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Introduccidn: Las proteasas representan el 60% del total
de las enzimas del mercado. Tienen amplia aplicacién en
la industria de alimentos, farmacia, detergentes, industria
textil, peleteria, entre muchas otras (1). Se encuentran
ampliamente en la naturaleza; sin embargo las proteasas
de origen microbiano representan una fuente importante
de proteasas a nivel industrial debido a su rapida
produccion (1) (2). Las proteasas presentan actividad en
un amplio rango de pH y temperatura; asi como también
poseen alta especificidad por diferentes sustratos (2).
Recientemente se ha preferido el uso de cepas de hongos
y levaduras para la produccién de proteasas, debido a que
estas son facilmente cultivables en FMS, ademas de que
generalmente producen enzimas extracelulares lo que
facilita el proceso de recuperacion (1) (2).

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto
combinado de pH y temperatura en la produccion de
enzimas proteoliticas con harina de soya (HS) por Y.
lipolytica utilizando el método de superficie de respuesta
(MSR).

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 (6cm alto x 3.5cm diametro)
empacadas con una mezcla de (HS) como sustrato y
agrolita como soporte a una relacion 30/70 (p/p) al 50% de
humedad. Se inoculé con una concentracién de 2x10’
esporas/g de materia seca, el pH inicial se ajusté a5, 7 6
9 y la temperatura de incubaciéon se mantuvo a 40, 45 6
50°C dependiendo de la condicion a estudiar. La humedad
se ajustd con solucibn amortiguadora que incluy6 el
in6culo y elementos trazas (1 g/L de KH,PO,, O.5 g/L de
MgSO, 7H,O, 0.5 g/L de KCl'y 0.01 g/L de FeSQ,). El
extracto enzimatico se recupero con 10mL de H,O
destilada, se agité (30min, 4°C) y se filtr6. Se determind la
actividad proteolitica por el método de Kunitz (1947) (3)
modificado. En este trabajo las unidades enzimaticas (U)
estan definidas como pg de tirosina liberados por min. Los
valores 6ptimos de pH y temperatura para obtener la
maéaxima produccion de proteasas se obtuvo por el MSR.
Resultados: En la Tabla 1 se observa que la mayor
actividad proteolitica se obtuvo cuando las condiciones de
cultivo fueron pH 7 y T= 45°C a las 24h de incubacion.
Esto se explica debido a que la mayoria de las levaduras
tienen una temperatura méxima de crecimiento entre 24 y
48°C ademas de que tienen afinidad por medios
ligeramente acidos con un pH entre 4.5y 6.5.

Tabla 1. Maxima actividad proteolitica obtenida.

pH | Temperatura°C | Tiempo (h) | Actividad Max. (U/mL extracto)
5 40 24 90.35

7 45 24 105.26

9 45 24 55.7

Una vez encontradas las mejores condiciones de cultivo,
se realiz6 el MSR para determinar los valores de pH y
temperatura que optimizan la variable de respuesta (Fig.
1).
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Fig.1. Superficie de respuesta del efecto combinado de pH y temperatura
en la produccioén de proteasas.
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A través del MSR representado por el modelo matemaético,
Y= -1653.44 + 62.3312A + 69.9581B — 6.04854A% +
0.38375AB - 0.827467B° ecuacion predictiva donde
(Y=Actividad proteolitica), se obtuvo que a pH de 6.5y
43.7 °C son los valores 6ptimos para obtener la maxima
produccion de proteasas obteniéndose un valor teérico de
82.1 U/mL extracto. Dicho valor esta por debajo del valor
experimental obtenido debido a que el modelo no es
ajustado y so6lo explica el 33.5% de la variabilidad en la
produccién de proteasas.

Conclusion: Se obtuvo una maxima produccion de
proteasas por Y. lipolytica a las 24h a pH 7 y 45°C. Sin
embargo el valor practico obtenido es mayor que el
predicho por el modelo. Se recomienda realizar nuevos
modelos que predigan mejor la variabilidad en produccién
de proteasas.
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