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RESUMEN

La quimosina es una proteasa (EC 3.4.23.4) que se requiere para la fabricacion del queso. Debido a los altos costos
de produccién de esta enzima, su obtencién ha sido investigada en procesos de fermentacién microbiana como los
generados por Rhizomucor miehei. Los investigadores han sefalado que esta enzima tiene una alta actividad de coa-
gulacién de la leche y su produccion se ve afectada por algunos pardmetros operativos. Por lo tanto, en este trabajo
se estudié el efecto de la velocidad de agitacion, el pH inicial del medio de cultivo y el tiempo de fermentacién en
la obtencién del cuajo microbiano producido por Rhizomucor miehei. Para ello, se seleccioné un disefo factorial 22
completamente al azar, se evalué el pH inicial (4.0 y 6.0) y la velocidad de agitacién (200 y 300 rpm), se determiné
la variacién del pH, el consumo de glucosa y la actividad enzimdtica a las 0, 24, 48 y 72 horas de fermentacién. Los
resultados demostraron que la mayor actividad enzimética se obtuvo a las 72 horas de fermentacion con pH inicial
de 4.0 y una agitacién de 300 rpm (p < 0.05). Asimismo, se determiné que la interaccion de la velocidad de agita-
ciéon, pH inicial y tiempo de fermentacién influyé de forma altamente significativa sobre la actividad enzimatica (p <
0.01) y que no hay correlacién lineal entre la tasa de consumo de la glucosa en el medio y la actividad enzimética
obtenida. Por Ultimo, se observé que suplementar el medio con lactosa disminuyé la actividad coagulante de la leche.
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ABSTRACT

Influence of stirring speed, initial pH and fermentation time on obtaining microbial rennet from Rhizo-
mucor miehei. Chymosin is a protease (EC 3.4.23.4) that is required in the manufacture of cheese. Due to the high
production costs of this enzyme, its obtention has been investigated in microbial fermentation processes, such as those
generated by Rhizomucor miehei. Researchers have pointed out that this enzyme has a high milk coagulation activity
and its production is affected by some operational parameters. Therefore, in this work, the effect of the agitation
speed, the initial pH of the culture medium and the fermentation time in obtaining the microbial rennet produced
by Rhizomucor miehei was studied. For this, a factorial 22 design completely random was selected, the initial pH (4.0
and 6.0), the agitation speed (200 and 300 rpm), the variation of pH, the glucose consumption and the enzymatic
activity at 0, 24, 48 and 72 hours of fermentation were determined. The results showed that the highest enzymatic
activity was obtained after 72 hours of fermentation with an initial pH of 4.0 and agitation of 300 rpm (p < 0.05).
Likewise, it was determined that the interaction of the agitation speed, initial pH and fermentation time had a highly
significant influence on the enzymatic activity (p < 0.01) and that there is no linear correlation between the rate of
glucose consumption in the medium and the enzymatic activity obtained. Finally, it was observed that supplementing

the medium with lactose decreased the coagulant activity of the milk’s protease enzyme.
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Introduccién
La leche fue uno de los primeros alimentos sometidos ~ partir de ésta, los primeros quesos con el desarrollo

a procesos fermentativos debido a la facilidad con la  en paralelo del uso de la quimiosina (renina) [1]. Esto 1. Garcia Garibay Mi Quintero Rorlnirez
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cual los microorganismos logran su acidificacién, ob-  implica que la elaboracion de quesos es probablemen- i, * 80 ZCr e T imosa,

teniéndose leche fermentada y muy probablemente a  te el uso empirico mas antiguo de una enzima en for-  s.A; 1999.
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ma industrial; asimismo, en 1874, Christian Hansen,
inicié la extraccion de la quimiosina de soluciones
salinas del abomaso de ternero, marcando el incio de
la tecnologia enzimatica [1].

