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C A P 1 T U L O 1 

lllTllODUCCIOK 

La investigación relacionada con enzimas ea muy importante 

dentro de la biotecnologia debido a sus múltiples aplicaciones. 

La mayoria de éstas se deben a la especificidad de substrato que 

presentan. Su empleo es amplio dentro de la industria 

alimenticia debido principalmente a que no generan subproductos 

tóxicos. 

Las enzimas se obtienen de gran variedad de 

microorganismos, como bacterias y hongos, ya sean levaduriformes 

o filamentosos. Existen, para ello, técnicas de selección y 

aislamiento de organismos interesantes y una vez que se tiene 

la cepa pura, pueden aplicarse métodos de mejoramiento en cuanto 

a producción y purificación del producto. Algunos ejemplos de 

microorganismos productores de enzimas 

importantes ae presentan en la Tabla l. 

comercialmente 

Los microorganismos se utilizan para producción de enzimas 

por diversas razones y ventajas con respecto a organismos 

superiores (plantas, animales). Algunas de ellas son (Faith, et 

al, 1971): 

a) Facilidad de manipulación 

b) Se requiere relativamente de poco e&pacio para su cultivo. 

c) Pueden optiaizarse los medios de cultivo y aumentar la 

producción. 

d) Se puede mejorar la producción por ingenieria genética o 

mutagéneaia. 

7 



Tabla 1 Kicroorganis111os productores de enziaas importantes 

Kicroorganis1110 

Aspergillus niger 

A. oryzae 

Bacillus cereus 

B. coagulans 

B. stearothermophilus 

B. subtilis 

Coniothyrium diploidiella 

Endomycopsis f ibuliger 

Geotrichum candidum 

~1ebsie11a aerogenes 

Lactobacillus brevis 

Penicillium sp. 

P. chrysogenum 

P. citrium 

Pseudomonas sp. 

Rhizopus sp. 

R. niveus 

Saccharoayces cerevisiae 

Sclerotina libertina 

Streptococcus sp. 

Streptomyces fradiae 

s. griseus 

Trichoderaa koningi 

Enzima• 

glucoamilasa, proteasa, 
glucosa oxidasa, pectinasa 

proteasa, pactinasa 

penicil inasa 

glucosa isomerasa 

aailaaa 

aailasa, proteasa, 
penicilinas&, 
5'-fosfodiesterasa 

pectinas a 

a111iloglucosidasa 

lipasa 

histidasa 

glucosa isomerasa 

dextranasa 

glucosa oddasa 

5'-fosfodiesterasa 

oxigenasa de triptofano 

lipasa 

aailoglucosidasa 

invertasa 

pectinasa 

estreptoquinasa 

queratinasa 

proteasa,5'-fosfodiesterasa 

calulasa 
ttoa•do d• llhnq 1 •t. •l. 1179¡ lall•J r 0111•• 1986 1 

8 



l. REGULACION DE LA BIOSillTESIS DE ENZIMAS. 

La regulación de la biosintesis de metabolitos es muy 

importante para la supervivencia del organismo, ya que permite 

que en un momento determinado, solamente estén presentes las 

enzimas necesarias y en la cantidad adecuada. Esto lo logran 

debido a mecanismos regula.torios sensibles a la presencia o 

ausencia de ciertos compuestos en el medio, los cuales 

provocan una respuesta a las condiciones dominantes en sus 

alrededores. 

Existen varios modos que explican cómo puede funcionar la 

regulación de la biosintesis de metabolitos en las células 

(Britz y Demain, 1985). 

1.1. INDUCCION. 

La inducción enzimática puede definirse como un aumento 

relativo en la tasa de sintesis de una enzima especifica, debido 

a la presencia de una sustancia conocida como inductor. Este 

mecanismo permite una rápida síntesis de la enzi•a en el momento 

en que se necesita. La mayoría de los inductores son substratos 

de enzimas catabólicas. 

El ejemplo mejor conocido de inducción es el operón de 

lactosa de Escherlchla coll, estudiado por Jacob y Monod (1961). 

En este caso, el producto del gen regulador es una proteina que 

interfiere con la transcripción, es decir, la reprime. Sin 

embargo, en presencia del inductor, que ea la lactosa, la 
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proteina represora pierd• su afinidad por la region del operador 

debido a que •U unión con su unión con dicho inductor provoca 

cambios conformacionales que le impid•n unirse al operador. La 

consecuencia es que la AR!I poliurasa ya no encuentra 

obstrucciones en el gen operador y puede por lo tanto 

transcribir la enzima, qua a su vez permita utilizar la lactosa 

como fuente de carbono. cuando baja la concentración del 

inductor, la proteina r•presora vuelva a unirse al operador y se 

detiene la sintesis de la enzima, aunque las ya presentes siguen 

activas. (Figura 1) 

Las inductores pueden ser substratos, productos o anAlogos 

estructurales del substrato, (Tabla 2) 

Para evitar que un microorganismo requiera de inductor, se 

pueden obtener mutantes en al· sistema regulatorio (represor u 

operador no funcionales) que ••rian entonce• mutantes 

constitutivas. 

1.2. REPRESION POR NUTRIENTES. 

a) Represión Catabólica por Fuente da carbono. 

Este tipo de regulación se presenta cuando hay mAs de una 

fuente de carbono en el medio, y alguna de ellas as mAs 

fAcilsente asimilable que las desAs. La c6lula produce 

las enzima• necesarias para utilizar esta fuente de carbono, 

mientras que las otras rutas estAn reprimidas, hasta que se 

agot• del medio la fuente fAcilsante asimilable. 

Generalmente, aat• efecto es provocado por la glucosa, de 

ah1 que anterioriaente •a le conocia coso efecto glucosa. 

10 



----O;itto-· 

Ao:< IP:·_·_·_·_-_cg_:il l"lflÍilM,Jls, __..___s,~i _s, ...._! 

