muestra en la tabla No. 13.

‘Tabla 13. Composicion de los Elementos Traza Evaluados.

Elementos Concentracion Elementos Concentracién
‘Traza | (mg/ml.) Traza 2 (mg/ml.)
ZnSOi 44.0 ZnS0O4 44.00

Fe(NO3)» 72.30 MnSO4 222.30
MnSO{ 20.30 CaCOy 100.00

NaCl 2.92

Se climind 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 produccidn,

Petrovic ¢n 1990 reporta que ¢l Na tiene una estimulacion del 50% sobre la actividad

relativa, mientras que el calcio la estimula en 26%.

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

via.
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Determinacion del Efecto del Aceite de Olivo y el Nitrato,

Para la determinacion del efecto del nitrato (NO73) y el aceite de olivo (AQ), también

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

Tabla 14, Disefio Factorial para 1a Evaluacion de Nitrato y Aceite de¢ Olivo,

CORRIDA[  NO3 AQ
1 1 I
2 ! 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,

Determinacion del Efecto del Calcio,

Dado que es la Gltima variable de estudio, ¢l analisis de su efecto en la produccion de

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

presencia o ausencia.

Determinacion de la Concentracién Optima de los Nutrientes del Medio,

Esta determinacion se realizo mediante el empleo de un diseflo factorial fraccional
Lg 34 en el que se involucran todas las variables a tres niveles cada una. Con este diseflo se
compensa ¢l hecho de no haber contemplado las posibles interacciones de los nutrientes

desde un prncipio. Los detalles del disefio empleado pueden verse en la tabla No. 1§
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Tabla 1S. Disefio Factorial Fraccional Empleado.
FUENTE | FUENTE DE | MAGNESIO | ACEITE
DE NITROGENO DE
CARBONO OLIVO
CORRIDA
1 1 ! 1 1
2 | 2 2 2
3 ] 3 3 3
4 2 1 2 )
5 2 2 3 1
6 2 3 | 2
7 3 1 3 -2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 |

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

Tabla 16, Concentraciones de los Nutrimentos para los Diferentes Niveles.

NIVEL NIVEL [NIVEL BAJO
ALTO (%) | MEDIO (% (%)
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 1

Lafigura No. 6 resume la metodologia seguida para mejorar la produccion de lipasas

de P. caseicolum.
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Figura 7. Diagrama de Flujo de la Metodologia.

l Evaluacion de la fuente de carbonoj

[ Evaluacion de Ia fuente de nitrégeno1

l Evaluacion del magnesio | [ Evaluacion de los elementos uaza]

[ Evaluacion del aceite de olivo] lEvaluacién del nitrato ]

LEvaluacién del calcio

Evaluacion de los nutrientes relevantes
a tres niveles diferentes
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Resultaros y Andlisis de Resultados

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Resultados de ia Evaluacion de la Fuente de Carhono.

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

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

resultados mostrados en la tabla No. 17.

Tabla 17. Resultados de la Evaluacién de la Fueate de Carbono.

ACTIVIDAD

BIOMASA| pH final PROTEINA
EXTRACELULAR §} PROTEOLITICA
FUENTE ML pH Hml, pumol tir./ml,
Glucosa 16.00 608+0.11 ] 2831343+ 3981 695.614 1 81.7
Dextrina 2100 1542400718 461047042.25 540.284 + 8 .7
Almidon 9.772 644+ 014 § 2893.573 +£657.34 | 493.185 + 4145

Continuacion de Ia tabla 17,

ACT. LIPOLITICA | ACT. LIPOLITICA

VOLUMETRICA ESPECIFICA
FUENTE umol de ac.but /min | pumol de ac.but./mg
ml min
Glucosa 27274+ 140 1.70
Dextrina 36.300::0.33 1.74
Almidon 9.622 1. 3.60 0.98
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Actividad Lipolitics Volumétrica.
ol de 4cida but/mn mi.

Grifica 8. Determinacion de la actividad lipolitica de Penicillium caseicolum por el método de Mcnassa
modificado (Espinosa, 1990) cuitivado en medio *D* para hongos filamentosos (Celerin, 1971) con glucosa,
dextrina 0 almidén como fucntes de carbono. Los datos presentados son cl promedio de tres muestras, la
desviacion estdndar se obscrva en la tabla |7, Ei AnAlisis de varianza de una vin indica diferencia

significativa entre las mucstras (a=0.01),

De la grifica No.5 y del tratamiento estadistico de las muestras (ver apéndice) se
puede observar que la dextrina promueve una mayor produccion tanto de lipasas como de

proleina extracclular.

