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ABSTRACT. The present paper is related to the selection of a culture
media for the mold Mucor mihei with the purpose of obtaning a mi-
crobial rennet by a fermentative way, of possible application at the
cheesemaking industry . A first approach it is done by the selection of
the components, utilizing by-products of national industries (seven)
and the adition of complementary salts . Once that it has been selected
a culture media with good possibilities, it is done the optimization
of its composition in two steps. First through a 24 factorial it is deter-
mined the ascention line to the optimum zone after thad the optimum
in composition is determined with the aid of a 32 quadratic design .
It is concluded that the optimal composition of the culture media
corresponds with central point of the 32 plan.

RESUMEN. El presente trabajo tiene coma objeto la selecci6n de on
medio de cultivo para el hongo Mucor mihei con el prop6sito de obte-
ner on cuajo microbiano por via fermentativa de posible aplicaci6n
en la industria quesera . Se realiza primeramente la selecci6n de Ins
componentes utilizando sub-productos de industrias nacionales (siete)
y adicion de sales complementarias, una vez seleccionado un medio
con buenas posibilidades se realiza la optimizacion de so composici6n
en dos etapas : Primeramente mediante on plan factorial 24 para de-
terminar la linea de ascenso hacia la zona del 6ptimo y despues se
determina el 6ptimo de composici6n mediante on diseno cuadratico 32 .
Se concluye que el 6ptimo corresponde al punto centro del plan
cuadratico 32 .

INTRODUCCION

La enzima renina ha sido universalmente empleada para la preparation
de distintos tipos de quesos, dsta ha sido empleada bajo la forma de una
preparation cruda obtenida del cuajar de terneros lactantes que recibe
por ello el nombre .de cuajo. Sin embargo, se ban realizado intentos para
buscar un sustituto procedente de otras fuentes (Babbar y cols ., 1965)
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por dos motivos principales : escazes y alto costo y en algunos paises
como por ejemplo India e Israel por motivos religiosos . Se han buscado
sustitutos de origen vegetal, (Dastur, 1949) principalmente entre las plan-
tas del genero Ficus y Carica ; de origen microbiano, utilizando bacterias
(Srinivasan y cols. 1964) y hongos (Richardson y cols. 1967) y de origen
animal utilizando cuajares de corderos, mollejas de ayes y una forma
nueva de obtenerlo de los terneros, sin sacrificar al animal por medio
de la inserci6n de canula en el cuajar para extracr el jugo gastrico (Cis-
neros y cols., 1972 ; Cisneros, 1979) . La via microbiana por so alta produc-
tividad y relativas facilidades de proceso ha sido la clegida par nosotros .

Se empleo una cepa de Mucor mihei con caractr-isticas de produccion en
cultivo superficial ya estudiadas (Chavez, 1972) para la cual se decidi6
buscar el medio mas apropiado para el cultivo sumergido y realizar la
optimization de so composition .

Este trabajo se realiza a traves de los metodos del diseno Factorial (Ko11-
ner, 1971) primeramente como un plan factorial 2n para determinar la
linea de ascenso hacia la zona del 6ptimo y despues con un diseno cua-
dratico 3n para determinar el optimo .

MATERIALES Y METODOS

La actividad coaguladora (Berridge, 1955 y Follmann, 1966) se determine
inoculardo 1 ml de la solucion enzimatica en 10 ml de solucion al 12%
de leche en polvo descremada, suplementada con CaC1 s 0,01 M., en un
tubo de ensayo rotando a 8 r .p.m. con una inclinac16n de 30ó y sumergido
en on bano de agua a 35 á 0,1óC . El tiempo de coagulaci6n (en minutos)
se determina por la aparici6n de los primeros floculos, la prueba se rea-
liza por triplicado, la solucion enzimatica se ajusta por medio de dilu-
ciones de modo tal que el tiempo de coagulation suede en el rango de
2-6 minutos .

Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 500 ml conteniendo 100 ml
de medio, esterilizados a 120óC por 20 minutos, agitados en zaranda rota-
toria a 260 r.p.m. durante 6 dias y a una temneratura de 32óC .

