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CAPITULO I
INTRODUCCION

La investigacién relacionada con enzimas es muy importante
dentro de la biotecnologia debido a sus multiples aplicaciones.
12 mayoria de éstas se deben a la especificidad de substrato que
presentan. Su empleoc es amplio dentro de 1la industria
alimenticia debido principalmente a que no generan subproductos
téxicos.

Las enzimas se obtienen de gran variedad de
microorganismos, como bacterias y hongos, ya sean levaduriformes
o filamentosos. Existen, para ello, técnicas de seleccidén y
aislamiento de organismos interesantes y una vez que se tiene
la cepa pura, pueden aplicarse métodos de mejoramiento en cuanto
a produccién y purificacién del producto. Algunos ejemplos de
microorganismos productores de enzimas comercialmente
importantes se presentan en la Tabla 1.

Los microorganismos se utilizan para produccién de enzimas
por diversas razones y ventajas con respecto a organismos
superiores (plantas, animales). Algunas de ellas son (Paith, et
al, 1971):

a) Facilidad de manipulacién

b) Se requiere relativamente de poco espacio para su cultivo.
c) Pueden optimizarse los medios de cultivo y aumentar la
produccién.

d) Se puede mejorar la produccién por ingenieria genética o

mutagénesis.



Tabla 3 Microorganismos productores de enzimas importantes

Microorganismo

Enzimas

Aspergillus niger

A. oryzae

Bacillus cereus

B. coagulans

B. stearothermophilus

B, subtilis

Coniothyrium diploidiella
Endomycopsis fibuliger
Geotrichum candidum
Klebsiella aerogenes
Lactobacillus brevis
Penicillium sp.

P. chrysogenum

P. citrium

Pseudomonas sp.

Rhizopus sp.

R. niveus

Saccharomyces cerevisiae
Sclerotina libertina
Streptococcus sp.
Streptomyces fradiae

S. griseus

Trichoderma koningi

glucoamilasa, proteasa,
glucosa oxidasa, pectinasa

proteasa, pectinasa
penicilinasa
glucosa isomerasa
amilasa

amilasa, proteasa,
penicilinasa,
5/-tosfodiesterasa
pectinasa
amiloglucosidasa
lipasa

histidasa

glucosa isomerasa
dextranasa

glucosa oxidasa
5’-fosfodlesterasa
oxigenasa de triptofano
lipasa
amiloglucosidasa
invertasa
pectinasa
estreptoquinasa
queratinasa
proteasa,5’-fosfodiesterasa

celulasa

(Tomada de Nang,

19793 failey y Olits, 1906




1. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ENZIMAS,

La regulacién de la biosintesis de metabolitos es muy
importante para la supervivencia del organismo, ya que permite
gque en un momento determinado, solamente estén presentes las
enzimas necesarias y en la cantidad adecuada. Esto lo logran
debido a mecanismos regulatorios sensibles a 1la presencia o
ausencia de ciertos compue;tos en el medio, 1los cuales
provocan una respuesta a las condiciones dominantes en sus
alrededores.

Existen varios modos gue explican cémo puede funcionar la
regulacién de la biosintesis de metabolitos en las células

(Britz y Demain, 1985).

1.1, INDUCCION.

La induccién enzimdtica 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 rdpida sintesis de la enzima en el momento
en que se necesita. La mayoria de los inductores son substratos
de enzimas catabélicas.

El ejemplo mejor conocido de induccién es el operén de
lactosa de Escherichia coli, estudiado por Jacob y Monod (1961}).
En este caso, el producto del gen regulador es una proteina que
interfiere con la transcripcién, es decir, la reprime. 8in

enmbargoc, en presencia del inductor, que es la lactosa, la



proteina represora pierde su afinidad por la region del operador
debido a que su uhldn con su unién con dicho inductor provoca
cambios conformacionales que le impiden unirse al operador. La
consecuencia es que la ARN polimerasa ya no encuentra
obstrucciones en el gen operador y puede por 1lo tanto
transcribir la enzima, que a su vez permite utilizar la lactosa
como fuente de carbono. cuando baja 1la concentracién del
inductor, la proteina represora vuelve a unirse al operador y se
detiene la sintesis de 1a enzima, aunque las ya presentes siguen
activas. (Figura 1)

Los inductores pueden ser substratos, productos o andlogos
estructurales del substrato. (Tabla 2)

Para evitar que un microorganismo requiera de inductor, se
pueden obtener mutantes en el sistema regulatorio (represor u
operador no funcionales) que serian entonces mutantes

constitutivas.

1.2. REPRESION POR NUTRIENTES.
a) Represién Catabdlica por Fuente de Carbono.

Este tipo de regulacidén se presenta cuando hay mis de una
fuente de carbono en el medio, y alguna de ellas es mas
facilmente asimilable que las denmas. La célula produce
las enzimas necesarias para utilizar esta fuente de carbono,
mientras que las otras rutas estdn reprimidas, hasta que se
agote del medio la fuente fAcilmente asimilable.

Generalmente, este efecto es provocado por la glucosa, de

ahi que anteriormente se 1le conocia como efecto glucosa.
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FIGURA 1. Control negativo de la sinlesis enzimitica por
induccion. (Tomade de Britz y Demain, 1985).



D-tirosina;D-fenilalanina

soforosa

L-tirosina

celulosa

Tabla 2. Ejemplos de inductores de enzimas.
Inductor Enzima
a) Substrato
almidén,dextrinas amjilasa
urea ureasa
sacarosa invertasa
b} Productos
maltosa,isomaltosa glucoamilasa
isomaltosa dextranasa
&cidos grasos lipasa
4cido urocanico histidasa
c} Andlogos estructurales del substrato
Anadlogo Substrato Enzima
isopropil-g-tiogalactésido lactosa B-galactosidasa
meticilina bencilpeni- penicilina-g-
cilina lactamasa
acido malénico Acido malto-cis-
maleico trans-isomerasa
N-metilacetomida acetomida amidas alifdtica

tirosinasa

celulasa

(Tomado de Mang, et al 1979)
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Sin embargo, esto depende del microorganisme en cuestidn, ya que
an ocasiones existen otras fuentes de carbono que reprimen a 1la
ruta de degradacion de la glucosa, como es el caso del citrato
en Pseudomonas aeruginosa (Britz y Demain, 1985).

El1 mecanismo general de la represidn catabdlica en

bacterias entéricas es el siguiente (Figura 2):
Al aumentar la concentracidén de glucosa, disminuye la de AMP
ciclico (AMPc) el cual interviene en la sintesis de algunas
enzimas; ademds es necesarioc para la sintesis del ARN mensajero
de todos los operones inducibles. E1 AMPc se une a una proteina
conocida como CAP (proteina activadora del catabolito), la cual
presenta cambios alostéricos que le permiten unirse al promotor
del operdn; aumenta su afinidad por la ARN polimerasa y por lo
tanto, permite la sintesis de las enzimas. Al disminuir 1a
concentracidn del AMPc, baja consecuentemente la del camplejo
CAP-AMPc y por lo tanto, no hay transcripcidn de los operones
sensibles. (Loomis y Magasanik, 1964)

La represion catabdlica puede evitarse si no se utiliza la
fuente de carbono que provoca la represion, o bien, a través de
la adicidén de ésta en cantidades limitadas con cultives
alimentados. Otra forma es el aislamiento de mutantes
resistentes a la represiodn. Por rjemplo, se ha reportado 1la
obtencién de mutantes insensibles a represidén por glucosa para
la sintesis de a~amilasa por la levadura Lipomyces hkononenkoae.

{van Uden, et al, 1980).
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Existen diversos ejemplos de enzimas sensibles a represioén
catabdlica (Tabla 3).