Si se analiza la actividad volumétrica para el caso de la glucosa, aparentemente se
observa un fendmeno de regulacion si se compara con la dextrin, pues lo que se esperaria
es que, al ser dicha ghicosa un carbohidrato sencillo y por ende faciimente asimilable, sc
obtuvieran valores mayores de biomasa, proleina extracelular y una mayor acidificacion del
medio como consecuencia de la generacion de acidos organicos a truvés de su metabolismo.
Sin embargo, el estudio de la actividad lipolitica especifica muestra que no existe tal
fendmeno de regulacion por glucosa, al menos a la concentracion empleada. El estudio
posterior del efecto de la glucosa sobre la actividad de la enzima indica que no hay inhibicion

a concentraciones hasta de un 4% de glucosa presente en el inedio de reaccion.

P
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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 fenémeno de regulacion por

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

También se puede observar que los valores de actividad proteolitica en el caso de la
glucosa son mayores que para las otras condiciones, a lo cual puede atribuirsele la baja

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

Como se mencion6 al principio, Ia mejor fuente de carbono para la produccion de
lipasas es la dextrina. No puede descartarse un efecto sinérgico de Ia dextrina con los demés
componentes del medio. De la determinacion de pH para el caso de la dextrina, se puede
deducir que la enzima es estable a pH's moderadamente dcidos a pesar de tener su Optimo
en 9. Resultados semejantes con respecto al uso de dextrinas se obtuvieron en estudios

previos al trabajar con R. delemar (Espinosa, 1990; Kawasaki, (991 y Martinez, 1993)

Por otra parte, ¢l hecho de que con almidon se haya obtenido la menor produccion
de lipasa se debe a que también hubo un crecimento pobre, tal vez debido a que la fuente de
carbono es menos accesible en comparacion con los casos anteriores y a que el
microorganismo no es capaz de desarrollar la serie de enzimas necesarias para degradar por
completo al almidon. Lo anterior puede observarse en los valores de biomasa y en la pobre

acidificacién del medio.

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

dextrina como fuente de carbono para experimentos posteriores.
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Resultados de la Evaluacién de la Fuente de Nitrégeno.

En la evaluacion de la fuente de nitrogeno, en la que se probaron el (NH,),S0;,

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

en la tabla No. 18.

Tabla 18. Resultados de la Evaluacion de la Fuente de Nitrégeno.

BIOMASA pH final PROTEINA
EXTRACELULAR
FUENTE Mml. pH pgml‘
(NH,),80, 8.25 3.19+0.11 461.00 + 44.06
Peptona 17.73 6.24+£0.17 § 3732.21 £ 194.032
Casaminoacidos 15.40 6.25 + 0.02 2362.6:£ 345,65
Continuacion de la Tabla 18.
ACTIVIDAD ACTIVIDAD. ACTIVIDAD
LIPOLITICA LIPOLITICA PROTEOLITICA
ESPECIFICA
FUENTE pmol de ac.but/min | pmol de ac.but./mg pmol tir /mL
mL min
(NH,),SO, | No presento actividad. |  No hay actividad 60.1] + 3.45
Peptona 64.46 + 11.06 3.63 490.75 £ 10.41
Casaminoacidos 59.70 + 5.60 388 277.20 +£22.00
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Actividad Lipolitica Volumétrica.
Jimol deido but / min ml.
—
60+
50
]
‘) -
07
20-
107 Nopreesms
actraded
0= NH42504

Grifka 6, Determinacion de actividad lipolitica de Penicillium caseicolum por el método de Menassa
modificado (Espinosa, 1990) cultivado en modio "D* (Celerin, 1971) con sulfato de amonio, peptona o
casaminodcidos como fuentes de nitrdgeno. Los dalos prescntados son cf promedio de tres muestras, la
desviacion cstdndar sc obscrva cn la tabla 18, El Andlisis de varianza de una via indica que no hay
diferencia significativa catrc las mucstras crecidas cn peptona y casaminodidos (a=4.01),