Los cultivos se inocularon con 1 ml de una solucion de esporas de la cepa
Mucor mihei preparada del modo siguiente : La cepa fue inoculada en
tunas de agar-malta,incubada a 32óC durante 3 dins (hasta esporulacion)
al cabo de los cuales se anade al tubo de cultivo 10 ml de soluci6n es-
teril de Tween -80 0,01 M raspandose el micelio con el asa de platino
y agitando para lograr la suspension de esporas .
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TABLA I

Pruebas previas para la selecci6n de los componentes del medio. Se
presenta la act .vidad coaguladora promedio de las tres replicas y el pH

final del cultivo

Na9SO4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
KH2PO, 0,3 - 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Urea 0,6 0,6 0,8 - 0,6 - - - -
so, (NH,), 0,2 0,2 - 0,8 - 0,2 0,8
CO3Ca x X X X X X X - - 0,5
Harina de
trigo 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Salvado
de trigo - - - 10,0
Salvado
de arroz -
Suero
de leche - 100 100 100
Suero de
leche (d) - - - -
Harina
de maiz - 3,0
Harina
de soya - - - - -
Agua (dest .) 100 100 100 100 100 100 100 - 100
Caseina 2,0 - - - - -
Actividad
coaguladora 6,95 0,47 0,29 0,00 4,11 0,23 2,76 8,80 5,15 6,55 4,00
pH final 7,65 7,80 8,35 8,10 2,80 8,10 2,50 8,15 4,15 4,87 6,40
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TABLA II

Pruebas previas para la selecci6n de los componentes del medio. Se pre-
senta la actividad coaguladora promedio de las tres replicas y el pH final

del cultivo

Componentes (g)
Na2SO4 0,1 0,1 - - 0,1 0,1
KH2POy 0,3 0,3 0,3 0,3
SO3(NHq) 2 - 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
CO3Ca 0,5 - - - 0,5 -
Harina
de trigo - - 2,0 2,0 2,0 -
Salvado
de trigo 10,0 - 2,0 2,0 2,0 2,0 - 2,0 - - 2,0
Salvado
de arroz - 5,0 5,0 2,0 5,0 10,0 - -
Suero de
leche - 100 100 100 100 - 100 100 100
Suero de
leche (d) - - 100 100 - -
Harina
de maiz 3,0 - - - - - -
Harina
de soya 3,0 - - - - - - -
Agua (dest .) 100 - - - - 100 - - -
Actividad
coaguladora 2,54 2,10 5,20 5,50 11,4 7,40 13,2 5,50 1,13 4,10 2,00
pH final 6,5 4,1 6,2 6,0 4,7 4,9 4,65 5,9 7,8 2,3 6,75
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TABLA III

Pruebas previas para la seleccion de los componentes del medio . Se pre-
senta la actividad coaguladora promedio de las tres replicas y el pH

final del cultivo

1 93

X = saturaci6n

Componentes (g)

Na2SO4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

KH2PO4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Urea - - - -

S04(NH4 ) 2 0,8 0,8 - 0,8 - 0,8 0,8

C03Ca x 0,5 0,5 0,5 - 0,5

Harina de trigo - - -

Salvado de trigo 10,0 10,0 - - 2,0 2,0

Salvado de arroz - - - - -

Suero de leche - - -

Suero de leche (d) - - - - - -

Harina de maiz 3,0 3,0 3,0 -

Harina de Soya - 3,0 3,0 - 3,0 -

Agua (dest.) 100 100 100 100 100 100 100

Actividad 2,0 18,8 2,93 2,0 13,5 2,36 4,50
Coaguladora .

pH final 6,75 6,6 8,0 7,45 6,10 7,2 6,8
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TABLA IV

Composicion de los medios de las corridas experimentales . Se presenta
el mimero de orden en el plan experimental 2 44 la composiciín de los
medios en g por 100 ml de medio y el orden de realizacion de las corridas

No. del experimento X, X, X3 X,,
Orden de
corrida

I 8,0 0,6 0,0 0,0 12

II 12,0 0,6 0,0 0,0 8

III 8,0 1,0 0,0 0,0 2

IV 12,0 1,0 0,0 0,0 7

V 8,0 0,6 0,2 0,0 16

VI 12,0 0,6 0,2 0,0 1

VII 8,0 1,0 0,2 0,0 3

VIII 12,0 1,0 0,2 0,0 9

IX 8,0 0,6 0,0 0,6 13

X 12,0 0,6 0,0 0,6 5

XI 8,0 1,0 0,0 0,6 11
XII 12,0 1,0 0,0 0,6 14

XIII 8,0 0,6 0,2 0,6 15
XIV 12,0 0,6 0,2 0,6 6

XV 8,0 1,0 0,2 0,6 10
XVI 12,0 1,0 0,2 0,6 4
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Los cultivos se sometieron a centrifugation a 6000 r.p.m . 20 minutos
para la separation del salvado de trigo y el micelio .