En Cephalosporium sp, la sintesis de proteasas es sensible
a la adicidén de glucosa cuando el crecimiento es en medio
complejo. La disminucién de 1la sintesis de proteaéas es
proporcional a la concentracién de glucosa afadida. Una vez que
se agota la glucosa, se inicia de nuevo la produccién de
proteasas. Al agregar cicloheximida, que es un inhibidor de
sintesis de proteinas, no se detectd aumento en la concentracién
de enzimas y por lo tanto, se llegd a la conclusién de que la
sintesis de proteasas es de novo. {Tsuchiya y Kimura, 1984).
Estos ﬁismos autores reportaron también gque la polipeptona
reprime la sintesis de proteasas, yaque éstas se forman hasta
que se agota la polipeptona y la glucosa del medio (Kimura y
Tsuchiya, 1982).

L1a adicién de glucosa a cultivos de Candida maltosa que han
agotado los nutrientes del medio,provoca inactivacién catabdlica
de las enzimas gque intervienen en la ruta gluconeogénica de los
n-alcanos. La concentracién de glucosa adicionada fue del 2%.
Intervienen en este efecto el AMPc 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%t. En este caso, la

adicién de AMPc no relaja la represidn (Drucker, 1972).
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Tabla 3. Represién catabdlica de enzimas.
Enzima organismo Fuente de carbono
represora
a~amilasa Bacillus stearothermophilus fructosa
celulasa Trichoderma viridae glucosa,glicerol
almiddén,celobiosa
celulasa Pseudomonas florescens galactosa,glucosa
var., cellulosa celoblosa
proteasa Bacillus megaterium glucosa
proteasa candida lipolytica glucosa
amilogluco- Endomycopsis bispora almidén,maltosa
sidasa glucosa,glicerol
invertasa Neurospora crassa manosa,glucasa,
fructosa,xilosa
metilen- Arthrobacter sp. acetato
hidroxidasa
(Yomado de Mang, et i, 1 979 )
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En una mutante de Aspergillus niger auxotréfica para adenina,
la presencia en el medio de azucares como glucosa, fructosa y
xilosa, reprime proteasa y poligalactouronasa. La represién
catabdlica de 1la proteasa se presenta a nivel de 1la
transcripcién mientras que 1la de 1a poligalactouronasa se
presenta en la traduccién (Shinmyo, et al, 1978).

La represidén catabdlica también puede presentarse en
sintesis de metabolitos secundarios (Tabla 4).

De acuerdo con los estudios de Magasanik (1961), 1la
represion de la biosintesis de metabolitos puede deberse a:
~Exclusién del inductor. En experimentos con Escherichia coli,
se adicioné glucosa e inductor (TMG, que es el metil-g-p-
tiogalactésido) y no se obtuvo sintesis de g-galactosidasa ni de
B-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 concentracién de éstas
llegé 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 es bajo. La
inhibicién de la sintesis de las enzimas puede evitarse, si se
aumenta el nivel del inductor o la permeasa a través de
induccién en ausencia de glucosa.

-Represioén transitoria. Al adicionar glucosa a una

concentracién de 10 mM a E, coli cultivada en glicerol y
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Tabla &, Metabolitos secundarios sensibles a represién
catabdlica,
organismo Antibidtico Fuente de Carbono
Represora

Streptomyces actinomicina glucosa
antibioticus

5. clavuligerus cefamicina C glicerol,almidén
S. niveus novobiocina citrato

S. griseus estreptomicina glucosa
Penicillium penicilina glucosa
chrysogenum

(Tomado de Wang, et al, 1979

18
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expuesta a 0.5 mM de isopropil-g-D-tiogalactésido (IPTG), se
observd una inhibicién fuerte pero temporal de la formacidn de
g-galactosidasa. Durante esta inhibicidén, cuya duracién es
variable y dependiente de la cepa, la tasa de crecimiento
aumenté ligeramente, lo que indica que la glucosa no afecta la
totalidad de la sintesis proteica, sino especificamente la de la
enzina. Después de que el efecto de la represién termina, los
niveles de sintesis de la enzima llegaron a ser de
aproximadamente la mitad del control, carente de glucosa.

Existen otros compuestos ademds de la glucosa capaces de
ejercer un efecto de represién transitoria al afiadirse a células
cultivadas en otra fuente de carbono. Por ejemplo, los andlogos
de glucosa como la 2-deoxiglucosa y el a~metilglucésido reprimen
transitoriamente a la g-galactosidasa de la cepa silvestre, lo
gue denmuestra gque el efecto es provocado por la glucosa per se
ya que los anidlogos no son metabolizables.

Probablemente, la represién transitoria esté relacionada
con el sistema de fosfotransferasas. Este sistema es
indispensable para que algunos carbohidratos entren a las
células de algunos microorganismos (Postma, 1987; Romano, 1986).
Cuando hay mutacjones en este sistema la sensibilidad a la
represidn transitoria se afecta. La parte menos esclarecida de
este fendmeno es la liberacién del efecto. Se sabe, sin
embargo, que todas las células de la poblacién son sensibles a
la represién transitoria y que todas se liberan del efecto
al mismo tiempo (Tyler y Magasanik, 1969). Las enzimas

sensibles a este tipo de represién son inducibles y tienen
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funciones catabdlicas. Algunos aejemplos de ellas son:
la g-galactosidasa, la permeasa y la transacetilasa del operdn
de lactosa de E. coll, la triptofanasa y la D-serina desaminasa.
El efecto de la represién transitoria es liberado si se afade

AMPc al momento del inicio de la transcripcidn.

b} Represién catabélica por fuente de nitrdgeno.

En este caso, se presenta represidn de enzimas que actuan en la
asimilacién de substratos nitrogenados en presencia de altas
concentraciones de amonio o de compuestos orgdnicos nitrogenados
facilmente asimilables. Algunos ejemplos de enzimas sujetas a
este tipo de control son las proteasas, amilasas, ureasa Y

enzimas degradadoras de aminodcidos {Mora y Lara, 1988)

¢} Represidn por fésforo.

La concentracién de f£6sforo puede reprimir la biosintesis de
algunas enzimas, principalmente si se encuentra presente como
ortofosfato. Un ejemplo de enzimas reguladas por fosfato, lo

constituyen las nucleasas y las fosfatasas.

1.3. RETRORREGULACION.

La biosintesis de enzimas que intervienen en la formacidn
de amino&cidos, nucledtides y vitaminas estd regida por
retrorregulacién. Este mecanismo funciona a dos niveles
distintos, que son: a nivel de la actividad de la enzima y a

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

20



conoce  como retroinhibicién y en el segundo  como

retrorrepresidn.

a) Retroinhibicién.

En este mecanismo, el producto final de una ruta biosintética,
al acumularse hasta cierta concentracién umbral, afecta a
algunas enzimas de la ruta (generalmente, a la primera) y le
provecan camhios conformacionales que reducen su actividad (la
inhibe) y por lo tanto, no hay mayor acumulacidén del producto
final ni de los intermediarios.

Las enzimas que intervienen en este tipo de regulacidn
reciben el nombre de alostéricas; presentan dos sitios
importantes, unc 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 sitic activo y ya na

reconcce al substrato.

b) Retrorrepresién.