La quimosina es una enzima proteolitica (EC
3.4.23.4), que cataliza la hidrolisis especifica de la
k-caseina de la leche. Es una proteasa del acido as-
partico o aspartoproteasa (EC 3.4.23.), perteneciente
al grupo de enzimas endopeptidasas [2]. Debido a los
elevados costos de produccion, problemas asociados
con la matanza de animales y a la demanda requerida
por la industria quesera, ha sido necesaria la busque-
da de alternativas para la sustitucion de la renina de
ternero.

Las investigaciones se han orientado hacia la ob-
tencion de proteasas de origen microbiano, animal o
fuentes vegetales [3]. Sin embargo, las proteasas ani-
males y vegetales han demostrado ser enzimas de ac-
cion inespecifica en la coagulacion de la leche, con la
obtencion de quesos con sabores amargos y texturas no
deseadas. Es por ello que los esfuerzos se han centrado
en las fuentes microbianas, debido a su especificidad y
las ventajas competitivas de su produccion [4, 5].

Algunos microorganismos utilizados para producir
enzimas proteoliticas que sirven como sustitutos de
la quimiosina (las cuales reciben el nombre de cua-
jos microbianos) en la elaboracion de quesos, son los
hongos. Entre las especies fungicas empleadas para la
obtencion a escala industrial de proteasas asparticas,
se encuentran: Aspergillus oryzae, A. niger, Crypho-
nectria parasitica, Rhizomucor pusillus y R. mieheli,
los cuales excretan las enzimas al medio de cultivo y
facilitan su recuperacion [1, 6-8].

Asimismo, se ha afirmado que esta enzima presenta
una alta actividad de coagulacion de la leche y que
su produccion se ve afectada por algunos pardmetros
operativos [6, 9]. Es por ello, que en este trabajo se
estudi6 el efecto de la velocidad de agitacion y el pH
inicial del medio de cultivo en la obtencion de cuajo
microbiano producido por R. miehei en fermentacio-
nes sumergidas.

Materiales y métodos

Microorganismo

El material bioldgico que se empleo en el ensayo fue
R. miehei CVCM 3037 (ATCC 26282) proveniente
del cepario del Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismos (Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela, Caracas, Vene-
zuela). Dicha cepa fue conservada bajo refrigeracion
a 4 °C y propagada en cufias de papa dextrosa agar
(PDA) [10].

Medio de cultivo

La composicion de un litro de medio de cultivo fue
formulado como se describe a continuacion: 4 g de
caseina de leche bovina (Sigma-Aldrich, US), 20 g
de glucosa (Merck, US), 4 g de extracto de malta
(Merck, US), 4 g de peptona bacteriologica (Oxoid,
UK) y 2 g de KH,PO, (Merck, US) [2]. Se dispuso
de 100 mL del medio de cultivo en erlenmeyers con
capacidad para 500 mL, se ajust6 el pH a un valor de
4 o de 6 y se esterilizd en autoclave (All American,
modelo 75X, US) a 121 °C por 20 min [6].
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Proceso de fermentacién

Se inocularon las esporas de R. meihei a razon de 107 es-
poras/mL y se incubaron a 37 °C durante 72 h a dos ve-
locidades: 200 o 300 rpm para favorecer la fermentacion
aerobia, empleando para ello una incubadora Biobase
(Modelo BJPX-2012, China), efectuandose la toma de
las muestras (por triplicado) durante las 0, 24, 48 y 72
h de incubacion. Las muestras se centrifugaron en cen-
trifuga refrigerada Beckman (modelo GS15R, USA) a 4
°C y al sobrenadante colectado se le determin6 el pH, el
contenido de glucosa y la actividad enzimatica.

Técnicas analiticas

Medicién del pH
Se empled un potenciometro Apera, modelo PH700

(China) para registrar la variacion del pH durante los
procesos fermentativos [11].

Determinacién del contenido de glucosa

El consumo de glucosa se cuantificod por el método del
acido dinitrosalicilico (DNS) para azucares reducto-
res [12]. La tasa de consumo de glucosa se estimoé por
regresion lineal de los datos [2].