Como puede verse en la grafica No. 6, la peptona ¢s, aparentemente, la mejor fuente
de nitrégeno para la produccion de lipasas en este sistema, ya que los rendimientos
volumétricos son mayores que para la fuente original, es decir, los casaminoacidos. No
obstante, ¢! tratamiento estadistico indica que no hay diferencia significativa entre la fuente
original y la peptona (a=0.01). Por lo que el hecho de presentar una mayor actividad es al
parecer consecuencia directa de un mayor crecimiento del microorganismo, ya que si se
obtienen las actividades especificas se observa que éstas son casi iguales, lo que indica una
produccion por mg de biomasa semejante. La consecuencia de un mayor desarrollo
microbiano por parte de la peptona pucde deberse a que por gramo de sustrato, dicha
peptona posce mayor canlidad de nitrogeno que los casaminoacidos, pues éstos ya han
tenido que adicionar una molécula de agua a su estructura para cstabilizarla. En este punto

¢s necesario mencionar que los hongos, a diferencia de otros sistemas, requicren una mayor
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cantidad de nitrogeno para su crecimiento. Del hecho de utilizar la peptona como fuente de
nitrogeno surge el resultado de tener una actividad proteolitica mayor que en cuslquiera de
tas otras condiciones, aunque se sabe que fuentes de nitrogeno de bajo peso molecular como
los aminoacidos fibres o sulfato de amonio reprimen la produccion de proteasas (Homma,
1993). Sin embargo, comparada con la actividad proteolitica del medio original (medio D)

se observa que ¢sta 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, F. caseicolum presenta un
crecimiento pobre y con actividad lipolitica nula, cuando es cultivado con sulfato de amonio
como fuentre de nitrogena. Esto puede ser consecuencia de una considerable acidificacion
del medio que pudiera haber ocasionado la desnaturalizacion 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 represion por ién amonio (aunque los resultados de proteina
extracelular sugieran esto ultimo). Estos resultados concuerdan de manera parcial con los
obtenidos por Vasquez y Rivera-Mufioz en 1993 para P candidum, ya que ellos no

observaron una ausencia total de actividad lipolitica, pero si una disminucion de la misma.
Con base en los resultados y en la discusion anterior, ademas de razones de costos

(ya que la peptona es mucho mas economica que os casaminodcidos), se sustituyo el uso de

los casaminoscidos por 1a peptona como fuente de nitrgeno para experimentos posteriores,
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cantidad de nitrogeno para su crecimiento. Del hecho de utilizar la peptona como fuente de
nitrogeno surge el resultado de tener una actividad proteolitica mayor que en cualquiera de
1as otras condiciones, aunque se sabe que fuentes de nitrogeno de bajo peso molecular como
los aminodcidos libres o sulfato de amonio reprimen la produccion de proteasas (Homma,
1993). Sin embargo, comparada con la actividad proteolitica 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. caseicolum presenta un
crecimiento pobre y con actividad lipolitica nula, cuando es cultivado con sulfato de amonio
como fuentre de nitrogeno. Esto puede ser consecuencia de una considerable acidificacion
del medio que pudiera haber ocasionado la desnaturalizacion de la enzima. Por otra parte, no
es posible saber si la enziina fue sintetizada y desnaturalizada (o inhibida), o si siquiera se
produjo, debido a una posible represion por i6n amonio (aunque los resultados de proteina
extracelular sugieran esto ultimo). Estos resultados concuerdan de manera parcial con los
obtenidos por Vasquez y Rivera-Mufioz en 1993 para P. camdidum, ya que ellos no

observaron una ausencia total de actividad lipolitica, pero si una disminucion de la misma.
Con base en los resultados y en la discusion anterior, ademas de razones de costos

(ya que la peptona es mucho mas economica que los casaminodcidos), se sustituyo el uso de

los casaminoAcidos por la peptona como fuente de nitrogeno para experimentos posteriores.
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Resultados del Efecto del Magnesio y los Elementos 'I'raza,

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

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

Tabla 19. Resultados de |a Evaluacién del Mg y los Elementos Traza.

BIOMASA pH final ACTIVIDAD | ACTIVIDAD
LIPOLITICA ] LIPOLITICA
ESPECIFICA
FUENTE mg/ml, pH pmot de pmol de
ac.but./min mL, ac.but./mg min
Mg Y ETI 21.10 6.45+0.53 47.81 227
(Patron)
Mg Y ET2 17.70 5.36+0.02 50.82 2.90
ET1 SIN Mg 3.90 4,52 £ 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 formulacion.
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Actividad Lipolitica Volumétrica.

pmol de Acido but/min ml.