El producto final de 1la ruta biosintética actua come 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 blosintéticas de las vitaminas, que se

requieren en cantidades muy pequedas.
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Generalaente, la retrorrequlacién se ve complicada debido a
la presencia de rutas ramificadas. sin embargo, esto se
resuelve por medio de:

-Isoenzimas. Son enzimas que catalizan la misma reaccién pero
que son sensibles en diferente grado a 1la inhibicidén y/o
represién provocada por el producto. Un ejemplo de este tipo de
regulacién se presenta en la sintesis de la familia del 4cido
aspartico.
-Regulacién concertada. En este caso, se necesita la presencia
de mds de un producto para provocar la inhibicién y/o represién
de 1la enzima. La presencia de un solo producto en exceso,
provoca un efecto débil.
-Regulacién 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
glutaminsintetasa est4 regulada por ocho productos diferentes.
Las técnicas mas empleadas para relajar la retrorregulacidn
son evitar la acumulacién del producto hasta las concentraciones
umbrales o bien . aislar wmutantes resiutentes a la

retrorrequlacién.
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2. LAS LIPASAS.

Las lipasas son enzimas pertenecientes al grupo de las
hidrolasas; su funcién es la catélisis de la hidrélisis de
triacilgliceroles insolubles en agua, y sus productos son 4cidos
grasos libres, diacilgliceroles, monogliceroles y glicerol. La

reaccién es reversible y se representa esquemiticamente asi:

H,0 o
triacil_"2_  dlacilglicerol 1y wonoact1glicerol Ho glicerol

qlicerol "20 ﬁgg: graso "20 ﬁggg graso “20 ",As: graso

Estas enzimas se consideran glucoprotefnas Acidas y actuan
principalmente sobre triacilgliceroles de 4acidos 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 2% y 15 § de
carbohidratos (principalmente, residuos de manosa). (Macrae y
Hammond, 198S).,

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 éptimo es entre 6 y 8. Casi
nunca necesitan de cofactores y son estables en solucidn acuosa
a temperatura ambiente.

La distribucién de las lipasas es asplia (Desnuelle,
1972), se presentan en:

a) Animales: en el tracto digestivo (secretadas por o¢rganos
especializados como el pancreas), en tejidos de mamiferos (de

corazén, cerebro, musculo, rifién, etc.), también se presentan en
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la leche y aparentemente, en peces e invertebrados.
b) Plantas: principalmente en semillas y frutos, entre ellos,
trigo, avena y mafz. La presencia de lipasas en plantas ha sido
poco estudiada.
<) Microorganismos: estdn bien distribuidas en bacterias y
hongos (levaduras y hongos filamentosos). La mayoria son
extracelulares. Algunos microorganismos cuyas lipasas han sido
estudiadas son: Aspergillus, Mucor, Penicillium, Rhizopus, etc.
Las lipasas son enzimas interesantes para la investigacién
por diferentes razones, como por ejemplo:
a) Las lipasas de bacterias patégenas estdn implicadas en la
etiologia de algunas enfermedades.
b) Intervienen en 1la degradacién de grasas de desechos
domésticos e industriales.
c) Intervienen en la descomposicién de productos lacteos y
otros alimentos que contienen grasas.
d) Tienen numerosas aplicaclones en la industria alimenticia y
en otras debido a la especificidad de substratos que presentan.
(Tabla 5)
En relacién con el dltimo punto, podemos destacar 1los
siguientes usos de lipasas dentro de la industria:
Maduracién de quesos, Muchas reacciones que intervienen en el
desarrollo de las propiedades organolépticas del gqueso son
catalizadas enzimaticamente por 1la adicién de proteasas vy
lipasas microbianhas ya que aceleran el proceso. Las variedades
de gquesos con sabores fuertes se cbtienen con ayuda de un alto

grado de lipdlisia. por ejemplo, el queso italiano requiere
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Tabla 5. Usos de lipasas.

a) Industria Alimenticia

Maduracién de quesos (italiano, azul)

Imitacién de sabores a queso, mantequilla, crema
Ingredientes de mezclas para pastel,galletas,panqués
Rellenos cremosos

Aderezos de queso para botanas

Botanas

Aderezos de ensaladas

b} Industria Quimica

Resolucién de mezclas racémicas de ésteres de alcoholes
terpenos, resolucién de isdmeros.

Sintesis de ésteres

ciencia basica y andlisis: determinacién de 1lipidos
para propésitos clinicos.

Transesterificacién

c) Otros Usos

Férmulas de detergentes
Encurtido de pieles

(Fuente!: Nacras, 1983; Nacrae y Hammond, 198S; Arnold, et al, 1975
Kilara, 198S; Desnuelle, 1972; El Soda, 1986)
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produccién de Acidos grasos de cadena corta, lo cual se logra
convencionalmente con la adicién de esterasa pregédstrica. Una
alternativa de este proceso, es afiadir esterasa de Mucor miehei,
que produce queso italiano de calidad aceptable. Como el
anterior, hay otro ejemplos de 1la utilidad de las lipasas y
esterasas de diversos organismos.

Para la fabricacién del queso azul, la leche se inocula con
esporas de Penicillium roqueforti [} P, glaucum que
posteriormente germinan; las lipasas liberan acidos grasos de la
grasa de la leche y producen sabores deseables; estos 4cidos
grasos libres actuan ademids, como precursores de las metil
cetonas, que le dan al queso su sabor caracteristico picante.
P. roqueforti forma dos lipasas, pero solamente la Aéida tiene
importancia en la maduracién del queso.

Algunas lipasas microbjianas tienen especificidad en cuanto
a la posicién de Acidos grasos que emplean como substrato. Por
ejemplo, la lipasa de Candida deformans es especifica para la
hidrélisis de 4cidos grasos en las posiciones 1,3 de
triacilgliceroles., (Macrae y Hammond, 1985)

Debido a lo anteriormente expuesto, se han hecho varias
investigaciones relacionadas con las 1lipasas de diveros
organismos. (Tabla 6).

Los trabajos mencionados estan relacionados ya sea con la
optimizacién de medios de cultivo para aumentar la produccién de
lipasas, o bien, con las caracterizaciones de las propilas

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. ventii

Mucor hiemalis

M. miehei

Penicillium roquefori
Penicillium chrysogenum
Rhizopus chinensis

R. delemar

R. japonicus
R. nigricans
R. oligosporus

Syncephalastrum racemosum

Referencia

Alford y Pierce, 1963

Sztajer y Maliszewska,
1982

Tsujisaka, et al, 1972
pal, et al, 1978
Fukuroto, et al, 1963
Chander, et al, 1980
Akhtar, et al, 1980
Deploey, 1981

Meyers y Knight, 1958
Chander, et al, 1977
Nakashima, et al, 1988

Iwai y Tsujisaka, 1974
Tahoun y Ali, 1986

Suzuki, et al, 1986
Chander, et al, 1981
Nahas, 1988

Chopra y Chander, 1983
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La produccidén de lipasas por los diferentes microorganismos
depende de 1la composicién del medic de cultive (Bloquel y
Veillet~Poncet, 1984). Por ejemplo, para el caso de
Pseudomonas, la producclén de enzima mejora si el medio contiene
polipeptona, harina de soya, hidrolizado de caseina y triptona.
Para algunos organismos, la urea y el sulfato de amonio son
efectivos como fuente de nitrégeno; para otros, se recomienda la
adicién de aminoacidos. Los lipidos actuan de diferente manera
sequn el organismo, ya que pueden servir como inductores, come
inhibidores o como fuente de carbono. Por ejemplo, para
Penicillium chrysogenum, Fusarium solani y Geotrichum candidum,
los lipidos retrasan el crecimiento y reducen la produccidn de
lipasas. En P. roqueforti, la adicién de aceites inhibe la
produccidén de lipasas (Sztajer y Maliszewska, 1988). Candida
sp también produce menor cantidad de enzima si se agrega aceite
de olivo; por otro lado, C, paralipolytica aumenta su produccién
con la adicién del mismo aceite.

Ademids de las condicicones del medio de cultivo, también
influyen factoreas fisicos y quimicos tales como el pH,
1a temperatura, agitacién, etc.