.. ,~·- .!!!!!C_Y :::~ ..... 
------ O::c·c~. -----

AD?; ~:::.-::~,.iJ 5, 1 S: 1 S, 1 

ro;:resor ªºti7~' ;~~:as - - -¡--¡.- ¡-:r!rioción 
······~ ~ -

represor 
inactivo 

inductor ARh'm 

¿;z 1 j l· .traducci6n 
~~~ 

FIGURA 1. Control negativo de la slnlesis enzirnálica por 
inducción. (Tomado de Brilz y Demain., 1985). 
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Tabla 2. Eiemolos de inductores de enzimas. 

Inductor Enzima 

a) Substrato 
almidón,deKtrinas amilasa 
urea ureasa 
sacarosa invertasa 

b) Productos 
maltosa,isomaltosa glucoamilasa 
isomaltosa dextranasa 
acidos grasos lipasa 
acido urocánico histidasa 

e) Análogos estructurales del substrato 

Análogo Substrato Enzima 

isopropi1-a-tiogalact6sido lactosa a-galactosidasa 

meticilina bencilpcni- penicilina-a-
cilina lactamasa 

acido malónico ácido malto-cis-
maleico trans-isomerasa 

N-metilacetomida acetomida amidas alifática 

D-tirosina:D-fenilalanina L-tirosina tirosinasa 

soforosa celulosa celulasa 
lToudo de Wani¡ 1 •t. al 1979) 
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Sin el?lbarqo, esto depende del microorganismo en cuestión, ya que 

en ocasiones existen otras fuentes de carbono que reprimen a la 

ruta de degradación de la glucosa, como es el caso del citrato 

en Pseudomonas aeruginosa (Britz y Demain, 1985). 

El mecanismo general de la represión catabólica en 

bacterias entéricas es el siguiente (Figura 2): 

Al aumentar la concentración de glucosa, disminuye la de l\MP 

ciclico (AMPc) el cual interviene en la sintesis de algunas 

enzimas: además es necesario para la sintesis del ARN mensajero 

de todos los operones inducibles. El AMPc se une a una proteina 

conocida como CAP (proteina activadora del catabolito), la cual 

presenta cambios alostéricos que le pet'Jlliten unirse al promotor 

del operón: aumenta su afinidad por la ARN polimerasa y por lo 

tanto, permite la síntesis de las enzimas. Al disminuir la 

concentración del AMPc, baja consecuentemente la del complejo 

CAP-AMPc y por lo tanto, no hay transcripción de los operones 

sensibles. (Loomis y Magasanik, 1964) 

La represión catabólica puede evitarse si no se utiliza la 

fuente de carbono que provoca la represión, o bien, a través de 

la adición de ésta en cantidades limitadas con cultivos 

alimentados. Otra forma es el aislamiento de mutantes 

resistentes a la represión. Por aj emplo, se ha reportado la 

obtención de mutantes insensibles a represión por glucosa para 

la sintesis de a-amilasa por la levadura Lipomyces kononenkoaee 

(Van Uden, et al, 1980). 
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(4 



Existen diversos ejemplos de enzimas sensibles a represión 

catabólica (Tabla 3). 

En Cephalosporium sp, la sintesis de proteasas es sensible 

a la adición de qlucosa cuando el crecimiento es en medio 

complejo. La disminución de la sintesis de proteasas es 

proporcional a la concentración de qlucosa añadida. Una vez que 

se agota la qlucosa, se inicia de nuevo la producción de 

proteasas. Al agregar cicloheximida, que es un inhibidor de 

síntesis de proteínas, no se detectó aumento en la concentración 

de enzimas y por lo tanto, se llegó a la conclusión de que la 

sintesis de proteasas es de novo. (Tsuchiya y Kimura, 1984). 

Estos mismos autores reportaron también que la polipeptona 

reprime la síntesis de proteasas, yaque éstas se forman hasta 

que se agota la polipeptona y la glucosa del medio (Kimura y 

Tsuchiya, 1982). 

La adición de glucosa a cultivos de Candida maltosa que han 

agotado los nutrientes del medio,provoca inactivación catabólica 

de las enzimas que intervienen en la ruta gluconeoqénica de los 

n-alcanos. La concentración de glucosa adicionada fue del 2t. 

Intervienen en este efecto el AHPc y la fructosa-2,6-bifosfato. 

(Polnisch y Hofmann, 1989). 

En Neurospora crassa, la presencia de glucosa o sacarosa a 

niveles mayores del 2\ reprimen la sintesis de proteasas hasta 

un 86\ aunque el crecimiento aumenta un 20\. En este caso, la 

adición de AHPc no relaja la represión (Orucker, 1972). 
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Tabla 3. Rapreaión catabólica de anzima•. 

Enzima 

a-amilaaa 

celulasa 

celulasa 

protaasa 

proteasa 

amiloqluco­
sidasa 

invertasa 

metilen-
h idroxidasa 

orqanbmo 

Bacillus stearothermophJJus 

Trichoderma viridae 

Pseudo1110nas florescens 
var. cellulosa 

Bactllus megaterium 

candida l!polytica 

Endomycops!s b!spora 

Neurospora crassa 

Arthrobacter •P· 

16 

FUente de carbono 
represora 

fructosa 

qlucosa,9licerol 
almidón,celobiosa 

9alactosa,9lucosa 
celobl.osa 

qlucosa 

qlucosa 

almidón, mal tosa 
qlucosa,9licerol 

manoaa,glucosa, 
fructosa, xilosa 

acetato 



En una mutante de Aspergillus niger auxatrófica para adenina, 

la presencia en el medio de azllcares como glucosa, fructosa y 

xilosa, reprime proteasa y poligalactouronasa. La represión 

catabólica de la proteasa se presenta a nivel de la 

transcripción mientras que la de la poligalactouronasa se 

presenta en la traducción (Shinmyo, et al, 1978). 

La represión catabólica también puede presentarse en 

sintesis de metabolitos secun~arios (Tabla 4). 

De acuerdo con los estudios de Maqasanik (1961), la 

represión de la biosintesis de metabolitos puede deberse a: 

-Exclusión del inductor. En experimentos con Escherichia col!, 

se adicionó glucosa e inductor (TMG, que es el metil-~-D­

tiogalactósido) y no se obtuvo sintesis de ~-galactosidasa ni de 

~-galactopermeasa. Sin embargo, si las células se ponian en 

contacto con el inductor quince minutos antes de agregar la 

gluosa, si habia sintesis de enzimas, la concentración de éstas 

llegó a ser aproximadamente la mitad de la obtenida en el 

control sin glucosa. Estos experimentos sugieren que el inductor 

entra aunque esté presente la glucosa, siempre y cuando haya 

permeasa. 

La glucosa aparentemente interfiere con la entrada del 

inductor a las células cuyo contenido de permeasa ea bajo. La 

inhibición de la sintesis de las enzimas puede evitarse, •i se 

aumenta el nivel del inductor o la permeasa a trav6s de 

inducción en ausencia de glucosa. 

-Represión transitoria. Al adicionar glucosa a una 

concentración de 10 mM a E. col1 cultivada en glicerol y 
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Tabla '· Metabolitos secundarios sensibles a represión 
catabólica, 

organismo Antibiótico Fuente de Carbono 
Represora 

Streptomyces actinomicina glucosa 
antibfoticus 

s. clavuligerus cefamicina e glicerol,almidón 

s. niveus novobiocina citrato 

s. griseus estreptomicina glucosa 

Penicillium penicilina glucosa 
chrysogenum 

(To•ado de Wen;, •l •l, 1979¡ Lebrlhl, el al, 1988) 
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expuesta a o .s mM de isopropil-11-D-tioqalactóaido (IPl'G), se 

observó una inhibición fuerte pero temporal de la formación de 

¡¡-galactosidasa. Durante esta inhibición, cuya duración es 

variable y dependiente de la cepa, la tasa de crecimiento 

aumentó ligeramente, lo que indica que la glucosa no afecta la 

totalidad de la s1ntesis proteica, sino espec1ficamente la de la 

enzi~a. Después de que el efecto de la represión termina, los 

niveles de sintesis de la enzima lleqaron a ser de 

aproximadamente la mitad del control, carente de glucosa. 

Existen otros compuestos además de la glucosa capaces de 

ejercer un efecto de represión transitoria al añadirse a células 

cultivadas en otra fuente de carbono. Por ejemplo, los análogos 

de glucosa como la 2-deoxiglucosa y el a-metilglucósido reprimen 

transitoriamente a la ¡¡-galactosidasa de la cepa silvestre, lo 

que demuestra que el efecto es provocado por la glucosa per se 

ya que los análogos no son metabolizables. 

con 

Probablemente, 

el sistema 

la represión transitoria esté relacionada 

de fosfotransferasas. Este sistema es 

indispensable para que algunos carbohidratos entren a las 

células de algunos microorganismos (Postma, 1987; Romano, 1986). 

Cuando hay mutaciones en este sistema la sensibilidad a la 

represión transitoria se afecta. La parte menos esclarecida de 

este fenómeno es la liberación del efecto. Se sabe, sin 

embargo, que todas las células de la población son sensibles a 

la represión transitoria y que todas se liberan del efecto 

al mismo tiempo (Tyler y Magasanik, 1969). Las enzimas 

sensibles a este tipo de represión son inducibles y tienen 
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funciones catabólicas. Algunos ejemplos da ellas son: 

la 13-galactosidasa, la permeasa y la tranaacetilasa del operón 

de lactosa de E. coll, la triptofanasa y la D-serina desaminasa. 

El efecto de la represión transitoria es liberado si se aliade 

AMPc al momento del inicio de la transcripción. 

b) Represión catabólica por fuente de nitrógeno. 

En este caso, se presenta represión de enzimas que actúan en la 

asimilación de substratos nitrogenados en presencia de altas 

concentraciones de amonio o de compuestos orgAnicos nitrogenados 

fácilmente asimilables. Algunos ejemplos de enzimas sujetas a 

este tipo de control son las proteasas, amilasas, ureasa }• 

enzimas degradadoras de aminoácidos (Mora y Lara, 1988) 

c) Represión por fósforo. 

La concentración de fósforo puede reprimir la bios1ntesis de 

algunas enzimas, princi_palmente si se encuentra presente como 

ortofosfato. Un ejemplo de enzimas reguladas por fosfato, lo 

constituyen las nucleasas y las fosfatasas. 

l. 3, RETRORREGULACION. 

La bios1ntesis de enzimas que intervienen en la fonnación 

de amino4cidos, nucleótidos y vitaminas esta regida por 

retrorregulación. Este mecanismo funciona a dos niveles 

distintos, que son: a nivel de la actividad de la enzima y a 

nivel de la s1ntesia de la enzima. En el primer caso, se le 