]
50

N

Mgy ET Mgy ET2 ET1sin Mg ET2sin Mg
Condiciones

Grifica 7, Determinacion de 1a actividad lipotitica de Penictllium caseicolum por ¢l mélodo de Menassa
modificado (Espinosa, 1990) cn medio "D* con magnesio y clementos traza originales (Mg y ETL), con
magnesio y nueva formulacion de elementos traza (Mg y ET2), elementos traza originales sin magnesio
(ET1 sin Mg) y nucva formulacién sin magnesio (ET2 sin Mg). Los datos presentados son ¢l promedio de
tres mucstras, la desviacion estdndar se observa cn la tabla 19, El Andlisis de varianza de una via indica

diferencia significativa entre las muestras (a=4).05).

Como puede verse en la grafica No. 7, y comprobarse con el tratamiento estadistico
(ver apéndice), la mejor condicion para la produccion de lipasas es aquella en la que se
encuentra presente el magnesio y s emplea la nueva formulacion de elementos traza. Se
observa que temu ol magnesio como la nueva formulacion de elementos propician el
desarrollo microbiano, lo cual ha sido anterionnente verificado para otros sistemas
(Pokorny, 1994). Esie resultado al menos para el magnesio no es sorprendente ya qute, como

se menciono anteriormente, éste sirve de cofactor para muchas enzimas.

58



o

Resultados y dAndlisiy de Resultadoys

Por otra parte, se observa que la eliminacion del hierro de la formulacion de los
clenientos y la adicion de calcio y sodio, favorecen la produccion de la enzima, Se ha
postulado que e! hierro es desfavorable para las lipasas por que reduce tanto su produccion
como su liberacion, ademas de inactivarla y prolongar el tiempo de termentacion; lo cual no
¢s deseable ya que a medida que transcurre el tiempo, la actividad proteolitica ocasiona la
disminucion de la actividad lipolitica (Ishihara, 1989). Por otro lado, el calcio, y el sodio
empleados a las concentraciones descritas podrian tener, como se ha verificado para muchos
cucariotes (Stryer, 1988), un importante papel en la liberacion de 1a enzima al medio, en

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

Si se analiza la actividad lipolitica especifica, se observa que en ausencia de
magnesio, aumenta con los elementos traza originales, pero esto se debe a que ¢l desarrollo
microbiano es bajo y por ello se disparan los valores de dicha actividad. Una hipdtesis que
pudiera explicar el escaso desarrollo microbiano, es que haya una produccion de energia
limitada debido a la inactivacion de la ATPasa dependiente de Mg2*. También puede
pensarse al observar estos valores, que puede haber un cfecto sinérgico entre la nucva
formulacion de elementos traza y ¢l magnesio, que propicie la produccion 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 Pokomny en 1994.

Resultados del Efecto del Nitrato y el Aceite de Olivo,

Para la evaluacion del nitrato como fuente complementaria de nitrogeno y ¢} aceite

de olivo como inductor s¢ obtuvieron los resultados mostrados en la tabla No. 20.

so ESTA TESIS NO DEBE
SAUR DE LA BIBLIOTECA
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Tabla 20. Resuitados de 1a Evaluacién del NO; y El Aceite de Olivo.

BIOMASA pH final PROTEINA ACTIVIDAD
EXTRACELULAR } LIPOLITICA
FUENTE mg/mL pH ug/mL umol de
ac.but./min mL
NO,yAO 24.61 59210.15 4467.60 £ 251.20 108.60 % 3.23
Sin NO, y sin 10.37 6.28 £0.31 3970.00 £ 112.24 235+13
AQ
NQ, sin AO 10.10 7.5140.36 3764.004 183.00 35,30 4 13.06
AQ sinNO, 23.04 6.03 £ 0.0} 4121.00 + 65.00 12010+ 2.3

Actividad Lipolitica Volumétrica.
pmol dcido tet /min mL
1204

Yoy

AQ sin NO3

NO3sinAO  Sin AO sin NO3

Grifica 8. Determinacion dc 1a actividad lipolitica de Penicillium caseicotum por ¢l método dc Mcnassa
modificado (Espinosa, 1990) cultivado cn medio “D* con aceite de olivo y nilrato (AO y NO3), con aceite de
oliva sin nitrato (AQ sin NO3), con nitrato sin accite de otiva (NO3 sin AO) y sin aceite de olivo y nitrato
(sin AO sin NO3). Los datos presentados son el promedio de tres muestras, Ja desviacion cstindar se observa

cn Ia tabla 20. E! Andlisis de varianza de una via indica diferencia significativa entre las muestras (a=0.01).