Determinacién de la actividad enzimética

La actividad enzimatica se expres6 como la activi-
dad coagulante de la leche (ACL) del sobrenadante
del medio de cultivo y se midi6 incubando 5 mL de
sustrato (leche) a 35 °C durante 5 min, para luego in-
corporarle 0.5 mL del sobrenadante [13]. Se midio el
tiempo que toma la formacion de las primeras particu-
las (coagulos) a partir de la adicion del sobrenadante
del medio de cultivo calculando la ACL a través de la
siguiente ecuacion [8, 14]:

2400 x 5 x D
tx 0.5

Donde: ACL es la actividad coagulante de la le-
che, 5 es la cantidad de leche en mL, D es la dilucion
de la enzima, t es el tiempo que le toma a la enzi-
ma la coagulacion de la leche expresado en s, 0.5
es la cantidad de sobrenadante empleada, expresa-
da en mL y 2400 es el tiempo estandar en s, en el
que cuaja la leche a 35 °C con un cuajo comercial.
La ACL fue expresada en unidades Soxhlet (US), la
cual se define como la cantidad de enzima (mg de
quimosina/L (o kg) de cuajo) requerida para coagu-
lar 5 mL de sustrato en 40 min a una temperatura
de 35 °C.

ACL =

Efecto de la lactosa como inductor de la activi-
dad enzimdtica

Para comprobar si la lactosa ejerce algun efecto sobre
la actividad enzimatica, se incorpor6 al medio 4% de
este carbohidrato en medio basal con pH ajustado a
los valores que previamente presentaron mayor acti-
vidad enzimatica.

Determinacién de los sélidos solubles

La mediciéon de los solidos solubles se efectio em-
pleando refractometro digital Atago Pocket PAL-1,
los resultados expresados en °Brix que corresponden
al porcentaje de solidos solubles en el medio [15, 16].
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Disefo del experimento y andlisis estadistico

Se empled un disefio experimental factorial 2%, com-
pletamente aleatorizado, con cuatro tratamientos y
tres réplicas para cada parametro estudiado [17, 18] y
se estudiaron los siguientes factores y niveles: agita-
cién (200 y 300 rpm), pH (4 y 6). Con los datos reco-
lectados se efectud un analisis de varianza (ANOVA,
o = 0.05) con la finalidad de determinar si las inte-
racciones eran estadisticamente significativas o no,
y se aplicod la prueba de comparacion de medias de
las minimas diferencias significativas (LSD) [18]. Fi-
nalmente, se empleo la prueba de Shapiro-Wilks para
verificar la distribucion normal de la data empleada
y comprobar la validez de ajuste del coeficiente de
determinacion, R*[18]. La informacion recopilada
fue procesada con los programas informaticos IBM©
SPSS® Statistics version 20 [19].

Resultados y discusion

Influencia de la velocidad de agitacién, el pH
inicial y el tiempo de fermentacién en la pro-
duccién del cuajo microbiano

En la figura 1, se observa la variacion del pH en el
transcurso de las fermentaciones, constataindose que
en todos los tratamientos el pH se mantuvo por deba-
jo de 6.5. Ademas, la prueba de minimas diferencias
significativas demostré que a las 72 h de incubacion
se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los valores de pH de los tratamientos bajo
estudio (p < 0.05), siendo de 5.2 a 200 rpm y de 4.58
a 300 rpm, cuando el pH inicial fue de 6.0. También
de 3.17 2200 rpm y 3.29 a 300 rpm cuando se ajusto
el pH inicial a un valor de 4.0, sin diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos bajo estudio a este pH
(p > 0.05). Al respecto, se ha senalado que la ACL es
menor conforme el pH se incrementa, indicando que
a valores de pH 8.5 la proteasa se torna inestable, y
reporta las mayores ACL a pH 4 y 4,5 [8].

En cuanto al contenido de glucosa en el sustrato, se
observéd que este disminuy6 bajo ambas condiciones
de agitacion y pH. El consumo de glucosa fue similar
durante las primeras 24 h de fermentacion; en tanto
que se determind la existencia de diferencias signi-
ficativas en el contenido de glucosa en el medio a las
48 y 72 h (p < 0.05) bajo las condiciones en estudio
(Figura 2). A las 72 h de fermentacion, el tratamiento
con agitacion a 200 rpm y pH inicial ajustado a 6.0
fue el que consumié menos glucosa, quedando en el
medio 6.64 g de glucosa/L, diferenciandose significa-
tivamente (p < 0.05) de los demas tratamientos en los
que quedaron 2.07 g de glucosa/L en promedio.