20 



conoce como retroinhibición y en el segundo como 

retrorrepresión. 

a) Retroinhibición. 

En este mecanismo, el producto final de una ruta biosintética, 

al acumularse hasta cierta concentración umbral, afecta a 

algunas enzimas de la ruta (generalmente, a la primera) y le 

provocan cambios contormacionales que reducen su actividad (la 

inhibe) y por lo tanto, no hay mayor acumulación del producto 

final ni ele los intermediarios. 

Las enzimas que intervienen en este tipo de regulación 

reciben el nombre de alostéricas: presentan dos sitios 

importantes, uno delos cuales reconoce al substrato y el otro al 

producto (que constituye el inhibidor). Al unirse el 

inhibidor, provoca que la enzima cambie conformacionalmente y 

como consecuencia, cambia también el sitio activo y ya no 

reconoce al substrato. 

b) Retrorrepresión. 

El producto final de la ruta biosintética actüa como un 

correpresor que al unirse al aporrepresor (proteina producto del 

gen regulador) constituyen un represor funcional que reconoce el 

sitio operador e impide que la ARN polimerasa transcriba los 

genes para sintesis de las enzimas. Este mecanismo se presenta, 

por ejemplo, en las rutas biosintéticas de las vitaminas, que se 

requieren en cantidades muy pequeñas. 
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Generalaente, la retrorrequlación se ve complicada debido a 

la presencia de rutas raaificadas. Sin embargo, esto se 

resuelve por •edio de: 

-Isoenzimas. Son enzimas que catalizan la misma reacción pero 

que son sensibles en diferente grado a la inhibición y/o 

represión provocada por el producto. Un ejemplo de este tipo de 

regulación se presenta en la s1ntesia de la familia dol 4cido 

aspArtico. 

-Requlación concertada. En este caso, se necesita la presencia 

de mAs de un producto para provocar la inhibición y/o represión 

de la enzima. La presencia de un •olo producto en exceso, 

provoca un efecto débil. 

-Regulación acumulativa. Cada producto ejerce un efecto 

inhibitorio o represor, pero se necesitan todos los productos en 

exceso para que el efecto sea total. Por ejemplo, en E. coli la 

glutaminaintetaaa eatA regulada por ocho productos diferentes. 

Las t6cnicas •A• eapleadas para relajar la retrorregulación 

son evitar la acumulación del producto hasta la• concentraciones 

umbrales o bien aislar mutantes resistentes a la 

retrorregulación. 
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2. LAS LIPASAS. 

Las lipasas son enzimas pertenecientes al grupo de las 

hidrolasas; su !unción es la catUisis de la hidrólisis de 

triacilgliceroles insolubles en agua, y sus productos son ácidos 

grasos libres, diacilgliceroles, monogliceroles y glicerol. La 

reacción es reversible y se representa esquemAticamente asi: 

lrl.acll 
8
2° dlacll;llc•rol 

8
2° 90noacll;llc.,.ol_~~~-- 9llc:rol 

;llcero;-¡¡;o-- tn~: • ;rHo -H;o-- TiL~: vraao "2° Ul:: ;rHo 

Estas enzimas se consideran glucoproteinas Acidas y actúan 

principalmente sobre triacilgliceroles de ácidos grasos de 

cadena larga; atacan los enlaces éster en la interfase entre el 

substrato insolube y el agua. su peso molecular varia entre 

20,000 y 60,000 daltones y contienen entre 2t y 15 t de 

carbohidratos (principalmente, residuos de manosa), 

Hammond, 1985), 

(Macrae y 

El intervalo de pH donde pueden actuar las lipasas, es 

bastante amplio y depende del organismo del cual provienen. Por 

lo general, es entre 5 y 9, y el óptimo es entre 6 y 8. Casi 

nunca necesitan de cofactores y son estables en solución acuosa 

a temperatura ambiente. 

La distribución de las lipasas es amplia (Desnuelle, 

1972), •e presentan en: 

a) Animales: en el tracto digestivo (secretadas por órganos 

especializados como el p&ncreas) , en tejidos de mami!eros (de 

corazón, cerebro, musculo, ri~ón, etc.), tallbi6n se presentan en 
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la leche y aparentemente, en pece• e invertebrados. 

b) Plantas: principalmente en semillas y fruto•, entre ellos, 

trigo, avena y maiz. La presencia de lipasas en plantas ha sido 

poco estudiada. 

c) Microorganismos: e11tAn bien di11tribuida11 en bacterias y 

hongos (levaduras y hongo11 filamentosos). La mayoria son 

extracelulares. Algunos microorganismos cuyas lipasas han sido 

estudiadas son: Aspcrgillus, Kucor, Penicillium, RhJzopus, etc. 

Las lipasas son enzimas interesantes para la investigación 

por diferentes razones, como por ejemplo: 

a) Las lipaaas de bacterias patógenas estAn implicadas en la 

etiologia de algunas enfermedades. 

b) Intervienen en la degradación de grasas de desechos 

domésticos e industriales. 

c) Intervienen en la descomposición de productos lácteos y 

otros alimentos que contienen gras.as. 

d) Tienen nllllerosas aplicaciones en la industria alimenticia y 

en otras debido a la especificidad de substratos que presentan. 

(Tabla 5) 

En relación con el ~ltimo punto, podemos destacar los 

siguientes usos de lipasas dentro de la industria: 

Maduración de quesos. Muchas reacciones que intervienen en el 

desarrollo de las propiedades organolépticas del queso son 

catalizada• enziaAticamente por la adición de proteasas y 

lipasas microbianas ya que aceleran el proceso. Las variedades 

de quesos con sabores fuerte• se obtienen con ayuda de un alto 

grado de lipóli•ie. Por ejemplo, el queso italiano requiere 
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Tabla 5. Usos de liDasas. 

a) Industria Alimenticia 

Maduración de quesos (italiano, azul) 
Imitación de sabores a queso, mantequilla, crema 
Ingredientes de mezclas para paatel,galletas,panqués 
Rellenos cremosos 
Aderezos de queso para botanas 
Botanas 
Aderezos de ensaladas 

b) Industria Quimica 

Resolución de mezclas racémicas de ésteres de alcoholes 
terpenos, resolución de isómeros. 

Sintesia de ésteres 
Ciencia básica y análisis: determinación de lipidos 

para propósitos clinicos. 
Transesterif icación 

c) Otros Usos 

Fórmulas de detergentes 
Encurtido de pieles 

Cruent.e1 lf•cr••• 198J; Kacr•• 'I H•••ond, 1915¡ Arnold, •t. al, 1975; 
lllara 1 1985¡ D••nualle, 1972¡ El Soda, 1986) 
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producción de 6cidos grasos de cadena corta, lo cual se logra 

convencionalmente con la adición de esterasa preg6strica. Una 

alternativa de este proceso, es añadir esterasa de Mucor m1ehe1, 

que produce queso italiano de calidad aceptable. Como el 

anterior, hay otro ejemplos de la utilidad de las lipasas y 

esterasas de diversos organiamos. 

Para la fabricación del queso azul, la lecha se inocula con 

esporas de Pen1cíllíum roquefort! o P. glaucum que 

posteriormente germinan: las lipasas liberan 6cidos grasos de la 

grasa de la leche y producen sabores deseables: estos acidos 

grasos libres act\l.an adem4s, como precursoras de las metil 

ce tonas, que le dan al queso su sabor caracteristico picante. 

P. roquefort! for11a dos lipasas, pero solamente la 6cida tiene 

importancia en la maduración del queso. 

Alqunas lipasas microbianas tienen especificidad en cuanto 

a la posición de 6cidos grasos que emplean como substrato. Por 

es especifica para la 

posiciones 1, J de 

ejemplo, la lipasa de Candída deforruns 

hidrólisis de acidos grasos en la• 

triacilgliceroles. (Macrae y Hammond, 1985) 

Debido a lo anteriormente expuesto, ae han hecho varias 

investigaciones relacionadas con las lipasas de diveros 

organiamoa. (Tabla 6). 

Los trabajos mencionados est6n relacionado• ya eea con la 

optimización de medios de cultivo para aumentar la producción de 

lipasaa, o bien, con las caracterizaciones de las propias 

enzimas. 
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Tabla 6. organismos productores de lipasas. 

Organismo 

a) Bacterias 

Pseudomonas fragi 

Bacillus sp., B. circulans 
B. licheniformis 

b) Hongos 

Aspergillus niger 

A. ..entii 

Hucor hiemalis 

H. miehei 

Penicillium roquefori 

Penicillium chrysogenum 

Rhizopus chinensis 

R. delemar 

R. japonicus 

R. nigricans 

R. oligosporus 

Syncephalastrum racemosum 
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La producción de lipa•aa por loa diferente• aicroorganismos 

depende da la coaposición del medio de cultivo (Bloquel y 

Veillet-Poncet, 1984). Por ejemplo, para el caso de 

Pseudomonas, la producción de enzima aejora si el aedio contiene 

polipeptona, harina de soya, hidrolizado de caaeina y triptona. 

Para algunos organismos, la urea y el sulfato de amonio son 

efectivos como fuente de nitrógeno; para otros, se recomienda la 

adición de aminoácidos. Los lipidos act~an de diferente manera 

seCJl}n el organismo, ya que pueden servir como inductores, como 

inhibidores o como fuente de carbono. Por ejemplo, para 

Penlcllllum chrysogenum, FUsar1um solanl y Geotrlchum candldum, 

los lipidos retrasan el crecimiento y reducen le producción de 

lipasas. En P. roquefortl, la adición de aceites inhibe la 

producción de lipeaas (Sztajer y Maliszewska, 1988). Candlda 

sp también produce menor cantidad de enzima si se agrega aceite 

de olivo; por otro lado, e, parallpolytlca aWDenta su producción 

con la edición del aismo aceite. 

Además de las condiciones del medio de cultivo, también 

influyen factores fisicos y quimicos tales como el pH, 

le temperatura, agitación, etc. 

Comercialmente, existen varias presentaciones de lipasa 

provenientes de microorganismos, de animales e inclusive de 

plantas. (Tabla 7) 
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Tabla 7 Preoaraciones comerciales de lioasas. 

Fuente de lipasas 

Alcaligenes sp. 
Achromobacter sp. 
Aspergillus niger 
Bacillus subtilis 
Candida cylindracea 

Candida lipolytica 
Chromobacterium vlscosum 
Geotrichum candidum 