Como se puede apreciar en la grafica No. 8, aquellas condiciones en las cuales estd presente
¢l aceite de olivo, son las que presentan una actividad lipolitica mayor. Esto evidencia la

importancia que tiene como inductor en la produccion de enzimas lipoliticas, hecho que ha

0l)
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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 Ias que no esta
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 produccion con la ayuda de un
inductor.

Por otro lado, se puede apreciar que el nitrato tiene un efecto positivo en la
produccion de lipasas siempre y cuando no se utilice con aceite de olivo, ya que al parecer

en combinacion con éste disminuye su efecto inductor.

Debido a los resultados anteriormente presentados se decidio eliminar el uso del
nitrato y continuar con el uso del aceite de olivo para experimentos posteriores.

Resultados del Efecto del Calcio,

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

muestran en la tabla No. 21.
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‘T'abla 21. Resultados de la Evaluacion del Calcio.

BIOMASA ] pH final PROTEINA ACTIVIDAD
EXTRACELULAR | PROTEOLITICA
FUENTE mp/ml. pH pg/ml, _ptir /mL
Medio con 23.40 6.11+0.01 4044 55 £ 52.03 554 .53 4 22.00
Calcio.
Medio sin 23.10 6.10£0.05 § 4351.20 ¢ 209.00 36200+ 36.00
Calcio.

Grifica 9. Determinician de Ta actividad lipolitica de Penicillium coseicolum por ¢l método de Menassa
modificado (Espinosa, 1990) cultivado en medin "D can o sim caleo (0.05%) Los datos presentados son ¢l
promedio de tres muestras, Lt desviacion cstandir sc obscrviv et la tabla 21, B Andbisis de varianzn de una

Continuacion de Ia Tabla 21,

ACT. LIPQLITICA

FUENTE

wmol de ac but./min mlL

Mcedio con Calcio.

20130 +:0.01

Medio sin Calcio.

20150 £4.53

Actividad Lipolitica Volumétrica.

pmol cido but/min mL

201.30

200-

i

Can Cak:io

Stn Cakio

vid indic que no bty dilerencia sigrficativi cntic s mucstras (a=0.01).
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De los resultados del analsis estadistico (e=0.01), y como se puede apreciar en la
gratica Na. 9, cl calcio no posee efecto alguno sobre la actividad lipolitica, por lo menos a ia
concentracion empleada  Dcebido a que no concuerda cn absoluto con lo reportado para
otros sistemas, este resultado es muy sorprendente, pues se esperaria que st tuviese efecto,
fuera éste positivo 0 negativa (de acuerdo a lo reportado por Athir en 1990). Dichos
resultados sugicren que con el calcio proporcionado en los elementos traza es suficiente para
que ¢l microorganismo se desarrolie y produzca la enzima en las cantidades hasta ahora

alcanzadas.

Por otro lado, si bien no tiene cfecto sobre la actividad fipolitica, si lo tiene y de
manera considerable en la actividad proteolitica, ya que la incrementa en un 53.16% con
tespecto a la condicion en la que estd ausente. Este ultimo resultada y el efecto nulo sobre fa
actividad lipolitica, hace inadecuado ¢l uso del calcio para la produccion de lipasas por este

microorganismno.

Es importante sefiafar que la actividad proteolitica de todas formas aumento al final
en un 52.57% con respecto al medin D original. Esto al parecer es consecuencia de la
supresion de nutrimentos flevada a cabo en el transcurso del mejoramiento para la
produccion de lipasas. Sin eimbargo, debe considerarse que este microorganismo es uno de
los que menor actividad proteolitica presenta (Tobalina, 1990), y que al final la actividad

lipolitica aumento considerablemente.

Con base en los resultados anteriores, se decidio eliminar el uso def calein para la

iftima etapa del mejoramiento del medio.