De acuerdo con el ANOVA aplicado (Tabla 1), la
interaccion de la velocidad de agitacion, el pH incial
y el tiempo de fermentacion, influyeron de forma al-
tamente significativa (p < 0.01) sobre el consumo de
glucosa. Ninguno de los parametros estudiados por si
solo, evidenci6 afectar el consumo de la glucosa en
el medio.

Con respecto a la velocidad de consumo de la glu-
cosa, esta resulto en 0.14 g/Lss a pH 6 con 200 rpm, de
0.22 g/Les (pH 4 con 200 rpm y a pH 6 a 300 rpm) y
de 0.23 g/Les a pH 4 con 300 rpm de agitacion. Estos
valores fueron superiores a los obtenidos en otras
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Figura 1. Variacién del pH en el transcurso de las fermentaciones de Rhizomucor meihei.
Se midieron los cambios de pH en los tratamientos con pH inicial ajustado a 4 y a 6,
empleando 200 y 300 rpm como las velocidades de agitacion y tomando lecturas cada 24
horas en el transcurso del tiempo de fermentacion (de 0 a 72 horas). Se efectuaron tres
repeticiones por lectura. Cada punto en el gréfico representa la media de las repeticiones
y se muestra el valor del error tipico por cada conjunto de datos. Se aplicé la prueba de
minimas diferencias significativas de Fisher para determinar cudl o cudles tratamientos se
diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
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W pH 6.0, 300 rpm
20 0.067 A pH4.0,200 rpm

@ pH4.0,300 rpm

15 A

_
o

Glucosa (g/L)

0 T T
0 24 48 72
Tiempo (h)

Figura 2. Variacién del contenido de glucosa en el medio de cultivo de las fermentaciones
de Rhizomucor meihei, a diferentes velocidades de agitacion y tiempos de fermentacién. Se
midié la disminucién del contenido de glucosa en los tratamientos con pH inicial ajustado a 4
y a 6, empleando 200 y 300 rpm como las velocidades de agitacién y tomando lecturas cada
24 horas en el transcurso del tiempo de fermentacion (de 0 a 72 horas). Se efectuaron tres
repeticiones por lectura. Cada punto en el gréfico representa la media de las repeticiones
y se muestra el valor del error tipico por cada conjunto de datos. Se aplicé la prueba de
minimas diferencias significativas de Fisher para determinar cudl o cudles tratamientos se
diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

investigaciones, cuya mayor tasa de consumo fue de
0.124 g/Les a 150 rpm de agitacion y en las que se se-
fala que esto es un indicador del uso de este carbohi-
drato como fuente de energia por parte del hongo [2].
Las tasas de consumo de la glucosa determinadas en
este trabajo pueden ser atribuibles a las velocidades
de agitacion y al pH inicial empleados, asi como al

15. Yasni S, Maulidya A. Development of
Corn Milk Yoghurt Using Mixed Culture
of Lactobacillus delbruekii, Streptococcus
salivarus, and Lactobacillus casei. J Biosci.
2014;21(1):1-7.
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tiempo de fermentacion, ya que las pruebas estadis-
ticas demostraron diferencias altamente significativas
en la tasa de consumo de la glucosa como consecuen-
cia de estos factores (F = 45.73; a = 0.05; p < 0.01;
Tabla 1).