Humicol lanuginosa 
Kucor miehei 
Penicilliu• camernberti 
Phycomyces nitens 
Páncreas de cerdo 

Pseudomonas a.eruginosa 
P. fluorescens 
Pseudom9nas sp. 

Rhizopus arrhizus 

R. delem.tr 

R. japonicus 

R. oryzae 
Rhizopus sp. 
Germen de trigo 

tFuenui 
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3, Rhizopus delemar. 

Rhlzopus delemar es un hongo filamentoso cuya ubicación 

ta><onómica se presenta en la Tabla 8. Pertenece al orden 

Mucorales y presenta hifas cenociticas. (Ulloa y Hanlin, 1978) 

Tabla 1. Ubicación taxonómica deRhizoous delemar 
REINO 
DIVISION 
SUBDIVISION 
CLASE 
ORDEN 
FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Fungi 
Ewsycota 
Phyco11ycotina 
Zygo11ycetes 
Kucorales 
Mucoraceae 
Rhizopus 
R. delemar 

(ruenle: Ulloa 1 '/ lhnltn, 1978) 

Se han llevado a cabo varios estudios que engloban alqunas 

caracteristicas importantes sobre las lipasas producidas por 

hongos del género Rhizopus; algunos de ellos se señalan a 

continuación. 

Tahoun y Ali (1986), comprobaron que Rhizopus delemar 

produce tres lipasas intracelulares, las cuales purificaron por 

cromatografia de filtración en gel; presentan una especificidad 

l, J de enlaces ~ster y tienen preferencia por ácidos grasos 

insaturados de cadena corta, particularmente, ácidos caprilico y 

cáprico. Tahoun, et al (1988) reportan que el acetato de plomo 

y el f luorof osf ato diisopropilico a concentraciones de 10-1 M y 

10-2 M respectivamente, actúan como inhibidores de las lipasas. 

Por otro lado, rwai y Tsujisaka (1974) hicieron estudios 

sobre caracterización de tres lipaaas extracelulares de R. 
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delemar, las cuales denominaron arbitrariamente como lipasas A, 

B y c. Las caracteristicas de éstas se presentan en la Tabla 9, 

Tabla 9 

Lipasa 

A 

B 

e 

Caracteristicas de las tres lipasas de R. delemar 

pH(actividad) pH(estabilidad) Termoestabilidad 

5.6 J.o-8.0 hasta 6o0 c 

5.6 4.0-7.0 hasta 45°c 

5.6 4.0-7.0 hasta 4sºc 
(Fuenle: 1 •• J ' TsuJl••ll•• 1974) 

Posteriormente, Iwai y Tsujisaka (1974), demostraron que 

las lipasas B y e son la misma enzima, es decir, que son 

interconvertibles, y dependen de la presencia o ausencia de 

fosfolipidos en el medio, ya que la C se convierte en B cuando 

interacciona con ellos. No se sabe si la interacción con los 

fosfol1pidos se da dentro o fuera de la célula. Por otro lado, 

la enzima A si fue considerada como una proteina diferente. 

Iwai, et al (1979) e Iwai, et al (1980) reportan que la 

estructura de la lipasa e se modifica por asociación a 

fosfolipidos y, ademAs, hay un aumento en la actividad 

enzimAtica. Shimada, et al (1981) y Shimada, et al (1983) 

llevaron a cabo estudios sobre la reversibilidad de la 

asociación de la lipasa de R delemar con fosfatidilcolina, as1 

como también sobre su actividad, que aumenta cuando el 

fosfol1pido estA presente en el medio. 

Iwai y Tsujiaaka (1974) probaron diferentes fuentes de 
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carbono al 2t y no encontraron diferencias eic¡¡nificati vas en 

cuanto a la producción de las lipuaa. Entre las fuentes 

probadas, se encuentran glucosa, galactosa, •anosa, fructosa, 

maltosa y dextrinas. 

Nabas (1988) comprobó, por otro lado, que la producción de 

lipasas por R. delemar se ve afectada por concentraciones altas 

de c¡¡lucosa (m6s del 2t) . 

Nakashima, et al (1988), examinaron el efecto de c¡¡lucosa en 

la producción de lipasas intracelulares de R. ch1nens1s y 

demostraron que la actividad lipolitica es buena cuando se 

emplean concentraciones menores del 2•, pero al aumentarla a J' 
o m6s, se observó que la actividad disminuye dr6sticamente. 

Para el caso particular de R. delemar, se tienen 

antecedentes de que la glucosa a una concentración del 4', 

ejerce un efecto negativo en la producción de lipasas, pero se 

desconoce la naturaleza del fenómeno (Espinosa, et al 1990). 

Adem6s, se hicieron pruebas con diferentes fuentes de carbono y 

de nitróc¡¡eno, y resultó que la actividad lipolitica fue mayor 

con dextrinas que con glucosa. Por otra parte, en lo que a la 

fuente de nitróc¡¡eno se refiere, R. delemar produjo bajos 

r~ndimientos de lipasas en presencia de sales inor96nicas 

(Espinosa, et al, 1990). 

Las lipasas que produce eate microorganismo son de interés 

porque confieren a substratos l6cteos sabores y aromas suaves y 

ac¡¡radablea al c¡¡usto del consllllidor local. sin embarc¡¡o, también 

produce proteaeaa; estas enzima• interfieren con la c¡¡eneración 
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de sabores, ya que producen notas &ar<J••· Por lo tanto, ee 

conveniente optimizar por un lado la producción de lipasas y por 

otro, disminuir la de proteasas. 
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CAPITULO II 

011.TETIVOS Y ESTRATEGIA 

1 OBJETIVO GENERAL. 

Caracterizar el efecto negativo que ejerce la glucosa en la 

producción de lipasas por Rhízopus delemar en fermentación 

sU111ergida. 

2 OBJETIVO PAJtTICULAJI., 

Identificar si el efecto negativo de la glucosa se debe a 

un fenómeno de represión, ya sea catabólica o transitoria, 

o a inhibición. 

3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

a) Corroborar el efecto negativo de la glucosa al probar 

altas concentraciones de la misma. 

b) Probar adiciones de glucosa a diferentes tiempos para 

conocer la cinética en cuanto a producción de lipasas y 

de proteasa•. 

c) cuantificar el consumo de glucosa por parte del 

microorganismo con el objetivo de llegar a una posible 

estrategia con cultivos alimentados. 
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d) Probar el efecto de un análogo de qlucosa no 

metabolizable en la cinética de producción de lipasas y 

proteasas para definir si es o no la molécula de glucosa 

per se la erectora del fenómeno. 

e) Para definir si el fenómeno es o no inhibición, se 

probarán varias concentraciones de glucosa in vitro. 

e) Probar el efecto de un inhibidor de sintesis de proteinas 

en las actividades lipolitica y proteolitica para definir 

si se trata de una represión. 

f) Diseñar un medio quimicamente definido para probar si el 

efecto neqativo de la qlucosa detectado en medio completo 

se mantiene. 
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1 CEPA. 

CAPITULO IU 

llETODOS 

La cepa de Rh!zopus deleinar CDB HJlJ que se utilizó en este 

trabajo, provino de la colección del Caparlo del Departamento de 

Biotecnoloqia del CINVESTAV, del Instituto Politécnico Nacional. 

La conservación de la cepa se hizo en tubos de agar 

inclinados, con medio de patata-dextrosa-agar (PDA de DIFCO), 

cubiertos con aceite de parafina estéril (Si9111a), sellados con 

parafilm y mantenidos a 4°C. Se hicieron resiembras cada seis 

meses aproximadamente. 

2 MEDIO DE CULTIVO, 

El medio completo de cultivo empleado en todos los 

experimentos fue el medio O descrito por Celerin y Fergus (1971) 

suplementado con casaminoácidos. 

si<]Uiente: 

su formulación es la 

Compuesto 

Glucosa (Baker) 

Casaminoácidos (Merck) 

Nitrato de potasio (KNO>, Baker) 

Sultato de magnesio (MgSO• 7H20, Baker) 

Fosfato dibásico de potasio (X2HPO•, Baksr) 

Solución de elementos traza' 

Aceite de olivo (coaercial) 2 
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Cantidad (g/l) 

10 

10 

2 

0.5 

l 

l ml/l 

20 ml/l 



1La composición de la solución de· elementos traza es: 

Compuesto 

Sulfato de cinc (ZnSO• 7H20) 

Nitrato de fierro (Fe(N03)2) 

Sulfato de manganeso (MnSO•) 

cantidad (mg/l) 

439.8 

723.5 

203.0 

2El aceite de olivo se agregó por separado a cada matraz. 

El pH del medio se ajustó a 7.0 antes de agregar la solución 

de elementos traza y el aceite. 

El medio minimo contenia exactamente los mismos compuestos, 

en la misma proporción, con excepción de los casaminoácidos, que 

fueron substituidos por glicina al i•. 
Los medios de cultivo se esterilizaron a 121ºc durante 15 

minutos. La glicina se esterilizó con filtros millipore y se 

agregó posteriormente al resto del medio. 

3 COSECHA DE ESPORAS. 

a) Se prepararon matraces de 500 ml con 60 ml de medio PDA y se 

inocularon con micelio proveniente de los tubos inclinados 

mencionados anteriormente. Se incubaron a 29°C durante seis 

dias, y se obtuvo asi un buen crecimiento del hongo. 

b) Se esterilizaron matraces de 125 ml con 50 ml de una 

solución al so• de glicerol en agua destilada (v/v). 

c) Bajo condiciones estériles, preferentemente en una campana 

de flujo laminar, se tomó micelio poco a poco, y se colocó 

posteriormente en el glicerol. Se agitó fuertemente en un 
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vortex, de tal aedo que las esporas se deaprendieron quedando 

suspendidas en el glicerol. 

d) El procedimiento anterior se repitió hasta conseguir una 

densidad óptica de aproximadamente 0.06, a 540 nm. 

e) El micelio debe retirarse de la suspensión de esporas para 

que no interfiera con la lectura de la densidad óptica. 

f) La suspensión asi obtenida, se guardó en tubos con tapón 

estériles, que se mantienen a 4°C. 

9) Es importante numerar los tubos y anotar claramente la 

densidad óptica alcanzada en cada caso. 

4 MONTAJE DE EXPERIMENTOS. 

En matraces Erlenmayer de 250 ml, se vertieron 50 ml de 

medio D y se esterilizaron. 

Una vez que estuvieron a temperatura ambiente, se 

inocularon con un ml de suspensión de esporas con densidad 

óptica de 0.06 y se incubaron a 29°C con agitación continua (150 

rpm) durante 96 horas. 

Los experimentos se hicieron por lo menos dos veces por 

triplicado. 

5 TRATAKIEllTO DE LAS MUESTRAS. 

La Figura J presenta un diagrama de flujo para el 

tratamiento de las muestras. 