La evolucion del mejoramiento del medio puede apreciarse en la grafica No. 10
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Grafica 10. Mejoramiento Relativo del Medio

| Para la Producci i )
Porcentaje de Mejora ara la Produccion de Lipasas

Medio D Dexirina Peptona Mgy ET AOyNO3 Calcio

Condiciones de Mejoramiento

En esta gréfica puede observarse como ha evolucionado la produccion de lipasas a
medida que se van evaluando y modificando los diferentes elementos constituyentes del
medio y por lo que hasta ahora puede apreciarse, ¢l 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
produccion. Por el contrario, debe estimularse éste y también la bisqueda de las mejores

condiciones de fermentacion.
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Resultados de la Optimizacion de la Concentracién de los Nutrientes

Relevantes.

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

Tabla 22. Resultados de 1a Optimizacién,

CORRIDA | BIOMASA pH final PROTEINA
mg/mL EXTRACELULAR

mL
I (control) 20.24 6.10+0,0] 4636.00 £ 74.14
2 13.33 6.47 + 0.0] 253900+ 111.2
3 23.55 6.33+0.02 6510.00 £ 259.4
4 24.00 6.15£0.17 5127.20 + 287.3
5 19.10 6.22 4 0.01 2545.30 £ 139.0
6 11.70 6.83 +0.50 6700.00 £ 417.0
7 12.56 6.37+0.10 2712.40 + 23.20
8 26.10 6.48+0.10 2719.00 + 88.04
9 21.00 6.50: 0.11 6542.65 + 269.00

Continuacion de Is tabla 22.
CORRIDA ACTIVIDAD ACTIVIDAD
LIPOLITICA PROTEOLITICA
umol ac. but./min mL ﬁTir/ml,

1(contro}) 126.20 + 9.20 312.87+20.79

2 117.44 + 2.05 189.13 & 8.66

3 40.64 £ 14.40 §33.41 £ 45,05

4 62.80 £ 5.00 31042+ 6.93

S 11.27 +0.54 13§22+ 1.73

6 128.39+£2.70 45500+ 17.32

7 130.19 + 0.92 149.92 + 8.66

8 2568 + 101 143.79 + 3 46

9 11577+ 1. 71 477.05+ 1040

El tratamiento estadistico realizado a los resultados anteriores fue ¢! método de Box-

Wilson. Este es un método que permite alcanzar rapidamente el nivel de rendimiento optimo
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en el caso en que dicho rendimiento depende de uno o mas componentes del medio de
cultivo. Para ¢} empleo de este tratamiento es indispensable el uso de un plan factorial como

el que se empled es este trabajo (Neuwrith, 1957, Kern, 1960, Hunter, 1960, Schultz, 1960).

Del empleo de este método se obtuvo 1a siguiente ecuacion;

Y=95.5327 1+ 11.5341X) +21.7359X - 18.9818X3 - 41.1526X4

De donde:

X1=Coeficiente de regresion para la fuente de carbono.

X2= Coeficiente de regresion para la fuente de nitrogeno.

X3= Coeficiente de regresion para ¢l magnesio.

X4= Coeficiente de regresion para ¢l aceite de olivo.

Se observa que los parametros de regresion 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 variacion para obtener la concentracion optima de cada

variable obtenemos lo siguiente:

Fuente de X1=0.1401
Carbono
Fuente de X2=0.2041

‘ Nitr(’)geno

Mﬁio X3=-0.0115
Aceite de Olivo Xd4= -1

Lo cual s¢ interpreta como que ef factor X1 debe incrementarse en 0,140} unidades

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

unidad.

Los resultados para al fuente de carbono y nitrogeno 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,
Pokorny, 1994). El hecho de que estos parametros deban incrementarse puede deberse a que
se necesita un mayor desarrollo del microorganismo para incrementar la produccion de
lipasas. Por otro lado, el resultado para el magnesio es un tanto sorprendente, ya que en la
evaluacion del mismo se evidencio un efecto positivo. Una posible explicaci'on para ello es
pensar que el exceso de Mg2* forma complejos con los nucledtidos trifosfato impidiendo asi
su utilizacion para el metabolismo, o bien, que forma complejos con proteinas (que pudieran
ser enzimas) ocasionando con ello modificaciones estructurales (Styer, 1988). Sin embargo,
este ltimo resultado muestra que no es necesario emplearlo en las cantidades originales del

medio D.

El hecho de que deba reducirse la concentracion del aceite de olivo ratifica s funcién 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 represion por lipidos o acidos

81as0s.