Sobre la base de los resultados obtenidos a tra-
vés de las cinéticas evaluadas para lograr la des-
cripcidn cuantitativa de los efectos de las diferentes
variables sobre la actividad enzimatica, se aplic6é un
ANOVA (Tabla 2). El estudio estadistico demostro
que existen diferencias altamente significativas (p <
0.01) entre los tratamientos respecto al proceso de
obtencion del cuajo microbiano. Durante las fer-
mentaciones se observo (Figura 3) que no se pre-
sentd actividad enzimadtic en las primeras 24 h de
fermentacion. Al respecto, se ha afirmado que du-
rante las primeras horas de cultivo, la glucosa y la
caseina presentes en el medio son utilizadas como
fuente de carbono y de nitrégeno, respectivamente,
para el crecimiento del microorganismo, y se logra
la produccion de las enzimas proteoliticas cuando
se registran concentraciones bajas de glucosa en el
medio [2]. En esta investigacion se registro actividad
enzimatica cuando las concentraciones de glucosa
fueron menores que 8 g/L (48 horas a pH inicial 6;
Figuras 2 y 3).

La mayor actividad enzimatica (ACL), se obtuvo
a las 72 h de cultivo a 300 rpm de agitacion con pH
inicial ajustado a 4.0 (667 US), la cual se diferencio
significativamente (p < 0.05) de las ACL mas altas a
pH 6 con 200 rpm y 300 rpm (493.7 US a las 72 horas
y 558.48 US a las 48 horas, respectivamente) y a pH
inicial 4, con 200 rpm de agitacion (570.4 US a las 72
horas, Figura 3). Estos resultados se encuentran den-
tro del intervalo informado a las 120 horas de incuba-
cion (279-1076 US) usando diferentes concentracio-
nes iniciales de glucosa (desde 18 a 35 g/L.) a 150 rpm
de agitacion [6], y fueron mayores a los obtenidos por
otros autores, quienes determinaron actividades enzi-
maticas de entre 75-80 US a las 125 h de fermentacion
con 250 rpm de agitacion [11].

Por otra parte, se estudid la correlacion entre la
ACL y el consumo de glucosa en el medio (Figura 4).
Al respecto todos los coeficientes de determinacion
R? fueron menores a 0.52, a excepcion del obtenido
cuando el pH incial fue de 6 y cuando se agit6 a 200
rpm (R? = 0.78), con una actividad enzimatica maxi-
ma de 493.68 US a las 72 h, la menor actividad entre
los maximos obtenidos durante las fermentaciones
(Figura 3). Se observa, como se ha afirmado, quela
tasa de consumo de glucosa no es un factor que influ-
ye en la excrecion de las enzimas [2].

De acuerdo con los resultados obtenidos, las mejo-
res condiciones para la obtencion de la proteasa aspar-
tica ocurrieron cuando se ajusto el pH inical a 4 y se
empled 300 rpm de agitacion (Figura 3). Por ello, se
puede inferir que un pH écido contribuye a la produc-
cion y estabilidad de la proteasa [7, 8, 20, 21].

Efecto de la lactosa como fuente de carbono

Las fuentes de carbono y nitréogeno suelen tener un
rol critico en la produccion de la proteasa aspartica
en procesos fermentativos con R. miehei [22, 23]. Al
respecto, las Figuras 5, 6 y 7 muestran el efecto de la
incorporacion de lactosa como fuente de carbono en
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Table 1. Andlisis de varianza para el consumo de la glucosa en el medio

Fuente ci:':[%g:s | curc?rdc'::ca F Significancia
Tiempo Hipétesis 2007.447 3 669.149 142558  0.227
Error 2223 0.474 4.694
Agitacion Hipotesis ~ 33.584 1
Error
pHi Hipotesis  64.149 1 64.149  38.557 0.776
Error 0.109 0.066  1.664
Tiempo X Agitacion Hipétesis 12.268 3 4.089  0.543 0.686
Error 22.586 3 7.529
Tiempo X pHi Hipotesis 24.400 3 8.133 1.080 0.475
Error 22.586 3 7.529
Agitacién x pHi Hipétesis 1.059 1 1.059  0.141 0.733
Error 22.586 3 7.529
Tiempo X Agitacion X pHi  Hipotesis 22.586 3 7.529  45.737 0.000
Error 5.267 32 0.165
* Gl: grados de libertad; F: estadistico de Fisher; pHi: pH inicial.
Table 2. Andlisis de varianza para la actividad enzimatica
Fuente cil;r:;ggs Gl cu';\:g:i’ca F Significancia
Inter-grupos 2235 894.643 11 203 263.149 391.945 0.000
Intra-grupos 12 446.419 24 518.601
Total 2 248 341.062 35