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CAIDA DE 

pH 

MUESTRA 

ACTIVIDAD 

PROTEOLITICA 

METODO DE 

LOWR'í 

LEER A 

590 nm 

HETODO DE 

LOWR'í 

LEER A 

590 nm 

Fic¡ura 3 TRATAllIEHTO DE LAS MUESTRAS 
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BIOMASA 

AZUCARES 

RESIDUALES 

METODO DE 

DNS 

LEER A 
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l) Filtrado. 

El filtrado de la• ~uestras se hizo por ••dio del sistema 

Millipore, con filtros Whatman No l, con diámetro de 4.25 cms. 

Antes de utilizar loa papel•• filtro, deben •ecarse durante 

24 horas en una estufa a 60°C y peaarss. 

2) Biomua. 

La biomua •S cuantificó por pe•o aeco. Las muestras se 

dejaron secar durante 24 horas a 60°C. 

pesaron y se les reata el peso del papel. 

3) Diáli•is. 

Posteriormente, se 

El filtrado se dializó durante 24 horas, en trio y contra 

agua destilada. 

4) Actividad Lipolitica. 

La actividad lipolitica se midió por caida de pH, 

en las condicione• propuestas por Mena•aa y Lamberet (1982). 

El substrato consistió en una emulaión de tributirina al 5\ 

en presencia de o.Olt da Tveen so. 

El amortiguador empleado fue de Tris-Maleatos 2.5 mM, a pH 

6.0. 

Para medir la actividad, se utilizó un ba~o a J7°c. En un 

tubo grande (30 ml), ae pu•iaron 7 ml de amortiguador, 2 ml de 

emulsión de tributirina y l •l de enzima (filtrado dializado). 

S• agitó conatantemanta, aa layó el pH inicial y posteriormente, 
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cada minuto durante cinco minutos, se tomó nota de la caida del 

pH. La actividad se reportó como micromoles de Acido butirico 

liberadas por mililitro de enzima en un minuto. 

La obtención de las micromoles de llcido butirico fue a 

través de una curva patrón de dicho 6cido, a una concentración 

de o.5t. 

5) Proteina Extracelular. 

La proteina extracelular se midió por el aétodo de Lowry 

et al (1951). 

En tUbos de ensaye, se pusieron o.s al de muestra y se 

llevaron a l ml con aqua destilada. 

se adicionaron 5 ml de reactivo E y se agitó en el vortex. 

Se dejó reposar durante 10 minutos. 

Se adicionaron 0.5 ml de reactivo de Folin y se agitó en el 

vorte>c. 

se dejó reposar durante JO minutos. 

Se leyó en el espectrofotómetro a 590 nm. 

La proteína se cuantificó al comparar con una curva patrón 

de albllmina sérica de bovino (500 mg/ml). 

Reactivos de Lowry: 

a) Reactivo A: sulfato de cobre (Baker) al lt en agua 

destilada. 

b) Reactivo B: tartrato doble de sodio y potasio (Difco) al 2t 

en aqua destilada. 
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c) Reactivo e: So•• 0.1 H 116• carbonato d• •odio al 2t. Para 

prepararlo, ae diaual ven 4 • o g de aoaa en 800 al de agua 

destilada y poaterioraante, se adicionan 20 g de carbonato de 

sodio. se afora a un litro. 

d) Reactivo O: tiene una parte del reactivo A y otra del B. 

e) Reactivo E: Tiene una parte del o y 50 partes del c. 
f) El reactivo de Folin se prepara en una proporción 1: 1 con 

agua destilada. 

6) Actividad Proteolitica. (Fultlnloto, et al, 1967) 

En tubos de ensaye, se pone l ml de muestra y 2 al de caseina al 

2t en amortiguador de fosfatos a pH 7.o. 

Se incuban durante 30 ainutos a 37°C, en agitación constante. 

Se agregan 4 al de Acido tricloroacético al St. 

Se centrifugan las auestras a e,ooo rpm durante 10 minutos. 

Con el aobrenadante, ae sigue el tratamiento de la muestra por 

la técnica de Lovry, en este caso se compara con una curva 

patrón de tiroaina (100 mq/ml). La actividad proteolitica se 

reporta como miligramos de tirosina liberados por mililitro 

(119/ml) 

7) Az~care• residuales. (Summer y Howell, 1935) 

Los az~carea residuales ae aidieron por el método del DNS 

(6cido dinitroaalicilico, Kodak), que conaiate en: 

En tubo• de enaaye, ae pene l·a1 de auestra y ae adicional ml 

de reactivo ONS. Se egita en el vortex. 
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Las aue•tr•• •e ponen a he:rvir en bafto Maria durante cinco 

minutos, lo• tubos •a tapan con canica• para evitar evaporación 

de las nuestras). 

Se agregan 10 nl de agua destilada a cada tubo, se agita en el 

vortex y se deja reposar durante 30 minutos. 

Se leen las nuestra• en el aapectrofotóaetro (Bausch ' Lomb) a 

540 nn. 

Debe prepararse con este aisao tratamiento un blanco con agua 

destilada. 

Para obtener la concentración de az~cares, se compara con una 

curva patrón de glucosa 2 ng/ml. 

La composición del reactivo de DNS es la eiguiente: 

Se pesan 16 q de aoaa, 300 q de tartrato de sodio y potasio y 

10 g de DNS. 

En un aatraz aforado de un litro, ae ponen 500 ml de agua 

destilada y se agregan uno a uno en el orden presentado, todos 

los reactivos. 

Se afora a un litro, y se calienta ligeramente para lograr la 

completa disolución. 

Se <]Uarda el reactivo en frasco 6mbar porque ea sensible a la 

luz. Debe aantenerae a 4°c. Tiene una vida media de 

aproximadamente 30 diaa. 

8) La 2-deoxi-D-glucoaa utilizada en algunos experiaentos, se 

esterilizó a l21°C durante 15 ainutos. La cicloheximida se 



esterilizó con filtro• aillipore y •• aftadió al aedio de cultivo 

ya estéril. ~oa raactivoa fueron de Siqma. 

'' 



CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

1 Cinéticas obtenidas con glucosa y/o dextrinas al 1\ como 

fuentes de carbono. 

Se realizaron cinéticas con diferentes fuentes de carbono. 

Se compararon las actividades lipolitica y proteolitica con 

glucosa al lt (control), dextrinas al it·y glucosa y dextrinas 

al o.st. Estas cinéticas se hicieron dados loa antecedentes de 

que la producción de actividad lipolitica es mayor en presencia 

de dextrinas (Espinosa, et al, 1990). 

Ce estas comparaciones, podria deducirse si la sintesis de estas 

enzimas está o no asociada al crecimiento y en qué momento en 

relación al consumo de substrato, se lleqa a la máxima 

producción de enzima. 

a) Glucosa al lt. 

Con el medio D, se obtuvo la cinética que se muestra en la 

Gráfica l. La producción de lipasas aumentó progresivamente, y 

alcanzó un máximo a las 96 horas de fermentación. 

El consumo de substrato llegó a ser casi total a las 48 

horas. Es importante destacar que entre el aequndo y el tercer 

dia, el nivel de lipasas se mantiene mAs o menos constante pero 

al cuarto ya se aprecia un aumento en la actividad, lo que 

coincide con el hecho de que ya casi no hay glucosa en el medio. 

Esto augeriria una inactivación o inhibición de la enzima por la 

glucosa, fenómeno que se analizará aáa adelante. 
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El creci•iento fue en a11111ento a lo largo de la 

fermentación, aunque llegó a disminuir ligeramente al final de 

la misma. 

En la Gráfica 2, ae puede observar que las cinéticas de 

producción de lipasas y de proteasas son muy similares; en ambos 

casos se llega a un máximo a las 96 horas de fermentación. 

Esto apoyaria alln m6s la hipótesis ya mencionada de que ambas 

en%imas poseen mecanismos de regulación similares, tal como 

sugiere Arends, et al (1986) , 

b) Dextrinas al lt. 

Se decidió seguir la cinética con dextrinas para establecer 

como ya •• babia mencionado, una comparación con la cinética 

anterior. Como con dextrinas se obtiene una mayor actividad 

lipolitica, podria ser que bajo estas condiciones el mecanismo 

de regulación fuera diferente. 

La GrA!ica 3 muestra que en este caso se presentan dos 

picos de actividad lipolitica: uno a las 24 hora• y otro a las 

72 horas. Estos datos son importantes, ya que R. delemar es 

capaz de sintetizar tres lipasas diferentes, dos de las cuales 

son interconvertibles (Iwai y Tsujisaka, 1974). Probablemente, 

cada pico corresponda a dos enzi•as diferentes, aspecto que 

deber6 ser conf irll>Ado, 

El consumo de azllcarea reductores presenta un 

comportamiento diferente al encontrado con qlucoaa. La aparente 

irregularidad preaanta a la• 24 hora•, se pueda explicar por la 
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estructura de las dextrinas. Estas son producto de la 

hidrólisis parcial de la uilopectina, que es un polisacárido 

con mil o més unidades de qlucosa por molécula. Al hidrolizarse 

las dextrinas, se obtienen como productos los disacáridos 

maltosa e i•oaaltosa. Finalmente, al hidrolizarse éstos, se 

obtienen monómeros de qlucosa. 

Al principio, es lóqico detectar poca concentración de 

qlucosa libre, ya que el organismo todavia no ha desdoblado el 

polisac6rido. Posteriormente, se percibe una mayor cantidad de 

glucosa porque ya actuaron las enzimas del hongo encargadas de 

hidrolizar laa dextrinu. Seria \ltil corroborar la actividad 

amilolitica de Rhlzopus delemar, la cual está reportada en el 

género. (Ashikari, et al, 1986), En este caso, el consumo de 

la fuente de carbono llegó a ser casi total a las 48 horas, 

situación también presente en el caso anterior analizado con la 

glucosa al 1' como fuente de carbono. Es importante recordar 

que el método de medición de azúcares reductores es incapaz de 

detectar dextrinas y por lo tanto, puede ser que a las 48 horas 

de fermentación, aún haya dextrinas no hidrolizadas que el 

microorqanismo probablemente no pudo aprovechar. Este punto 

podria aclararse si se hiciera el estudio ya mencionado en 

relación con la actividad amilolitica. 

En la Gr&fica 4, se presenta una comparación de las 

cinéticas de producción de lipasas y proteasas. En este caso, 

el comportamiento no es similar, la actividad proteolitica 

presenta •ólo un m&ximo de actividad a la• 96 hora•, lo que 
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lleva a postular la hipótesis de que en estas condiciones el 

control de la sintesis de enzimas no •• •imilar, o bien, que se 

trata de otra lipasa. 

c) Glucosa y Dextrinas al 0,5, 