Comercialmente, existen varlas presentaciones de 1lipasa
provenientes de microorganismos, de animales e inclusive de

plantas. (Tabla 7}
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Tabla 7 Preparaciones comerciales de lipasas.

Fuente de ljpasas

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

Candida lipolytica
Chromobacterium viscosum
Geotrichum candidum
Humicol lanuginosa

Mucor miehei

Penicillium camemberti
Phycomyces nitens
PAncreas de cerdo

Pseudomonas aeruginosa
P. fluorescens
Pseudomonas sp.
Rhizopus arrhizus

R. delemar

R. japonicus

R, oryzae

Rhizopus sp.
Germen de trigo

Proveedor

Azano
Meito Sangyo
Amano ’
Towa Koso
Sigma, Amano, Meito
Sangyo,Boehringer-
Mannheinm
Sigma
Sigma, Toyo Jozo
Sigma, Amano
Azano
Amano, NOVO
Rhone-Poulene
Takeda Yakuhin
Sigma, Amano,
Boehringer-Mannheinm
Apano
Arano
Sigma, Boehringer-
Mannheinm
Sigea, Boehringer-
Mannheim
Tanabe Seiyaku,
Amano, Sigma

Amano, Nagase
Sangyo, Osaka
Saiken Lab.
Amano
Amano, Serva
Sigma

{Fuente: Chen y Sih, 1589)




3. Rhizopus delemar.
Rhizopus delemar es un hongo filamentoso cuya ubicacién
taxonémica se presenta en la Tabla 8. Pertenece al orden

Mucorales y presenta hifas cenociticas. (Ulloa y Hanlin, 19878)

Tabla 8. Ubicacién taxondmica de Rhizopus delemar
REINO Fungi
DIVISION Eumycota
SUBDIVISION Phycomycotina
CLASE 2ygomycetes
ORDEN Mucorales
FAMILIA Mucoraceae
GENERO Rhizopus
ESPECIE R. delemar

(Fuente: Ulloa, y Hanlin, 1978)

Se han llevado a cabo varios estudios que engloban algunas
caracteristicas importantes sobre las lipasas producidas por
hongos del género Rhizopus: algunos de ellos se sehalan a
continuacién.

Tahoun y Ali (1986), comprobaron que Rhizopus delemar
produce tres lipasas intracelulares, las cuales purificaron por
cromatografia de filtracidn en gel; presentan una especificidad
1,3 de enlaces é¢ster y tienen preferencia por 4cidos grasos
insaturados de cadena corta, particularmente, Acidos caprilico y
cdprico. Tahoun, et al (1988) reportan que el acetato de plomo
y el fluorofosfato diisopropilico a concentraciones de 107" My
102 u respectivamente, actuyan como inhibidores de las lipasas.

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

sobre caracterizacién de tres lipasas extracelulares de R.
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delemar, las cuales denominaron arbitrariasmente como lipasas A,

B y €. 1las caracteristicas de éstas se presentan en la Tabla 9.

Tabla § Caracteristicas de las tres lipasas de R. delemar
Lipasa pH{actividad) pH(estabilidad) Termoestabilidad
A 5.6 3.0-8.0 hasta 60°¢
B 5.6 4.0~7.0 hasta 45°cC
c 5.6 . 4.0-7.0 hasta 45°C
(Fuente: Iwa} y Tsu)lsaka, 1974

Posteriormente, Iwai y Tsujisaka (1974), demostraron que
ias lipasas B y C 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 sl la interaccidn con los
fosfolipidos se da dentro o fuera de la célula. Por otro lado,
la enzima A si fue considerada como una proteina diferente.

Iwal, et al (1979) e Iwai, et al (1980) reportan que la
estructura de la 1lipasa C se modifica por asociacién a
fosfolipidos y, ademids, hay un aumentc en la actividad
enzimdtica. shimada, et al (1981) y Shimada, et al (1983)
llevaron a cabo estudios sobre 1la reversibilidad de 1la
asociacién de la lipasa de R delemar con fosfatidilcolina, asi
como también sobre su actividad, que aumenta cuando el
fosfolipido est4 presente en el medio.

Iwai y Tsujisaka (1974) probaron diferentes fuentes de
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carbono al 2% y no encontraron diferencias significativas en
cuanto a la produccién de las lipasas. Entre las fuentes
probadas, se encuentran glucosa, galactosa, manosa, fructosa,
maltosa y dextrinas.

Nahas (1988) comprobé, por otro lado, que la produccidén de
lipasas por R. delemar se ve afectada por concentraciones altas
de glucosa (mis del 28).

Nakashima, et al (1988), examinaron el efaecto de glucosa en
la produccién de 1lipasas intracelulares de R. chinensis y
demostraron que la actividad 1lipolitica es buena cuando se
emplean concentraciones menores del 2%, pero al aumentarla a 3%
o mAs, se observé que la actividad disminuye drasticamente.

Para el caso particular de R. delemar, se tienen
antecedentes de que la glucosa a una concentracién del 4%,
ejerce un efecto negativo en la produccién de lipasas, pero se
desconoce la natﬁraleza del fendmeno (Espinosa, et al 1990).
Adends, se hicieron pruebas con diferentes fuentes de carbono y
de nitrdégeno, y resultd que la actividad lipolitica fue mayor
con dextrinas que con glucosa. Por otra parte, en lo que a la
fuente de nitrégeno se refiere, R, delemar produjo bajos
rendimientos de lipasas en presencia de sales inorganicas
(Espinosa, et al, 1990).

Las lipasas que produce este microorganismo son de interés
porque confieren a substratcs lacteos sabores y aromas suaves Yy
agradables al gusto del consumjidor local. Sin embargo, también

produce proteasas: aestas enzimas intertieren con la generacisn
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dec sabores, ya qua producen notas amargas. Por lo tanto, es
conveniente optimizar por un lado la produccién de lipasas y por

otro, disminuir la de proteasas.
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CAPITULO IX
OBJETIVOS Y ESTRATEGIA

1 OBJETIVO GENERAL.
Caracterizar el efecto negativo que ejerce la glucosa en la
produccién de 1lipasas por Rhizopus delemar en fermentacidén

sumergida.

2 OBJETIVO PARTICULAR.
Identificar si el efecto negativo de la glucosa se debe a
un fendmeno de represidn, ya sea catabdlica o transitoria,

o a inhibicién.

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 produccidén de lipasas y

de proteasas.
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)

e)

e)

1)

Probar el efecto de un andlogo de glucosa no
metabolizable en la cinética de produccidén de lipasas y
proteasas para definir si es o no la molécula de glucosa

per se la efectora del fendémeno.

Para definir si el fendmeno es o no inhibicisn, se

probardn varias concentraciones de glucosa in vitro.

Probar el efecto de un inhibidor de sintesis de proteinas
en las actividades lipolitica y proteolitica para definir

si{ se trata de una represidén.
Disefar un medio quimicamente definido para probar si el

efecto negativo de la glucosa detectado en medioc completo

se mantiene.
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CAPITULO IIX
METODOS

1 CEPA,

la cepa de Rhizopus delemar CDB H313 que se utilizd en este
trabajo, provino de la coleccién del Cepario del Departamento de
Biotecnologia del CINVESTAV, del Instituto Politécnico Nacional.

La conservacién 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 (Sigma), 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 D descrito por Celerin y Fergus {1571)

suplementado con casaminodcidos. Su formulacién es la
siguiente:

Compuesto cantidad (g/1)
Glucosa (Baker) 10
Casaminodcidos (Merck) 10
Nitrato de potasio (XNOa, Baker) 2
Sulfato de magnesio (MgSOs 7TH20, Baker) 0.5
Fosfato dibasico de potasio (X2HPO:«, Baker) 1
Solucién de alementos traza' 1 ml/1
Aceite de olivo (comercialj?® 20 ml/}
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'La composicién de la solucién de elementos traza es:

Compuesto Cantidad (mg/1l)
Sulfato de cinc (ZnSOs 7H20) 439.8
Nitrato de fierro (Fe(NO3)2) 723.5
Sulfato de manganeso (MnSOs) 203.0

’El aceite de olivo se agregdé por separado a cada matraz.