* Gl: grados de libertad; F: estadistico de Fisher.
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Figura 3. Actividad enzimatica proteasa de las fermentaciones de Rhizomucor meihei. Se
midié la actividad de la proteasa aspértica en los tratamientos con pH inicial ajustado a 4y
a 6, empleando 200 y 300 rpm como las velocidades de agitacién y tomando lecturas cada
24 horas en el transcurso del tiempo de fermentacién (de 0 a 72 horas). Se efectuaron tres
repeticiones por lectura. Cada punto en el gréfico representa la media de las repeticiones
y se muestra el valor del error tipico por cada conjunto de datos. Se aplicé la prueba de
minimas diferencias significativas de Fisher para determinar cudl o cudles tratamientos se
diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

el medio de cultivo, en contraposicion al empleo de
glucosa. Se observa que el pH a las 48 h de ferme-
tacion fue de 2.97 (Figura 5) en ambos medios. No
obstante, a las 72 horas del proceso el pH se diferen-
ci6 significativamente (p < 0.05), reduciéndose en el
medio suplementado con lactosa (2.72) e incremen-
tandose en el medio con glucosa (3.29). Se ha indi-
cado que el pH del medio de cultivo es un factor que
influye sobre la actividad de la enzima proteasa, de
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Figura 4. Actividad enzimdtica con respecto al consumo de glucosa en el sustrato de las fermentaciones de
Rhizomucor meihei. Se midié la actividad de la proteasa aspartica en los tratamientos con pH inicial ajustado a
4y a 6, empleando 200 y 300 rpm como las velocidades de agitacién y tomando lecturas cada 24 horas en el
transcurso del tiempo de érmeniqcién (de 0 a 72 horas), para determinar si existe correlacion con la disminucién
del contenido de glucosa en el medio de cultivo. Se efectuaron tres repeticiones por lectura. Cada punto en el
grdfico representa la media de las repeticiones. El Unico coeficiente de determinaciéon R? = 0.7795 fue el del
tratamiento con pH inicial ajustado a 6 con 200 rpm de agitacién, cuya méxima actividad fue de 493.68 US a
las 72 horas de fermentacién, la menor actividad enzimdatica obtenida en este trabajo, por lo que puede decirse
que no hay correlaciéon entre el contenido de glucosa en el medio y la actividad enzimatica.
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Figura 5. Variacion del pH en el transcurso de las fermentaciones de Rhizomucor meihei en presencia de lactosa
o glucosa. Se midieron los cambios en el pH en tratamientos con pH inicial ajustado a 4, empleando 300 rpm de
agitacion (bajo estas condiciones se alcanzé la mayor actividad enzimatica). Se tomaron lecturas cada 24 horas
en el transcurso del tiempo de fermentacién (de 0 a 72 horas), efectuando tres repeticiones por lectura. Cada
punto en el gréfico representa la media de las repeticiones y se muestra el valor del error tipico por cada con-
Junto de datos. Se aplicé la prueba de minimas diterencias significativas de Fisher para determinar cudl o cudles

tratamientos se diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

acuerdo con la especie de Rhizomucor empleado para
la fermentacion, siendo los pH optimos aquellos que
se encuentran entre 3.9 y 7.9 [24]. Ademas, estudios
demostraron que las mayores actividades de la pro-
teasa producida por Mucor bacilliformis, ocurrieron
cuando el pH del medio estuvo en el rango de 3 a 4
[21]. Mientras que para la enzima proteasa generada
por R. miehei, la mayor actividad ocurri6 cuando el
medio present6 pH 4 [25].