Se decidió hacer una cin•tica con ambas fuentes de carbono 

con el objetivo de observar si el efecto negativo de la glucosa 

se presentaba en presencia de dextrinas. 

se probaron glucosa y dextrinas juntas como fuente de 

carbono al lt, para ver el comportamiento de la cinética de 

producción. Los resultados se muestran en las Gr6ficas 5 y 6. 

La actividad lipolitica presentó solamente un m6ximo de 

actividad a las 72 horas. El pico a las 24 horas obtenido en la 

Gr6fica 3 no se apreció, Este resultado es importante porque 

es probable que, si cada pico correspondiera efectivamente a 

enzimas diferentes, la producida con dextrinas a las 24 horas 

podria decirse que es sensible a la glucosa libre presente 

cuando se utilizan juntas glucosa y dextrinas. El pico de 

actividad lipolitica detectado a las 72 horas, presente en las 

Gr6ficas 4 y 6 se aprecia cuando casi todo el substrato ha sido 

consumido. 

La GrAfica 6 muestra la comparación de las cinética de 

producción de lipasas y proteasas. El comportamiento de las 

proteasas es un poco irregular, ya que diaminuyen al final de la 

fermentación. Eate comportamiento ea diferente del encontrado 

en loa dos caaoa anteriore•, ya que en tlatoa, •• apreció una 

actividad proteolitica mAxima a la• 96 horaa. 
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2 Efecto Neqativo de Glucosa. 

Para iniciar el anAlisis del efecto ejercido por la qlucosa 

sobre la producción de lipasas y proteasas, se procedió a 

probar concentraciones bajas y altas de dicho carbohidrato y se 

cuantificaron los niveles obtenidos de ambas enzimas en cada 

caso. 

En la GrAfica 7 se 

lipolitica y crecimiento 

(control) y 4l de glucosa. 

muestran los niveles de actividad 

obtenidos en el medio D con ll 

Como puede apreciarse, la producción de lipasas disminuye 

aproximadamente en un 40l cuando hay 4l de glucosa. Por otro 

lado, el crecimiento también disminuye, pero en aenor proporción 

(15l). Esto llltimo puede deberse a que la propia glucosa 

conduce el metabolismo hacia la formación de ácidos 

(por glucólisis y ciclo de Krebs) y por lo tanto disminuye 

considerablemente el pH. La acidez probablemente provoque que 

el microorganismo no se desarrolle como en sus condiciones 

óptimas de crecimiento, lo cual repercute en la cuantificación 

de la biomasa. La actividad lipolitica especifica también es 

menor cuando se utiliza qlucosa al 4l. 

También •e muestran en la Gráfica 7 los datos obtenidos 

bajo las aismas condiciones, de actividad proteolitica. Lo• 

niveles de proteasas en presencia del 4t de qlucosa son 

aproximadamente 60t menores que en el control. Este dato es 

importante, porque hay que recordar que las proteasas provocan 

sabores amargos a loa substratos lActeos, lo cual ea inde•eable 

!S!S 



A.llpol(tlca(,uMtml mln);Biomasa(mg/ml) A.Proteol(tica (mg/ml) 
20;:..::::.:!:..:.::.:.:.:::.:r:..:.:.::..:::.:.:....:.:::.:.::.:::..:.:..:.:.:.:..:.::.:..::::::..........:.........:. ______ .;._;;._....,140 

120 

15 
100 

- so 
10 

5 

0'------
Control Glucosa 4% 

Condición experimental 

- A.Llpol(tica ~ A.Proteol(tica 0Biomasa 

GRAFICA 7. Comparación de actividad lipol1lica, actividad 
proleolilica y crecimiento Cbiomasa) obtenidos ~ 
las 96 horas de f'er~nt.aciOn. con glucosa al 1% o 
al '" en medio o. 

!16 

60 



para loa fine• de aplicación que se buscan para las lipasas. 

Cabe mencionar una vez m6.s la teoria propuesta por Arends 

et al (1986) la cual sugiere que, probablemente, tanto la lipasa 

cooo la proteasa estAn reCJUladas por los mismos factores, que 

pueden presentarse a nivel de transcripción o traducción. Este 

aspecto es importante porque al menos en presencia de glucosa al 

4' , la producción de ambas enzimas disminuye en comparación 

con el control. Podria ser que en R. delemar esta situación se 

presente. 

Por otro lado, es probable que la proporción carbono/ 

nitrógeno en el medio de cultivo, influya en el metabolismo del 

microorganismo. Sattur y Karanth (1989) reportan que para 

Rhodotorula gracil is, esta proporción es importante porque al 

aw:entar, permite mejorar los rendimientos de producción de los 

lipidos. En este organismo también influye la concentración de 

glucosa, que debe ser baja. Si la proporción carbono/nitrógeno 

es alta, el nitrógeno es escaso y por lo tanto, es consumido 

rápidamente. Bajo estas condiciones, el carbono es utilizado 

principalmente para la sintesis de lipidos por este organismo en 

particular. 

Con este e><perimento queda comprobado que las altas 

concentraciones de glucosa, afectan negativamente tanto los 

niveles de lipasas como los de proteasas. 

Las preguntas que quedan por resolver son: 

a. LEs la glucosa per se la causante del efecto? 

b. Si se considera que R. delemar produce dos lipasas 
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diferentea,i.cu61 de ella• ea la afectada? i.o eat6n afectadas 

IUlbaa? 

c. i. El efecto obaervado •• un fenómeno de inhibición o de 

represión? 

d. i.La glucoaa afectar6 da la •i••a forma ai ae adiciona en 

hora• te•pranaa o tardiaa de la fermentación? 

3 cinéticas obtenidas por adición de glucosa al l' a las 6 ó 24 

horas. 

Al conocer las cinéticas con glucosa y con dextrinas, se 

procedió a seguir otra cinética, pero esta vez, se adicionó 

glucosa a diferentes tiempos. Se decidió añadirla antes y 

después de las 24 horas de fermentación, dados loa antecedentes 

de que en este 110•ento se presenta un pico de actividad 

lipolitica, cuando se emplean dextrinas como fuente de carbono. 

Por otro lado, es importante recordar que después de las 24 

horas de fermentación, tanto con qlucosa como con dextrinas, se 

llegó a consumir casi en su totalidad el substrato, por lo que 

se pensó que este era un buen momento para añadirla. Tal:lbién se 

decidió adicionarla a las 6 horas porque en este momento, el 

nivel de glucosa en el medio aun era elevado y probablemente el 

exceso del carbohidrato conduciria a la obtención de datos 

intereaantes. 

En la Gr6fica 8 ae muestra la comparación de las cin•ticas 

de producción de lipasaa obtenida• con el control (sin 

adiciones), y al adicionar glucosa a la• 6 horas y a las 24 
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horas. Coao puede apraciarae, al hacer la adición a las 6 

horas, loa nivele• de actividad lipol1tica son aenores que los 

obtenidos en el control, A laa 96 horas hay un li9ero aumento 

en la actividad, pero no lle9a a alcanzar los niveles del 

control. 

Cuando se adicionó 9lucosa a la• 24 horas, se observó un 

descenso en la actividad lipol1tica poaterior a dicha adición. 

Tampoco lle9ó en este caso a alcanzar los niveles del control a 

las 96 horas. 

Dado lo anterior, queda claro que la 9lucosa afecta la 

sintesis de las lipasas, ya sea que se agre9ue a las 6 o a las 

24 horas de feraentación. Estos resultado• parecer1an indicar 

que la sintesis de lipasas se presenta en horas muy tempranas de 

la fermentación y probablemente, que la 9lucosa al ser a9re9ada, 

ejerce un efecto inhibitorio sobre las enzimas ya sintetizadas. 

En la Gr4fica 9 se presentan las cinéticas de consumo de 

substrato del mismo experimento. En el caso del control, el 

consumo de glucosa fue ca•i total a las 48 hora• aunque ya a las 

24 se detectó una concentración pequefta de az~car. En el caso 

de las adiciones a las 6 y 24 horas, el consumo también fue casi 

total a ias 48 horas. En esto• dos ~ltimos casos, la 

la concentración de glucosa presente a las 6 y 24 horas de la 

fermentación resulta ser mayor que en el control debido a las 

adicione•. 

En la Gr4fica 10 se muestran las cin•ticas correspondientes 

a la actividad proteolitica. Al adicionar la glucosa tanto a 



las 6 como a las 24 horas, la actividad disminuye después de las 

48 horas de fermentación, mientras que como se recordará, en el 

caso de las lipasas, la disminución se detectó después de las 

24 horas. cuando se adicionó glucosa a las 24 horas se 

observó en la actividad proteol1tica, una recuperación al final 

de la fermentación (96 horas) que llegó a los niveles del 

control. Si se retoma nuevamente la teoria de Arends et al 

(1986) sobre un posible control comlln de las lipasas y 

proteasas, podriamos considerar que en el caso particular de 

Rhizopus delemar se puede presentar un mecanismo requlatorio 

similar, dados los resultados obtenidos con laa aisaa• enzimas. 

Conviene obtener un alto nivel de lipasas y uno bajo de 

proteasaa, ya que estas ültimas generan saborea uarqos y por 

tanto indeseables. Al analizar cuidadosamente laa cin,ticas de 

actividad proteolitica (Gráfica 10), se puede apreciar que al 

adicionar glucosa a las 24 horas, se obtuvo una actividad baja a 

las 72 horas. sin embargo, la actividad lipolitica en este 

momento (Gráfica S)es también baja en comparación con el 

control. 

En cuanto al crecimiento, se obtuvo mayor peso seco cuando 

se hicieron las adiciones de glucosa en comparación al control 

(Gráfica 11) Estos resultados son lógicos, ya que la 

disponibilidad de mayor cantidad de glucosa probablemente 

permite que el =etabolismo ae dirija hacia un a1111ento de biomaaa 

y no hacia la sintesis de coapueato• que en eaa• condicionas no 

le son ~tiles, pues no hay en el aedio otros aubatratoa. 
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En la GrAfica 12 •e preeentan iaa variacionea en el pH a 

lo largo·de la fententación. El pH di••inuye en lo• tres casos 

durante la• priaera•·24 horas de cultivo, ya que el metabolismo 

propio de la qlucoaa, a trav•s de la glucólisis y del ciclo de 

Krebs, provoca la liberación de diver•o• Acidos orgAnicos 

(Robbins y Taylor, 1989). En el caso del control el pH sube 