El pH del medio se ajustd a 7.0 antes de agregar la solucién
de elementos traza y el aceite.

El medio minimo contenia exactamente los mismos compuestos,
en la misma proporcién, con excepcién de los casaminoacidos, que
fueron substituidos por glicina al 1%.

Los medios de cultivo se esterilizaron a 121°C durante 15
minutos. La glicina se esterilizé con filtros millipore y se

agrego 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 1los 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
solucidn al 50% de glicerol en agua destilada (v/v).

c) Bajo condiciones estériles, preferentemente en una campana
de flujo laminar, se tomdé micelio poco a poco, y se colocd

posteriormente en el glicerol. Se agité fuertemente en un
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vortex, de tal modo que las esporas se desprendieron quedando
suspendidas en el glicerol.

d) El procedimiento anterior se repitié hasta conseguir una
densidad déptica de aproximadamente 0.06, a 540 nm.

e) El micelio debe retirarse de la suspensidén de esporas para
que no interfiera con la lectura de la densidad oéptica.

f) La suspensién asi obtenida, se guardé en tubos con tapén
estériles, que se mantienen a 4°cC.

g} Es importante numerar 1los tubos y anotar claramente la

densidad éptica alcanzada en cada caso.

4 NONTAJE DE EXPERINENTOS,

En matraces Erlenmayer de 250 ml, se vertieron 50 ml de
medio D y se esterilizaron.

Una vez gque estuvieron a temperatura ambiente, se
inocularon con un ml de suspensién de esporas con densidad
éptica de 0.06 y se incubaron a 29°C con agitacién continua (150
rpm) durante 96 horas.

Los experimentos se hicieron por lo menos dos veces por

triplicado.

5 TRATANIENTO DE LAS MUESTRAS.
La Figura 3 presenta un diagrama de flujo para el

tratamiento de las muestras.
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FILTRADO

DIALISIS
ACTIVIDAD ACTIVIDAD PRATEINA AZUCARES
LIPOLITICA PROTEOLITICA EXTRACEIULAR RESIDUALES
CONDICIONES METODO DE NETODO DE METODO DE
DE MENNASA LOWRY LOWRY DNS
CAIDA DE LEER A LEER A LEER A
PH $90 nm 590 nm 540 nm

Figura 3 TRATANIENTO DE LAS MUESTRAS
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1) Filtrado.
El filtrado de las ruestras se hizo por medio del sistena
Millipore, con filtros Whatman No 1, con di&metro de 4.25 cms.
Antes de utilizar los papeles filtro, deben secarse durante

24 horas en una estufa a 60°C Y pesarse,

2) Biomasa.
La biomasa se cuantificé por peso seco. Las muestras se
dejaron secar durante 24 horas a 60°C. Posteriormente, se

pesaron y se les resta el peso del papel.

3) Dislisis.
El filtrado se dializé durante 24 horas, en frio y contra

agua destilada.

4) Actividad Lipolitica.

La actividad 1lipolitica se midié por caida de pH,
en las condiciones propuestas por Menassa y Lamberet (1982).

El substrato consistid en una emulsién de tributirina al 5%
en presencia de 0.01% de Tween 80.

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

Para medir la actividad, se utilizé un bato a 37°C. En un
tubo grande (30 ml), se pusieron 7 ml de amortiguador, 2 ml de
enulsién de tributirina y 1 ml de enzima (filtrado dializado).

Se agité constantemente, se leyé el pH inicial y posteriormente,
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cada minuto durante cinco minutos, se tomé nota de 1a>ca1da del
pH. La actividad se reporté como micromoles de &cido butirico
liberadas por mililitro de enzima en un minuto.

lLa obtencién de las micromoles de acido butirico fue a
través de una curva patrén de dicho acido, a una concentracioén

de 0.5%.

5) Proteina Extracelular.

La proteina extracelular se midié por el método de Lowry
et al (1951).

En tubos de ensaye, se pusieron 0.5 ml de muestra y se
llevaron a 1 ml con agua destilada.

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

Se dej¢ reposar durante 10 minutos.

Se adicionaron 0.5 ml de reactivo de Folin y se agitsé en el
vortex.

Se dejd reposar durante 30 minutos.

Se leyd en el espectrofotdmetro a 590 nm.

La proteina se cuantificé al comparar con una curva patron

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

Reactivos de Lowry:
a) Reactivo A: sulfato de cobre (Baker) al 1% en agua
destilada.
b) Reactivo B: tartrato doble de sodio y potasioc (Difco) al 2%
en agua destilada.
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c) . Reactive C: Sosa 0.1 N m4s carbonato de sodio al 2%. FPara
prepararlo, se disuelven 4.0 g de sosa en 800 ml de agua
destilada y posteriormente, se adicionan 20 g de carbonato de
sodio. Se afora a un litro.

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

e) Reactivo E: Tiene una parte del D y 50 partes del C.

f) El reactivo de Folin se prepara en una proporcién 1:1 con

agua destilada.

6) Actividad Proteclitica. (Fukumoto, et al, 1967)

En tubos de ensaye, se pone 1 ml de muestra y 2 ml de caseina al
2% en amortiguador de fosfatos a pH 7.0.

Se incuban durante 30 minutos a 37°C, en agitacién constante.

Se agregan 4 ml de &cido triclorcacético al S%.

Se centrifugan las muestras a 8,000 rpm durante 10 minutos.

Con el sobrenadante, se sigue el tratamiento de la muestra por
la técnica de lowry, en este caso se compara con una curva
patrén de tirosina (100 mg/ml). La actividad proteoclitica se
reporta como miligramos de tirosina liberados por mililitro

(mg/zl)

7) Azucares residuales. (Summer y Howell, 1935)

Los azucares residuales se midieron por el método del DNS
(acido dinitrosalicilico, Kodak), que consiste en:
En tubos de ensaye, se pone 1 ml de muestra y se adiciona 1 ml

de reactivo DNS. Se agita en el vortex.
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las muestras se ponen a hervir en baflo Maria durante cinco
minutos, los tubos se tapan con canicas para evitar evaporacldn
de las muestras).

Se agregan 10 ml de agua destilada a cada tubo, se agita en el
vortex y se deja reposar durante 30 minutos.

Se leen las nuestras en el espectrofotdmetrc (Bausch & lLomb) a
540 nm. ,

Debe prepararse con este mismo tratamiento un blancoe con agua
destilada.

Para obtener la concentracién de azicares, se compara con una

curva patrén de glucosa 2 mg/ml.

La composicion del reactivo de DNS es la siguiente:
Se pesan 16 g de sosa, 300 g de tartrato de sodio y potasio y
10 g de DNS.
En un matrar aforado de un litro, se ponen 500 ml de agua
destilada y se agregan uno a unc en el orden presentado, todos
los reactivos.
Se afora a un litro, y se calienta ligeramente para lograr la
completa disolucidn.
Se quarda el reactivo en frasco &mbar porque es sensible a la
luz. Debe mantenerse a 4°C. Tiene una vida pedia de

aproximadamente 30 dias.