Por iltimo, se observa que en cualquiera de las condiciones probadas, la actividad
proteolitica aumentd en comparacion con el medio D original. Sin embargo, el aumento del
52.57% que se obtuvo hasta la evaluacion del calcio, se redujo a un 36.91% en esta ultima

etapa, como consecuencia de variar la concentracion de los nutnmentos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES.

La mejor fuente de carbono para la produccion de enzimas lipoliticas de 2.

caseicolum es la dextrina.
Este sistema, a diferencia de otros (p.e. R delemar y A. niger), no presenta
regulacion en la actividad de sus enzimas lipoliticas por la fuente de carbono, en

concentraciones de | hasta 4%.

La mejor fuente de nitrégeno para la produccion de enzimas lipoliticas de P,

caseicolum es la peptona.

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

La nueva formulacion de elementos traza tiene un efecto positivo en la produccion

de las enzimas lipoliticas y en el desarrollo microbiano.

El aceite de olivo tienc una funcion importante en este sistema como inductor de

lipasas.
El nitrato como fuente complementaria de nitrogeno tiene un efecto negativo en la
produccion de enzimas lipoliticas cuando se emplea con aceite de olivo, ya que diluye el

efecto inductor de este Gltimo.

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

produccion de enzimas lipoliticas.
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Conclusiones

El calcio no tiene ninglin efecto sobre la produccion de las enzimas lipoliticas de este
sistema. Sin embargo, favorece la produccion de enzimas proteoliticas, lo que resulta
inconveniente por generar la degradacion de lipasas y oligopéptidos responsables de sabores

aMargos.

La actividad lipolitica del microorganismo se elevo hasta un 158% con respecto a la

obtenida en ¢l medio D original.
La actividad proteolitica del microorganismo se redujo en las etapas iniciales de la
mejora del medio, es decir, cuando se evaluaron diversos nutrimentos. Sin cmbargo al final

de dicha mejora aumento hasta un 36.91% respecto al medio original.

Al finalizar la optimizacion, se obtuvo la siguiente ecuacion para el medio:

Y=95.5327 + 11.5341X) +21.7359X, - 18.9818X3 - 41.1526X4
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Recomendacivnes

RECOMENDACIONES.

Seria conveniente evaluar otras fuentes de carbono no relacionadas tan directamente

con la glucosa.

Deben hacerse estudios adicionales sobre la regulacion de 1as enzimas lipoliticas de

este sistema a mayores concentraciones de la fuente de carbono.

Aungque se disminuyo la concentracion del aceite de ofivo a la mitad, deben hacerse
estudios adicionales para determinar si es posible una mayor disminucién del mismo, lo cual

representaria grandes ventajas en términos de formulacion del medio.

Ademas de los parametros ya evaluados, deben hacerse estudios acerca de las
mejores condiciones de temperatura, pH y aereacion para la produccién de las enzimas
lipoliticas de este sistema. La preferencia es evaluar el pH a condiciones constantes a lo

largo de la fermentacion

Si se desea utilizar este medio para la produccion de lipasas con ¢} empleo de este
sistema, seria conveniente realizar una inactivacion de la actividad proteolitica, a fin de

mantener por mas tiempo la actividad lipolitica.

El mejoramiento de estc medio ya ha alcanzado una mesela en cuanio a sus
componentes principales. Sin embargo, es posible continuar la bisqueda de nuevos
componentes que incidan de manera significativa en ¢l medio, para scguir incrementando la

produccion de las enzimas lipoliticas de este sistema.
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Apéndice
ANALISIS DE VARIANZA PARA LA FUENTE DE 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 codes: 1,1,1,2,2,2,3,3,3
Labels:
Means plot: conf, Int. Confidance 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

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range analysis for 26.3,28.24,27.27,7.09,12.15,9.62,36,06,36.53,36.295

Method: 95 Percent Duncan

Lavel Count Average Homogensous Groups
a 3 9.620000 *

1 3 27.270000 *

k) k] 36.295000 "

contrast difference

1 -2 17.6500 »
1-2 -9,02500
2= -26,.6750 *»

* denotes a statistically significant difference.
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ANALISIS DE VARIANZA PARA LA FUENTE DE NITROGENOQ.,