En cuanto a los soélidos solubles (Figura 6), se
observa una acelerada disminucion de los azu-
cares disponibles en el medio suplementado con
glucosa, probablemente debida al consumo de los
mismos. Estos iniciaron en 3 °Brix, disminuyeron
a 2 °Brix a las 24 horas y 1.8 °Brix al final de la
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incubacion, diferenciandose significativamente (p
< 0.05) del medio con lactosa, el cual finalizd con
2.1 °Brix.

Por tltimo, en la Figura 7, se observa la actividad
de la enzima proteasa en los medios suplementados
con diferentes fuentes de carbono. La actividad enzi-
matica present6 diferencias significativas (p < 0.05)
entre los tratamientos estudiados, siendo de 667 US
a las 72 h en el medio suplementado con glucosa, en
tanto que la mayor actividad de la enzima en el medio
con lactosa fue de 8.11 US a las 48 h. Aun cuando los
resultados de la actividad enzimatica en el medio en
el que se empled lactosa bajo las condiciones en las
que se efectuo este trabajo, fueron menores a los in-
formados por otros investigadores, todos coinciden en
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Figura 6. Consumo de los azucares en el transcurso de las fermentaciones de Rhizomucor meihei. Se midieron
los cambios en el contenido de glucosa (o lactosa) en tratamientos con pH inicial ajustado a 4, empleando 300
rpm de agitacién (bajo estas condiciones se alcanzé la mayor actividad enzimdtica). Se tomaron lecturas cada 24
horas en el transcurso del tiempo de fermentacién (de 0 a 72 horas), efectuando tres repeticiones por lectura.
Cada punto en el grafico representa la media de las repeticiones y se muestra el valor del error tipico por cada
conjunto de datos. Se aplicé la prueba de minimas diferencias significativas de Fisher para determinar cudl o

cudles tratamientos se diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura 7. Actividad enzimdtica proteasa en el transcurso de las fermentaciones de Rhizomucor meihei. Se midié
la actividad de la proteasa aspartica en los tratamientos con pH inicial ajustado a 4, empleando 300 rpm de
agitacion (bajo estas condiciones se alcanzé la mayor actividad enzimatica). Se tomaron lecturas cada 24 horas
en el transcurso del tiempo de fermentacién (de 0 a 72 horas), efectuando tres repeticiones por lectura. Cada
punto en el gréfico representa la media de las repeticiones y se muestra el valor del error tipico por cada con-
Junto de datos. Se aplicé la prueba de minimas diterencias significativas de Fisher para determinar cudl o cudles

tratamientos se diferencian entre si. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).

que la lactosa parece ejercer un efecto inhibitorio en
la actividad de esta enzima [25, 26]. Cualitativamente,
estos resultados son similares a otros en los que se
empleo lactosa al 4 %, observandose la inhibicion de
la actividad de la proteasa, aun cuando R. miehei tiene
la capacidad de desdoblar este disacarido a través de
la enzima B-galactosidasa [25].

En sintesis, los resultados de este trabajo demos-
traron que la interaccion de la velocidad de agitacion,
el pH inicial del medio y el tiempo de fermentacion
influyeron sobre la actividad enzimatica. Asi mismo,
se constatd que los bajos valores de pH favorecen la
actividad de la proteasa producida por R. miehei y que
la suplementacion del medio con lactosa inhibi6 la ac-
tividad enzimética.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion demos-
traron que bajo las condiciones empleadas, la mayor
actividad de proteasa aspartica o cuajo microbiano a
partir de fermentaciones con R. miehei CVCM 3037
(ATCC 26282), se logrd al ajustar el pH inicial del
medio basal a 4.0 con agitacion constante a 300 rpm
durante 72 h y glucosa como fuente de carbono. Por
lo tanto, puede afirmarse que los pardmetros bajo los
cuales se llevaron a cabo los procesos, influyen en la
actividad de la proteasa generada por R. miehei. La
interaccion de la velocidad de agitacion, pH inicial y
tiempo de fermentacion influy6é de forma altamente
significativa sobre la actividad enzimatica, y no hay
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correlacion lineal entre la tasa de consumo de glucosa

y la actividad enziméatica. Ademas, se observo que su-

plementar el medio con lactosa disminuy0 la actividad
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