gradualmente, ya que el consumo de glucosa es caai total a las 

48 horas. El pH en las cin•ticaa de adición a la• 6 y a las 24 

hora• permanece prActicamente constante después de las 24 horas. 

De acuerdo con lo reportado por Iwai y Tsujisaka (1974), el pH 

óptiao de las enzimas de R. deleur es de 5.6 por lo que 

probablemente la acidez detectada al adicionar qlucosa, tanto a 

las 6 co•o a las 24 horas, repercuta en las actividades 

lipolitica• obtenidas. 

' Efecto 1n v1tro de qlucosa en la actividad lipolitica. 

Con el objetivo de definir si el fenómeno ejercido por la 

qlucoaa es o no inhibición, se decidió probar concentraciones de 

l y '' de dicho aonosacArido directamente sobre la actividad 

enzia6tica. Los resultados se presentan en la Tabla 10. 

Como puede apreciarse, la• diferencias no son 

significativas, ya que las variaciones entre loe datos son 

menores a una unidad de actividad lipol1tica. AdemAa, se hizo 

un an6li•i• de varianza con un nivel de significancia de o.os y 

loa resultado• indicaron que no hay diferencias entre las 

••• u ... 
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Tabla 10. Efecto de glucosa in ritro en la actividad 
lipolitica. 

Concentración de 
glucosa (t) 

o 

4 

Actividad lipolitica 
(µ11/ml min) 

20.73 

21.45 

21.60 



Con este experimento, queda demoatrado que el fenómeno no 

es de inhibición. Es importante indicar que en este caso, no 

hay problemas de transporte y difusión de la glucosa porque la 

enzima se encuentre ya tuera de la c•lula (pera este 

experimento, se utilizó la mue•tra dializada, lo que concentró 

la enzima). La enzima es por lo tanto, capaz de tener contacto 

con toda la glucosa adicionada; las concentraciones de ésta son 

muy alta• y a~n asi, no se detectan diferencias en les 

actividades. 

5 Efecto de la 2-deoxi-D-glucosa en las cinéticas. 

Con el objetivo de determinar ai es o no la molécula de 

glucosa per se la cauaante del fenómeno, se decidió sequir unes 

cinéticas similares e les de adición de glucosa, pero se utilizó 

en vez de •sta un enAloqo estructural no metabolizable. Las 

adiciones se hicieron también a las 6 y a las 24 horas de 

fermentación. 

En la GrAfica 13 se presentan las cinéticas de producción de 

actividad lipolitica al adicionar glucosa o el anAloqo al 1\ a 

las 6 horas. El comportamiento en ambas adiciones es 

prActicamente paralelo, aunque los niveles de actividad 

obtenidos en el caso del enAloqo, dada •U caracteristice de ser 

no metabolizeble, •on menore•. 

Le GrAtice 14 mueatre le• cin•ticas obtenidas pare la 

actividad proteolitice bajo les aiames condiciones de le grAfica 

anterior. Coao puede apreciarse, tanto le glucoaa como el 
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GRAF!CA 13. Cinélicas de aclividad lipolllica obtenidas sin 
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GRAFICA 14. Cinélicas de actividad proleol1lica obtenidas sin 
adiciOn de glucosa Cconlrol) y con adlci6n de 
glucosa o análogo C2-deoxl-O-glucosa) al 1~ a las 
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análoqo provocan un descenso en la actividad al final de la 

fermentación (a partir de las 72 horas) en comparación con el 

control. Sin embargo, en los otros puntea de la cinética, hubo 

variaciones y el comportamiento entre adición de glucosa y de 

anAloqo no fue paralelo, lo que podria indicar que en el caso de 

la regulación de proteasas, no es la molécula de glucosa per se 

la causante del efecto negativo. 

En cuanto al crecimiento, la GrAfica 15 muestra que fue 

mayor cuando se adicionó glucosa que en el caso del control. 

Con el anUoqo, el crecimiento fue muy pobre. Estos datos se 

reflejan en la actividad lipolitica especifica (datos no 

mostrados) ya que como el anAloqo no es metabolizable, el 

crecimiento es poco y la actividad pareciera ser alta pero esto 

es consecuencia el escaso crecimiento. 

En la GrAfica 16 se presentan los resultados de actividad 

lipolitica para el caso de las adiciones a las 24 horas. 

También en este caso, el desarrollo de la• cinéticas con glucosa 

y con el anAloqo son muy parecidas, se llegó a obtener a las 96 

horas, el mismo valor de actividad. 

La GrAfica 17 presenta los resultados obtenidos para el caso 

correspondiente a la actividad proteolitica. Tanto la adición 

de glucosa como la del anUoqo, impiden obtener actividades tan 

altas como las del control a las 72 horas. En el caao de la 

adición de glucosa, se observa una recuperación al final de la 

fermentación (96 horas) que llega a loa titules del control. 

Con el anAloqo, la actividad permaneció constante de la• 72 a 
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analogo C2-deoxi-D-glucosa) al 1% a las 6 horas. 
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GRAFICA 16. Cinéticas de actividad lipolllica obtenidas sin 
adiciOn de glucosa (control) y con adición de 
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24 horas. 
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GRAFICA 17. Cin&licas de actividad proleol1lica obtenidas sin 
adición de glucosa (control) y con adieten de 
glucosa o analogo C2-deoxi-D-glucosa) al 1% a las 
24 horas. 
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las 96 horas. 

En la Gráfica 18 se presenta la cinética de crecimiento. 

De modo similar al caso de adiciones a laa 6 horas, se observó 

que con la adición de glucosa el crecimiento tue aayor qua en el 

control. Con el análogo, el creciaiento disminuyó a lo largo de 

la fermentación. Hay que recordar que el análogo ea un 

compuesto "tóxico• para laa células y por lo tanto, el 

microorganismo ea incapaz de desarrollarse plenaaente. Al igual 

que en la adición a las 6 horas, el poco creciaiento afecta la 

actividad lipolitica especifica obtenida (datos no mostrados) ya 

que •sta aW1enta como consecuencia del escaso crecimiento en el 

caso del análogo y disminuye en el caso de la glucosa, dado que 

la producción de biomasa es mayor. 

La siailitud de comportamiento indica que la moUcula de 

glucosa per se puede ser la responsable del efecto negativo 

sobre la sintesis de las lipasas. 

6 Efecto de la adición de un inhibidor de sintesis de proteinaa 

sobre la actividad lipolitica. 

Hasta este momento, quedan claros dos aspectos importantes: 

a) No ea un fenómeno de inhibición. 

b) La molécula de glucosa per se puede ser la responsable 

del efecto negativo detectado. 

Dado lo anterior, se procedió a seguir la cin•tica, en este 

caso al adicionar un inhibidor de la aintesia de proteinas 

(ciclohexiaida, 100 ¡¡g/al), para determinar ai •• trata de un 
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GRAFICA 18. Cinéticas de crecinúenlo obtenidas sin adición de 
glucosa Cconlrol> y con adii6n de glucosa o 
an.ilogo C2-deoxi-D-glucosa) al 1~ a las 24 horas. 
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fenó•eno de repreeión. En el •ecanie•o de repreeión de enzimas, 

existen una o •4• 110léculae (repreeor) que interfieren con la 

transcripción y por lo tanto, dis•inuye la eintesis de dichas 

proteinas. Si ee adiciona un inhibidor de la sintesis de 

proteinas, se esperaria, an6loqamente el caso de la represión, 

que disminuyera la concentración de en•i•a• dado que se detiene 

su eintesis. Por lo tanto, si se obtiene un comportamiento 

parecido en las cinética• de adición de qlucosa y de inhibidor, 

la hipótesis de que es un fenómeno de represión, quedaria 

justificada. Las adiciones del inhibidor se hicieron también 

a las 6 y a las 24 horas de feraentación. 

La Gr6f ica 19 preeenta la comparación de las cinéticas de 

actividad lipolitica obtenidas al adicionar qlucosa o 

cicloheximida a las 6 horas, como puede observarse, el 

comporta•iento de ambas cinéticas es muy similar. En la Gr6fica 

20 se presentan los resultados obtenidos para la actividad 

proteolitica. En eate caso, también se puede observar un 

comportamiento similar entre la adición de qlucosa y de 

inhibidor. 

En la Gr6fica 21 ee presentan las cinéticas de crecimiento 

obtenidas. cuando se adicionó la qlucosa, se observó un 

crecimiento liqeramente aayor que en el control (a las 24 y 72 

horas), mientras que la adición de cicloheximida provocó un 

notable efecto neqati vo. En este \llti•o caso, se observó una 

recuperación al final de la fermentación, pero no lleqó a los 

nivel•• del control (a la• 72 y 96 horae). La• actividades 
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GRAF'ICA 19. Cinéticas de aclivid~d lipoli~ic~ obtenidas en 
medio O (conlrol si~ adiciones) y con adiciones de 
glucosa C1'0 o de cicloheximida C100 µg/ml) a las 
6 horas. 
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GRAFICA 20. Cinéticas de actividad proteol1tica obtenidas en 
medio O (control sin adiciones) y con adicionos do 
glucosa CJ~) o de cicloheximida (100 µg/ml) a las 
6 horas. 
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GRAFICA 21. Cinéticas de crecinú.enlo obtenidas en medio O 
Cconlrol sin adiciones) y con adicion&s de 
glucosa (J~) o de ciclohcxim.ida C100 µg/ml) a las 
6 horas. 
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lipoliticas especificas (datos no mostrados) para el caso de la 

adición del inhibidor de sintesis de proteinas parecen ser muy 

grandes, pero esto es reflejo nuevamente, del escaso crecimiento 

obtenido en esos momentos (primeras horas de fer11entación). 

Las cinéticas de las adiciones a las 24 horas para la 

actividad lipolitica, se presentan en la Gr4fica 22. En este 

caso, el comportamiento de ambas adiciones también es similar. 

En el caso de las proteasas (Gr6fica 23) se observa también un 

comportamiento similar. 

En la Gr6f ica 24 se presentan las cinéticas de crecimiento 

y como puede observarse, es mayor cuando se adiciona qlucosa. 