One-way Analysis of Variance

Data: 73.764,52,229,67. 394,65.999,57.537,55.505

Level codes: 1,1,1,2,2,2

Labels:

Means plot: Conf, Int. confidence lavel: 99 Range test: Duncan
Analysis of variance

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

Between groups TTaa30120 1 34.001286 .47 5469

Within groups 306.72295 4 76.680738

;‘;;;;-?;;;rected) 341.02424 ---;”‘— - ) T )

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range analysis for 73. 764 5? 229,67.394, 65 999,57.537,55.505 by 1 1,1,2

Method: 99 Percent Duncan

Level Count Average Homogeneous Groups
2 k] 59.680333 *
1 3 64.462333 *

contrast difference

1 -2 4, 78?00

* denotes a statistically 51gn1flcant difference.
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Apéndice
ANALISIS DE VARIANZA PARA EI. MAGNESIO Y ELEMENTOS TRAZA,
One-Way Analysis of Variance
Data: 52,35,50.89,55,.17,48.26,45.54,46.9
lLevel codes: 1,1,1,2,2,2
- Labels:
Means plot: Conf. Tnt. Confidence level: 95 Range test: Duncan

Analysis of variance

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

- va o - - o s ot o e e et Y i A U S D B U SRS 8 s 8 8 g o I GO Y M o OO

Between groups 52,274017 1 52.274017 15.8R1 L0163
Within groups 13.166667 4 3.291667
Total (corrected) 65.440683 5

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range analysis for 52.35,50.89,55.17,48,26,45.54,46.9 by 1,1,1,2,2,2

- o o - - o - - - 0 ot e e o 0 ot B S O i 0 Gt D D e O O B 0 0 B e NS Bt it o (O DI g

Method: 95 Percent Duncan

Level Count Average Homogeneous Groups
2 3 46.900000 hd

1 3 52.803333 *

contrast difference

1 -2 5.90333 »

- - ———— - - 0 e B v T - 0 S S e o T L P s P WD B G e W P W A ey (ot By R S D B O U e B BN g e St B

* denotes a statistically significant difference.
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Apéndice
ANALISIS DE VARIANZA PARA EL NITRATO Y ACEITE DE OLIVO
One-Way Analysis of Variance
Data: 106.2784,110,8583,108.5683,118,7746,122.7176,118.712398
Level codes: 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 Syuares d.f. Mean square F-ratio Sig. level
Between groups 198.38857 1 198.38857 37.762 .0036
Within groups 21,01437 4 5,2535%9
Total (corrected) 219,4029 3

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range analysis for 106.2784,110.8583,108.5683,118.7746,122,7176,118.713

e 2 e 2 B 0 s e B o e e 4y S T S T e VB Sy S e S S o (S Y A 10 18 0 e 8 A vy 0 S R4 V8 e i o0 D G S S e PO o V8 O e S P v A

Method: 99 Percent Duhcan

Level Count Average Homogeneous Groups
1 3 108.56833 *
2 3 120.06873 *

contrast difference

1 -2 ~11.65004 *

e S e s T e et S e R > A e A e S A A T 2 A S i g T et i L e e e ey a4 N R i T s 40 T T ) el S T A A 3 PO e o e e PO i e

* denotes a statistically significant difference.
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ANALISIS DE VARIANZA PARA EL CALCIO.

One-Way Analysis of Variance

s . S NP o Ot O T O B B B T O B G g R Tt O T 0 D D O G O B e T R G Ao P00 o ~- - . g o et O o e W W B O G 40 o

Data: 205,7324,196.7091,202.0169,201.2951,201.2738,201.2845

Level codes: 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

Between groups T loetoos 1 .o6loo4 006 .9431

Within qroups 41,132768 4 10.283192

Total (corrected)  al.103772 5 T

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range 1na1ysxs for 205.7324,196.7091,202,0169,201.2951,201.2738,201.284

- o s .~ 1~ 4 o S 4t P QAL s St S 0 S P e A T O O o B TR TR Y e e v e O

Method: 99 Percent Duncan

level Count Average Homogeneous Groups
2 3 201.28447 »

1 a 201.48613 *

sontrast difference

i -2 0.20167

- "~ 2 . Sk Ty S e o T P T ey R L T . B B e S 4 i . g B P . g S Sk T T 0t . e o T e 0 e o ot A o G 0 A T B B (S A VR T T S GAS e 0

* denotes a statistically significant difference.
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