8) La 2-deoxi-D~glucosa utilizada en algunos experimentos, se
esterilizd a 121°C durante 15 minutos. La cicloheximida se
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esterilizé con filtros millipore y se afiadié al medio de cultivo
ya estéril. Ambos reactivos fueron de Sigma.
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CAPITULO 1V
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 1% (control), dextrinas al 1%’y glucosa y dextrinas
al 0,.5%. Estas cinéticas se hicieron dados los antecedentes de
que la produccidén de actividad lipolitica es mayor en presencia
de dextrinas (Espinosa, et al, 19%0).
De estas comparaciones, podria deducirse si la sintesis de estas
enzimas estd o no asociada al crecimiento y en qué momento en
relacién al consumo de substrato, se 1llega a 1la maxima

produccién de enzima.

a) Glucosa al 1%,

Con el medio D, se obtuvo la cinética que se muestra en la
Grafica 1. la produccidén de lipasas aumenté progresivamente, y
alcanzdé un maximo a las 96 horas de fermentacidn.

El consumo de substrato llegé a ser casl total a las 48
horas. Es importante destacar que entre el segundo y el tercer
dia, el nivel de lipasas se mantiene mi&s 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 sugeriria una inactivacidn o inhibicidén de la enzima por la

glucosa, fendémeno que se analizari mAs adelante.
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GRAFICA 1. Cinéticas de actividad lipolitica, consumo de
sustrato y crecimiento (biomasa) en medio D, con
glucosa al 1X.
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El crecimiento fue en aumento a 1lo largo de 1la
formentacidn, aunque llegé a disminuir ligeramente al final de
la mismé. 7

En 1la GréAfica 2, se puede observar que 1las cinéticas de
produccidn de lipasas y de proteasas son muy similares; en ambos
casos se llega a un naximo a las 96 horas de fermentacidn.
Esto apoyaria aun maAs la hipétesis ya mencionada de que ambas
enzimas poseen mnecanismos de regulacién similares, tal come

sugiera Arends, et al (1986).

b} Dextrinas al 1%.

Se decidié sequir la cinética con dextrinas para establecer
como ya se& habia mencionado, una comparacién cen la cinética
anterior. Como con dextrinas se obtiene una mayor actividad
lipolitica, podria ser que bajo estas condiciones el mecanismo
de regulacioén fuera diferente.

La GrAfica 3 puestra que en este caso se presentan dos
picos de actividad lipolitica: uno a las 24 horas y otro a las
72 horas. Estos datos son jmportantes, 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 enzimas diferentes, aspecto que
debers ser cenfirmado,

El consuma de azucares reductares presenta un
comportamiento diferente al encontrado con glucosa. La aparente

irregularidad presentse a las 24 horas, se puede explicar por la
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GRAFICA 2. Comparacién de las cineticas de actividades

lipolitica y proteoclitica obtenidas en medio b,
con glucosa al 1X.
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estructura de las dextrinas. Estas son producto de la
hidrélisis parcial de 1a amilopectina, gque es un polisacarido
con mil o m4s unidades de glucosa por molécula. Al hidrolizarse
las dextrinas, se obtienen como productos los disacdridos
maltosa e isomaltosa. Finalmente, al hidrolizarse éstos, se
obtienen mondémeros de glucosa.

Al principio, es 1légico detectar poca concentracién de
glucosa libre, ya que el organismo todavia no ha desdoblado el
polisacérido. Posteriormente, se percibe una mayor cantidad de
glucosa porgue ya actuaron las enzimas del hongo encargadas de
hidrolizar las dextrinas. Seria util corroborar la actividad
amilolitica de Rhifzopus delemar, la cual estid reportada en el
género. (Ashikari, et asl, 1986). En este caso, el consumo de
la fuente de carbono llegé a ser casi total a las 48 horas,
situacién también presente en el caso anterior analizado con la
glucosa al 1% como fuente de carbono. £8 importante recordar
que el método de medicién de azucares reductores es incapaz de
detectar dextrinas y por lo tanto, puede ser que a las 48 horas
de fermentacién, audn haya dextrinas no hidrolizadas que el
microorganismo probablemente no pude aprovechar. Este punto
podria aclararse si se hiciera el estudioc ya mencionado en
relacidén con la actividad amilolitica.

En la Grafica 4, se presenta una comparacisén de las
cinédticas de produccién de lipasas y proteasas. En este caso,
el comportamiente no es similar, la actividad proteclitica

presenta sélo un maximo de actividad a las 96 horas, lo que
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GRAFICA 4. Comparacién de las cinéticas de actividades
lipolitica y proteclitica obtenidas en medio D,
coh dextrinas al i1x.
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lleva a postular la hipétesis de que en estas condiciones el
control de la sintesis de enzimas no es similar, o bien, que se

trata de otra lipasa.

¢) Glucosa y Dextrinas al 0.5%

Se decidié hacer una cinética con ambas fuentes de carbono
con el objetivo de cobservar si el efecto negativo de la glucosa
se presentaba en presencia de dextrinas.

Se probaron glucosa y dextrinas juntas como fuente de
carbono al 1%, para ver el comportamiento de la cinética de
produccién. Los resultados se muestran en las Graficas 5 y 6.

La actividad lipolitica presenté solamente un mdximo de
actividad a las 72 horas. El pico a las 24 horas obtenido en la
Grafica 3 no se aprecié, 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
Graficas 4 y 6 se aprecia cuando casi todo el substrato ha sido
consumido.

la GrAfica 6 muestra la comparacidén de las cinética de
produccién de lipasas y proteasas. El comportamiento de 1las
proteasas es un poco irregular, ya que disminuyen al final de la
fernmentacién. Este comportamiento es diferente del encontrado
en los dos casos anteriores, ya que en éstos, se aprecidé una

actividad proteolitica maxima a las 96 horas.
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lipolitica y proteolitica obtenidas en medio D,
con glucosa y dextrinas al O.5X%.
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2 Efecto Negativo de Glucosa.

Para iniciar el anAlisis del efecto ejercido por la glucosa
sobre la produccién de 1ljipasas y proteasas, se procedié a
probar concentraciones bajas y altas de dicho carbohidrato y se
cuantificaron los niveles obtenidos de ambas enzimas en cada
caso.

En la GraAfica 7 se muestran los niveles de actividad
lipolitica y crecimiento obtenidos en el medio D con 1%
(control) y 4% de glucosa,

Como puede apreciarse, la produccién de lipasas disminuye
aproximadamente en un 40% cuando hay 4% de glucosa. Por otro
lado, el crecimiento también disminuye, pero en menor proporcién
{(15%). Esto ultimo puede deberse a que la propia glucosa
conduce el wetabelismo hacia 1la formacién de &cidos
(por glucélisis y ciclo de Krebs) y por lo tanto disminuye
considerablemente el pH. La acidez probablemente provogque gque
el microorganismo no se desarrolle como en sus condiciones
déptimas de crecimiento, lo cual repercute en la cuantificacién
de la biomasa. La actividad lipolitica especifica también es
menor cuando se utiliza glucosa al 4%.

También se muestran en la Grafica 7 los datos obtenidos
bajo las mismas condiciones, de actividad proteolitica. Los
niveles de proteasas en presencia del 4% de glucosa son
aproximadamente 60% menores que en el control. Este dato es
importante, porque hay que recordar que las proteasas provocan

sabores amargos a los substratos lacteos, lo cual es indeseable
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para los fines de aplicacién que se buscan para las lipasas,
Cabe mencionar una vez mas la teoria propuesta por Arends
et al (1986) la cual sugiere que, probablemente, tantoc la lipasa
cono la proteasa estdn reguladas por los mismos factores, que
pueden presentarse a nivel de transcripcién o traduccién. Este
aspecto es importante porque al menos en presencia de glucosa al
4% , la produccién de ambas enzimas disminuye en comparacién
con el control. Podria ser que en R, delemar esta situacidn se
presente.