El trabajo se desarrollo segun un diseflo estadistico de un plan factorial
2' seguido de un diseno cuadratico 3 2 .

Se determine este plan 2' en base a pruebas previas que se realizaron
para la selection de los componentes del medio cuyos resultados se
muestran en las Tablas I, II y III de las cuales se tome el medio que
mejores resultados dio, este tiene cuatro componentes :

X, = Salvado de trigo	10 g

Xs = SO4 (NH4)2	 0,8 g

X3 = SO4Na2	 0,1 g

X} = PO4H2K	 0,3 g

Se toma este como centro del plan factorial 2' . Como este plan considera
dos niveles para cada variable tomados a ambos lados del valor que esta
tiene en el punto central y que se codifican como -1 y +1 es necesario
designar un modulo para cada variable .

TABLA V

Matriz del plan cuadratico 32

-I -1 I
0 - 1 II
I - 1 III

-1 0 IV
D- 0 0 V

1 0 VI
-1 1 VII

0 1 VIII
1 1

	

~ Ix
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Para SO4Na2 y PO4KH2, -1 se tomo igual a cero y de ahi se determinaron
sus modulos, para salvado de trigo se tomo un module , igual a 2 y para
SO4 (NH 4)2 igual a 0,2 .

El orden de realizacion de las corridas se eligio aleatoriamente como se
muestra en la Tabla IV .

Con los resultados del plan 2 4 se procedi6 a disenar las corridas del
plan 3 2 , es decir de dos variables en tres niveles . En este caso los niveles
codifican como : -1, 0 y +1 (Tabla V) .

Siendo el diseno de la composicion de los medios de cultivo como se
muestra en la Tabla VI .

TABLA VI

Composici6n de los medios de las corridas experimentales segtin el plan
cuadratico 32, en gramos por 100 ml de medio de cultivo

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla VII se presentan los resultados de las corridas del plan 24

Determinaciones de actividad enzimatica de cada uno de los triplicados,
la actividad promedio, varianza y desviacion standard en cada triplicado .
Los coeficientes del polimonio se obtuvieron mediante la aplicacion de
la expresion :

Xl X2 X3 X4

I 6,0 1,2 0,2 0,6

11 7,0 1,2 0,2 0,6

III 8,0 1,2 0,2 0,6

IV 6,0 1,3 0,2 0,6

V 7,0 1,3 0,2 0,6

VI 8,0 1,3 0,2 D,6

VII 6,0 1,4 0,2 0,6

VIII 7,0 1,4 0,2 0,6

IX 8,0 1,4 0,2 0,6
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= [X'X]-'X'Y

Donde :

ñ

	

= matriz de las variables independientes del plan factorial (ampliada)

Y = matriz de los resultados experimentales (columna No . 5 de la Ta-
bla VII) .

y = 22.98 -2.90X, +3,89X 2 +0,95X3 -0,22X4 -0,82X,X2 -0,05X,X3
-4,39X,X4 -1,04X2X3 +0,66X2X4 +1,17X3X4 +0,33X,X2X:,
-1,64X,X2X4 1-1,58X,X:3X4 +0,17X2X3X4 +2,12X,X2X3X4

Por un analisis de varianzas se determina el error experimental :

(S 2)plom. = 11 .85

ñ

	

= error de los coeficientes

ñ

	