La adición de cicloheximida afecta también en este caso, aunque 

al final de la fermentación (96 horas) se lleqa a los titules 

del control. La adición del inhibidor de sintesis de proteinas 

afecta mas sensiblemente al crecimiento del microorqanismo si se 

añade a horas tempranas de la fermentación (6 horas), ya que 

como se recordará, el crecimiento en este caso se recuperó, pero 

no alcanzó al control a las 96 horas (Gr6fica 21). Estos datos 

sugieren que la sintesis de proteinas necesarias para obtener un 

crecimiento comparable al control se presenta en la primeras 

horas de la fermentación, ya que si se adiciona la cicloheximida 

a las 24 horas, el crecimiento llega a ser muy similar al 

alcanzado con el control. 

Con la adición de cicloheximida a las 24 horas, las 

actividades lipol1ticas especificas (datos no mostrados) 

presentan el comportamiento esperado, es decir, disminuyen con 
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GRAFICA 22. Cinélicas de actividad lipolilica oblenidas en 
medio D (control sin adiciones) y con adiciones 
de glucosa C1JO o de cicloheximida CJ.00 µg..,ml) a 
las 24 horas. 
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GRAPICA 23. Cinéticas de actividad proleolilica obtenidas on 
rnedio O Cconlrol si adiciones) y con adiciones de 
glucosa C1Y.) o de cicloheximida (100 µg/ml) a las 
24 horas. 
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GRAFICA 2•. Cinélicas de crecimiento oblcnidas en medio O 
(control sin adiciones) y con adicio9nes de 
glucosa C1~) o de ciclohe_ximida (100 µg/ml) 
las 24 horas. 
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la adición de glucosa y de cicloheximida. 

De estos experimentos, se deduce que el fenómeno en 

cuestión si es represión, aparentemente tanto para las lipasas 

como para las proteasas. Harrer, W. et al (1983) reportan un 

comportamiento similar en la sintesis de ~-glucosidasa por 

Trichoderma pseudokon1ng11, ya que la glucosa reprime a dicha 

enzima. 

7 Diseño de un medio químicamente definido. 

El mecanismo de represión puede o no ser catabólico, es 

decir, que incluya los niveles dentro de la célula de APIP 

cíclico o de al<]lln producto del catabolismo de la fuente de 

carbono, en este caso, la glucosa. Sin elllbargo, la 

concentración de AMP ciclico puede alterarse por por la carga 

energética de la célula. como el medio utilizado anteriormente 

era completo, se decidió probar un medio minimo para ver si el 

comportamiento era o no •imilar. 

Los estudios anteriores efectuados por Eapinosa, et al 

(1990) indican que R. delemar no presenta una actividad 

lipolitica ni un crecimiento comparables a los obtenido• en el 

medio D ai se substituyen los casaminollcidos por fuente• de 

nitróqeno como sales inorgAnicas (nitrato de sodio, aulfato de 

amonio). Por otro lado, loa compuestos orq!lnicoa como la urea, 

tampoco permiten obtener actividades lipoliticaa comparables al 

control. Probablemente, eate microorganismo •ea deficiente en 
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alqunas enzimas que intervienen en el metabolismo del nitrógeno 

y requiera por lo tanto, de eleaentos •6• facilmente 

asimilables, como es el caso de los aainoAcidos. 

Dado lo anterior, se decidió probar primero como fuentes de 

nitrógeno, diferentes combinaciones de aminoacidos y bases 

nitr09enadas 

biomasa. 

Se cuantificaron loa efectos a través de la 

A continuación, •• presentan loa grupos de aminoácidos y 

bases empleados: 

Table 11 Grupos de aminoacidos y base• probados como fuente de 
nitrógeno. 

I II III IV V 

VI Adenina Guanina cya Met Uracilo 

VII His Gly Ile Val Lys 

VIII Phe Tyr Trp Thr Pro 

IX Glu Ser Ala Asp Arg 

(Fuente: Sher••n, et. al, 1971) 

La concentración utilizada fue de 30 µg/ml. Los reaultados 

se presentan en la Grafica 25. Coao puede apreciarse, el 

crecimiento fue mayor en los grupos 5 y 6, los cuales 

contienen en comün al uracilo. Ya que en ambos grupos se 

encontraban presentes tanto aaino4cidoa como baae• nitrogenadas, 

se decidió probar dos combinaciones de estos elementos, se 

procuró que cada una contuviera coapuestos representativos de 

todos lo• grupos de aaino6cidoa. 
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GRAFlCA 25. 
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Comparaci 6n del crcci miento obt.eni do con 
diferenlcs grupos de andnoAcidos y bases 
nilrogon.adas como fuente de nitrógeno. 
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La composición de elementos fue la siquiente (en porcentaje 

p/v): 

Tabla 12 Grupos de aminoAcidos probados como fuente de nitroqeno 

Grupo I Grupo II 

Uracilo O.J Adenina 0,3 

Liaina 0.15 Ac.Asp6rtico 0.15 

Ac.Glut6mico 0.2 Glicina 0.2 

Treonina 0.2 Triptofano 0.2 

Cisteina 0.2 Mationina 0.2 

En la GrAf ica 26 se preaentan los resultados, comparados con 

el control. La actividad lipolitica fue mayor en el grupo II 

de aminoAcidos, por lo que se decidió probar la glicina y la 

adenina, solas y en conjunto, como fuente de nitrógeno. Como se 

observa en la GrAfica 27 la mayor actividad lipolitica se 

presentó con la glicina, por lo que se decidió trabajar con ella 

en el medio minimo. 

8 Efecto de glucosa sobre la actividad lipolitica en un medio 

quimicamente definido. 

En la GrAfica 28 se puede obaervar que cuando se utili2a el 

medio minimo en presencia de 1 y O de glucosa, los niveles 

tanto de lipaaas como de proteaaas, no se ven afectados. Esto 

contrasta con los resultado• obtenidos an el medio completo. 
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GRAFICA 20. ComparaclOn de las actividades lipolilica y 
proteolltica obtenidas con casaminoácidos 
(control) con dos grupos diferenl&s de 
aminoácidos como fuenlns d~ nitrógeno. 
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Una posible explicación es que en presencia de un medio rico o 

de uno minimo, el metabolismo celular es diferente y ello se ve 

reflejado en los niveles alcanzados de ambas enzimas (Comparar 

Gráficas 7 y 28). 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

Las conclusiones más importantes de este trabajo, son: 

l. Las concentraciones altas de glucosa ejercen un efecto 

claramente negativo sobre la sintesis de lipasas y proteasas, 

cuando se utiliza un medio completo, pero no cuando se usa uno 

minimo. 

2. El fenómeno no es inhibición, sino represión, aparentemente 

tanto para las lipasas como para las proteasas. 

J. La molécula de glucosa per se es la causante del efecto en 

condiciones energéticas altas (medio completo), por lo menos 

para el caso de las lipasas. 

4. Dentro de las perspectivas, y si se considera que la glucosa 

es una fuente de carbono barata, está la posibilidad de 

utilizar cultivos alimentados, ya que las cinéticas mostraron 

que la adición de glucosa permite obtener un crecimiento mayor 

que sin adición por un lado y por otro, para evitar efectos 

negativos de la glucosa sobre la sintesis de lipasas. En 

Streptomyces se probó con éxito el uso de cultivos alimentados 

para la sintesis de proteasa extracelular (Gibb, et al, 1989). 

otra forma de evitar el efecto de la glucosa, es el 

aislamiento de mutantes insensibles. se tienen reportes de 

obtención de mutantes con esta caracteristica para Trfchoderma 

reesei que sintetiza celulasa aün en presencia de altas 

concentraciones de glucosa o de glicerol (Kawaaori, et al, 1985) 

93 



También se han obtenido mutante& insensibles a represión por 

glucosa en la levadura Lipomyces kononenkoae para la producción 

de a-glucoamilasa. (Van Uden, et al, 1980). 

s. Otro aspecto fundamental, seria determinar si los dos picos 

de alta actividad lipolitica obtenidos con dextrinas como fuente 

de carbono, corresponden o no a dos enzimas diferentes. Para 

ello, seria necesario obtener enzimas de ambos picos y hacer una 

electroforesis para ver si tienen pesos moleculares diferentes. 

Se puede utilizar electroforesis en gel de poliacrilamida, 

posteriormente se puede hacer una impresión en un papel filtro 

impregnado con tributirina. El papel se revela y puede verse en 

dónde hay actividad lipolitica. Podrian hacerse comparaciones 

con enzima obtenida con glucosa como fuente de carbono, e 

inclusive con la obtenida en presencia de glucosa y dextrinas 

para ver si son o no la misma proteina. También pueden probarse 

adiciones de glucosa en tiempo muy cortos para ver qué efecto 

produce dado que aparentemente es en las primeras horas de 

fermentación cuando se presenta la sintesis de lipasas y 

probablemente de otras enzimas importantes para el crecimiento 

del microorganismo. 

Una vez detertninado si son dos enzimas diferentes o no, 

podria procederse a probarlas, por separado, en la generación de 

sabores y aromas sobre substratos l&cteos, que es la aplicación 

buscada para las lipasas. Hasta ahora, la generación de dichas 

propiedades organolépticas solamente se ha probado con enzima 

producida en medio D (con glucosa al 1\) a las 96 horas de 
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fermentación y con una mutante que produce menor actividad 

proteolitica que la silvestre. 

6. Rhizopus delemar presenta mucha variabilidad en 

cuanto a producción de lipasas. Esto puede deberse a varios 

ootivos, entre los cuales, está la posibilidad de que el (o los) 

genes de lipasas estén codificados en plásmidos. Convendria 

entonces llevar a cabo estudios sobre la genética de R. delemar 

y probablemente, intentar mejorar los rendimientos de lipasas a 

través, no solamente de optimización del medio de cultivo y sus 

condiciones fisicoquimicas, sino también a través de la 

ingenieria genética. 
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