Por otro lado, es probable que la proporcién carbono/
nitrégeno en el medio de cultivo, influya en el metabolismo del
microorganismo. Sattur y Karanth (1989) reportan gue para
Rhodotorula gracilis, esta proporcién es importante porque al
aumentar, permite mejorar los rendimientos de produccidén de los
lipidos. En este organismo también influye la concentracidén de
dglucosa, que debe ser baja. Si la proporcion carbono/nitrdégenc
es alta, el nitrégeno es escaso y por lo tanto, es consumido
ridpidamente. Bajo estas condiciones, el carbono es utilizado
principalmente para la sintesis de lipidos por este organismo en
particular.

Con este experimento queda comprobado que las altas
concentraciones de glucosa, afectan negativamente tanto 1los
niveles de lipasas como los de proteasas.

Las preguntas que guedan 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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diferentes,zcuil de ellas es la afectada? 2O estadn afectadas
amnbas?

c. ©El efecto observado es un fendmeno de inhibicién o de
represion?

d. ila glucosa afectard de la misma forma si se adiciona en

horas tempranas o tardias de la fermentacidn?

3 Cinéticas obtenidas por adicién de glucosa al 1% a las 6 & 24
horas.

Al conocer las cinéticas con glucosa y con dextrinas, se
procedié a sequir otra cinética, pero esta vez, se adiciond
glucosa a diferentes tiempos. Se decidié afiadirla antes y
después de las 24 horas de fermentacidén, dados los antecedentes
de que en este momento 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 fermentacién, tanto con glucosa como con dextrinas, se
llegd a consumir casi en su totalidad el substrato, por lo que
se pensd que este era un buen momento para ahadirla. También se
decidi¢ 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 1la obtencién de datos
interesantes.

En la GrAfica 8 se muestra la comparacidén de las cinéticas

de prod i6n de 1ip obtenidas con el control (sin

adiciones), y al adicionar glucosa a las 6 horas y a las 24
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GRAFICA 8. Cinéticas de actividad lipolfitica obtenidas sin
adicion de glucosa Ccontrol) y con adiciones (1X)
a las b o a las 24 horas.
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horas. Como puede apreciarse, al hacer la adicién a las ¢
horas, los niveles de actividad lipolitica son menores que los
obtenidos en el control. A las 96 horas hay un ligeroc aumentoc
en la actividad, pero no llega a alcanzar los niveles del
control.

Cuando se adicioné glucosa a las 24 horas, se observé un
descenso en la actividad lipolitica posterior a dicha adicidn.
Tampoco llegé en este caso a alcanzar los niveles del control a
las 96 horas.

Dado lo anterior, queda claro que la glucosa afecta la
sintesis de las lipasas, ya sea gue Se agregue a las 6 o a las
24 horas de fermentacidn. Estos resultados parecerian indicar
que la sintesis de lipasas se presenta en horas muy tempranas de
la fermentacidn y probablemente, que la glucosa al ser agregada,
ejerce un efecto inhibitorio sobre las enzimas ya sintetizadas.

En la Grédfica 9 se presentan las cinéticas de consumo de
substrato del mismo experimento. En el caso del control, el
consumo de glucosa fue casi total a las 48 horas aungue ya a las
24 se detectd una concentracién pequeifia de azicar. En el caso
de las adiciones a las 6 y 24 horas, el consumo también fue casi
total a Ilas 48 horas. En estos dos ultimos casos, la
la concentracicn de glucosa presente a las 6 y 24 horas de la
fermentacién resulta ser mayor que en el contrel debido a las
adiciones.

En la GrAfica 10 se muestran las cinéticas 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 fermentacién, mientras que como se recordar4, en el
caso de las lipasas, la disminucién se detectd después de las
24 horas. Cuando se adicioné glucosa a las 24 horas se
observé en la actividad proteclitica, una recuperacién al final
de la fermentacién (96 horas) que llegdé a los niveles del
control, Si se retoma nuevamente la teoria de Arends et al
(1986) sobre un posible control comin de las 1lipasas y
proteasas, podriamos considerar que en el caso particular de
Rhizopus delemar se puede presentar un mecanismo regulatorio
similar, dados los resultados obtenidos con las mismas enzimas.

Conviene obtener un alto nivel de 1lipasas y unc bajo de
proteasas, ya que estas ultimas generan sabores amargos y por
tanto indeseables. Al analizar cuidadosamente las cinéticas de
actividad proteolitica (Gr&fica 10), se puede apreciar gque al
adicionar glucosa a las 24 horas, se obtuvo una actividad baja a
las 72 horas. Sin embargo, la actividad lipolitica en este
momento (Grdfica B8)es también baja en comparacién con el
control.

En cuanto al crecimiento, se obtuvo mayor pesc seco cuando
se hicieron las adicicnes de glucosa en comparacién al control
(Griafica 11) Estos resultados son légicos, ya que la
disponibilidad de mayor cantidad de glucosa probablemente
pernite que el metabolismo se dirija hgcia un aumento de biomasa
y no hacia la sintesis de compuestos que en esas condiciones no

le son Utiles, pues no hay en el medio otros substratos.
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GRAFICA 9. Cinéticas de consumo de glucosa obtenidas sin
adicion de glucosa Ccontrol) y con adiciones C1%)
a las 6 o a las 24 horas.

62



AProteslitics {mg/ml)

100

80}

40-’/

20}

[ 1 1 1 )

2] 24 48 72 96
Tiempo (h)

—— Control —+—Ad.glucosa 6h —¥ Ad.glucosa 24 h
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GRAFICA 11. Cineticas de crecimento obtenidas sin adicisn de
glucosa (control) y con adiciones Ci1%) a las 6 o
a las 24 horas.
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En la Grafica 12 se presentan las variacionas en el pH a
lo largo de 1la fermentacién. El pH disminuye en los tres casos
durante las primeras ‘24 horas de cultivo, ya que el metabolismo
propic de la glucosa, a través de la glucdlisis y del ciclo de
Krebs, provoca 1la 1liberacidn de diversos 4acidos organicos
{Robbins y Taylor, 1989). En el caso del control el pH sube
gradualmente, ya que el consusmo de glucosa es casi total a las
48 horas. El pH en las cineticas de adicién a las 6 y a las 24
horas permanece practicamente constante después de las 24 horas.
De acuerdo con lo reportado por Iwai y Tsujisaka (1974), el pH
optimo de las enzimas de R. delemar es de 5.6 por lo que
probablemente 1a acidez detectada al adicicnar glucosa, tanto a
las 6 como a las 24 horas, repercuta en las actividades

lipoliticas obtenidas.

4 Efscto in vitro de glucosa en la actividad lipolitica.

Con el objetivo de definir si el fendmenc ejercido por la
glucosa es o no inhibicién, se decidié probar concentraciones de
1 y 4% de dicho wmonosacArido directamente sobre la actividad
enzimadtica. Los resultados se presentan en la Tabla 10.

Como puede apreclarse, las diferencias = no son
significativas, ya que las wvariaciones entre los datos son
menores a una unidad de actividad lipolitica. Adenmis, se hizo
un analisis de varianza con un nivel de significancia de 0.05 y
los resultados indicaron que no hay diferencias entre las

medias.
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Tabla 10. Efecto de glucosa in vitro en la actividad

lipolitica.
Concentracién de Actividad lipolitica
glucosa (%) (uM/m1 min)
[} 20.73
1 21.45
4 21.60
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Con este experimento, queda demostrado que el fendmeno no
es de inhibicién. Es importante indicar que en este caso, no
hay problemas de transporte y difusién de la glucosa porque la
enzima se encuentra ya fuera de la célula (para este
experimento, se utilizé la muestra dializada, lo gue concentrd
la enzima). la enzima es por lo tanto, capaz de tener contacto
con toda la glucosa adicionada; las concentraciones de ésta son
muy altas y aun asi, no se detectan diferencias en las

actividades.