_ [(S2)/16]" = 0,86

1para un 95% de confianza E = 0,86 X 2 = 1,72

Este error experimental es usado para discriminar los coeficientes no
significativos quedando el polinomio simplificado a :

y = 22,98 -2,90X 1 +3,98X2 -4,39X,X4

Del analisis del polinomio se concluye que la variacion del contenido de
PO4H2K y SO4Na2 no tienen significacion al menos para los modulos
usados. Aunque existe una fuerte interaccion entre X, y X4 esta se toma
en consideracion trabajando con el valor mayor (0.6) de la variable X4,
luego el proceso de optimizacion se puede realizar segiin un diseno cua-
dratico en dos variables en un punto determinado por la linea de ascenso
que dice que se debe disminuir la concentracion de salvado de trigo y
aumentar la de S04(NH 4 ) 2 expresado a traves del coeficiente negativo
de X, (salvado de trigo) y positivo de X2 (Sulfato de amonio) .
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TABLA VII

da la pendiente de la linea de ascenso (Fig . 1)

Como la linea de ascenso, da la direction hacia la zona donde se debe
buscar el optimo, para mayor facilidad en los calculos se toma la pen-
diente como -1 en lugar del valor calculado de -1,34 .

El diseno de la composition de los medios siguiendo estos criterios se
muestra en la Tabla VI .

El calculo de los coeficientes y del error experimental para cada punto
da los resultados siguientes :

Resultados de las corridas del plan 2'

No . Actividad coaguladora U/ml Prom . S2 S

I 20,00 16,85 18,75 18,46 2,86 1,69

II 22,70 23,20 12,61 19,50 35,70 5,97

111 19,00 24,00 23,40 22,13 7,45 2,73

IV 33,60 33,60 3,15 33,60 0,00 0,00

V 25,00 15,80 19,60 20,13 21,37 4,62

VI 24,00 20,70 20,70 21,80 3,63 1,90

VII 28,30 21,20 28,90 26,13 18,34 4,28

VIII 28,69 24,44 18,50 23,87 26,19 5,11

IX 15,60 23,87 17,93 19,13 16,86 4,10

X 9,70 12,80 11,35 11,28 2,41 1,55

XI 41,00 - 38,60 39,80 2,88 1,69

XII 10,30 13,80 12,84 12,31 4,37 2,09

XIII 20,70 29,10 31,05 26,95 30,24 5,50

XIV 14,48 13,32 18,56 15,45 7,57 2,75

XV 35,20 33,50 - 34,35 1,44 1,20

XVI 19,50 25,50 23,40 22,80 9,27 3,04

La razon X2/X, = 3,89/-2,90 = -1,34
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bo = 37,18 zt: 7,66

b, = 5,35 -á- 2,30

b2 = 2,27 --* 2,30

b1 , _ - 14,34 á 6,90

b22= 7,97 á 6,90

b,2-2,07-3,45

Siendo el polinomio complete :

y = 37,18 -5,35X -2,27X 2 -14,34XI -7,97X2 + 2,07X,X2

Discriminando los coeficientes no significativos en base al error experi-
mental en cada punto el polinomio queda simplificado a :

y = 37,18 -5,35X, --14,34XI -7,97X2

Derivando con respecto a X, y X 2 e igualando a cero para el optimo
obtenemos :

ay = -5,35 -26,68X, = 0ax,
de donde :

XI = - 0,186

aY = - 15,94X2 = 0axe

de donde :
X2 = 0

CONCLUSIONES

Al analizar los resultados de la derivacion del polinomio simplificado se
pueden hacer las conclusiones siguientes :

X2 = 0 indica que la concentracion de S04(NH4) 2 no debe ser distinta
a la que tiene el punto central del plan factorial (0,0) .

X, = 0,186 indica que la concentracion de salvado de trigo debe ser dis-
minuida del valor que tiene en el punto central, pero en una magnitud
muy pequena.
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En base al error experimental que se obtiene en la realizaci6n de este
trabajo se puede tomar como valor 6ptimo de la composici6n del medic ,
de cultivo el que presenta el punto centro del plan 32 es decir :

X, = 7,0 g (salvado de trigo)

X2 = 1,3 g (S04(NH4)2)

X3 = 0,2 g (SO4Na2)

X4 = 0,6 g (KH2PO4)

y = 40,4 á 4,80

C,

	

x 2

+

	

x,

Fig. 1. Linea de ascenso acelerado. X,= Salvado de trigo, X,= S0 4 (NH,) 2
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TABLA VIII

Resultados de las corridas del plan cuadrdtico 3 2
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