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Introduccion: El 60% de la venta total de enzimas en el
mercado mundial corresponde a las proteasas. Su
importancia se debe al gran campo de aplicaciéon en
alimentos (bebidas, panificaciones, ablandamiento de
carne, etc.), aplicaciones farmacéuticas, en la industria de
detergentes, entre otros (1). Se ha incrementado el interés
por los hongos filamentosos debido a que son facilmente
cultivados en fermentacién en medio sélido (FMS) ya que
crecen en medios con bajo contenido de humedad y
producen enzimas extracelulares por lo que el proceso de
recuperacién es mas sencillo con amplio rango de pH (2).
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
del pH y la temperatura en la produccion de enzimas
proteoliticas por Yarrowia lipolytica a partir de harina de
pescado.

Metodologia: La cepa (Y.lipolytica) se cultivd en agar
papa dextrosa (PDA) a 45°C por 8 dias. La FMS se llevo a
cabo en columnas de vidrio empacadas con una mezcla
de harina de pescado (HP) como sustrato y agrolita (A)
como soporte a una relacién 30/70 (p/p) al 50% de
humedad. Se inoculd6 a una concentracién de 2x10’
esporas/g de materia seca, el pH se ajusté a5, 769y la
temperatura se mantuvo a 40, 45 6 50°C dependiendo de
la condicidn a estudiar. La humedad se ajusto con solucion
amortiguadora que incluyé el inéculo y elementos trazas
(1 g/L de KH,PO,, O.5 g/L de MgSO, 7H,O, 0.5 g/L de
KCIl, 0.01 g¢g/L de FeSOQ,). El extracto enzimatico se
recupero adicionando 10 mL de H,Od, por agitacién (30
min) y filtracién (Whatman 1). Se determiné la actividad
proteolitica por el Método Kunitz (1947).La Unidad
Enzimatica se defini6 como los ug de tirosina liberados
por minuto. Se obtuvo la combinacién de valores de pH y
temperatura que proporcionan la mayor produccién de
proteasas por Método de Superficie de Respuesta (MSR)
empleando el programa Statgraphics Plus Version 4.
Resultados: Se obtuvo la maxima produccién de
proteasas (9.53 Ul por g de HP) con una actividad de 39
Ul/mL de extracto a pH 7 y 45°C a las 12 h de
fermentacion. Se ha reportado maxima produccién de
proteasas a 30°C a las 72 h por Aspergillus oryzae y R.
microsporus NRRL 3671 por g de sustrato fermentado
respectivamente a pH 7(3,4); por lo que la cepa
estudiada representa una reduccion de 60 h en el proceso,
lo cual repercute positivamente en el costo de produccion.
Mediante un analisis estadistico se obtuvo una superficie
de respuesta (Fig.1) representada por un modelo

matematico, Y = -719.918 + 46.725A + 25.2383B - 4.12917A% +
0.255 AB - 0.294667B% (A=pH y B=Temperatura) donde A’
tiene mayor significancia. Este modelo matematico sélo
explica el 57.9% de la variabilidad en la produccién de
proteasas indicando que el pH tiene mayor efecto en la
respuesta. El MSR predice que a pH de 7.0 y 45.9°C se
obtendria la méxima produccion de proteasas cuyo valor
tedrico es de 24.41 Ul/mL de extracto con un rendimiento
de 6.03 Ul por g de HP dicho valor es menor (63%) que el
valor practico obtenido; por lo que existen variables que
influyen en la produccion de proteasas que no se estan
considerando en el modelo.
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Fig.1.Superficie de respuesta para la produccion de proteasas.

Conclusion: Para maximizar la produccion de proteasas
por Yarrowia lipolytica se tiene que trabajar a pH 7.07 y
45.9°C de acuerdo al método de superficie de respuesta
(MSR). Sin embargo el valor practico obtenido es mayor
que el predicho por el modelo, por lo que se sugiere
explorar el efecto del pH para obtener un modelo que se
ajuste mejor a los datos.
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