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

Con el objetivo de determinar si es o no la molécula de
glucosa per se la causante del fendmeno, se decidié seguir unas
cinéticas similares a las de adicisn de glucosa, pero se utilizoé
en vez de ésta un analogo estructural no metabolizable. Las
adiciones se hicieron también a las 6 y a las 24 horas de
fermentacion.

En la Gr&fica 13 se presentan las cinéticas de produccién de
actividad lipolitica al adicionar glucosa o el andlego al 1% a
las 6 horas. El comportamiento en ambas adiciones es
practicamente paralelo, aunque 1los niveles de actividad
obtenidos en el caﬁo del anslogo, dada su caracteristica de ser
no metabolizable, son menores.

La GraAfica 14 muestra las cinéticas obtenidas para 1la
actividad proteolitica bajo las mismas condiciones de la grafica

anterior. Como puede apreciarse, tanto la glucosa cono el
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GRAFICA 13. Cinéticas de actividad lipolitica obtenidas sin
adicion de glucosa Ccontrol) y con adicién de
glucosa o andlogo (2-deoxi-D-glucosa) al 1% a las
6 horas.

69



AProteolltica {mg/mi)

100

80+

20

o £ 1 - 1 )Y
(4] 24 48 72 86
Tiempo (h)

—— Control  —+ Ad. giuc. 1% ~—¥— Ad. anal. 1%

GRAFICA 14. Cinéticas de actividad proteoli{tica obtenidas sin
adicién de glucosa Ccontrol) y con adicién de
glucosa o anilogo (2-deoxi-D-glucosa) al 1X a las
6 horas.



anidlogo provocan un descenso en la actividad al final de 1la
fermentacién (a partir de las 72 horas) en comparacién con el
control. Sin embargo, en los otros puntos de la cinética, hubo
variaciones y el comportamiento entre adicidén de glucosa y de
andlogo no fue paralelo, lo que podria indicar que en el caso de
la regulacién de proteasas, no es la molécula de glucosa per se
la causante del efecto negativo.

En cuanto al crecimiento, la Gréfica 15 muestra que fue
mayor cuando se adiciondé glucosa que en el caso del control.
Con el anAlogo, el crecimiento fue muy pobre. Estos datos se
reflejan en la actividad 1lipolitica especifica (datos no
mostrados) ya que como el andlogo no es metabolizable, el
crecimiento es poco y la actividad pareciera ser alta pero este

es cor wcia el crecimiento.

En la Grdfica 16 se presentan los resultados de actividad
lipolitica para el caso de 1las adiciones a las 24 horas.
También en este caso, el desarrollo de las cinéticas con glucosa
y con el anAlogo son muy parecidas, se llegé 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 adicién
de glucosa como 1la del analogo, impiden obtener actividades tan
altas como las del control a las 72 horas. En el caso de la
adicién de glucosa, se observa una recuperacién al final de la
fermentacién (96 horas) que llega a los titulos del control.

Con el analogo, la actividad permanecié constante de las 72 a
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GRAFICA 15. Cinéticas de crecimiento obtenidas sin adicicn de
glucosa Ccontrol) y con adicien de glucosa o
analogo (2-deoxi-D-glucosad al 1% a las 6 horas.
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GRAFICA 16. Cinéticas de actividad lipolitica obtenidas sin
adicion de glucosa C(control) y con adicién de
glucosa o anilogo (2-deoxi-D-glucosa) al 1X a las
24 horas.
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las 96 horas.
En la Gréfica 18 se presenta la cinética de crecimiento.

De modo similar al caso de adiciones a las 6 horas, se observéd
que con la adicién de glucosa el crecimiento fue mayor gue en el
control. Con el andlogo, el crecimiento disminuyé a lo largo de
la fermentacidn. Hay que recordar que el andlogo es un
compuesto "téxico® para las células y por 1lo tanto, el
microorganismo es incapaz de desarrollarse plenamente, Al igual
que en la adicién a las 6 horas, el poco crecimiento afecta 1la

actividad lipolitica especifica obtenida (datos no mostrados) ya

que ésta ta como ¢ ia del crecimiento en el
caso del andlogo y disminuye en el caso de la glucosa, dado gque
la produccién de biomasa es mayor.

La similitud de comportamiento indica que la molécula de
glucosa per se puede ser la responsable del efecto negativo

sobre la sintesis de las lipasas.

6 Efecto de la adicién de un inhibidor de sintesis de proteinas
sobre la actividad lipolitica.

Hasta este momento, quedan claros dos aspectos importantes:
a) No es un fendmeno de inhibicién.
b) La molécula de glucosa per se puede ser la responsable
del efecto negativo detectado.

Dado lo anterior, se procedié a seguir la cindética, en este
caso al adicionar un inhibidor de 1la sintesis de proteinas

(cicloheximida, 100 ug/ml), para determinar si se trata de un
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GRAFICA 18. Cinéticas de crecimiento obtenidas sin adicién de
glucosa (contraol) y con adiién de glucosa o
anilogo (2-deoxi=-D-glucosa) al 1X a las 24 horas.
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fenémeno de represion. En el macanismo de represién de enzinmas,
existen una o m4s moléculas (represor) que interfieren con la
transcripcién y por lo tanto, disainuye la sintesis de dichas
proteinas. Si se adiciona un inhibidor de 1la sintesis de
proteinas, se esperaria, an&logamente al caso de la represidn,
que disminuyera la concentracién de enzimas dado que se detiene
su sintesis,. Por lo tanto, si se obtiene un comportamiento
parecido en las cinéticas de adicién de glucosa y de inhibidor,
la hipétesis de que es un fendmeno de represidn, quedaria
justificada. Las adiciones del inhibidor se hicieron también
alas 6y a las‘ 24 horas de fermentacidn.

La Gréfica 19 presenta la comparacién de las cinéticas de
actividad 1lipolitica obtenidas al adicionar glucosa o
cicloheximida a 1las € horas, Como puede observarse, el
comportamiento de ambas cinéticas es muy similar. En la Gréfica
20 se presentan 1los resultados obtenidos para la actividad
proteolitica. En este caso, también se puede observar un
comportamiento similar entre 1la adicién de glucosa y de
inhibidor.

En la Gradfica 21 se presentan las cinéticas de crecimiento
obtenidas. cuando se adicioné 1la glucosa, se observé un
crecimiento ligeramente mayor que en el control (a las 24 y 72
horas), mientras que la adicién de cicloheximida provocéd un
notable efecto negativo. En este ultimo caso, se observé una
recuperaciéon al final de la fermentacién, pero no llegé a los

niveles del control (a las 72 y 96 horas). Las actividades
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GRAFICA 19. Cinéticas de actividad lipolitica obtenidas en
medio D (cantrol sia adiciones) y con adicienes de
glucosa (1X) o de cicloheximida C100 pgrmld) a las
6 horas.
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GRAFICA 20. Cineticas de aclividad proteolitica obtenidas en
medio D Ccontrol sin adiciones) Yy con adiciones de
glucosa (1X) o de cicloheximida €100 Hg/ml) a las
6 horas.
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lipoliticas especificas (datos no mostrados) para el caso de la
adicién 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 fermentacion).

las cinéticas de las adiciones a las 24 horas para la
actividad lipolitica, se presentan en la Grafica 22. En este
caso, el comportamiento de ambas adiciones también es similar.
En el caso de las proteasas (Grifica 23) se cbserva también un
comportamiento similar.

En la Grafica 24 se presentan las cinéticas de crecimiento
y como puede observarse, es mayor cuando se adiciona glucosa.
La adicidn de cicloheximida afecta también en este caso, aungque
al final de la fermentacién (96 horas) se llega a los titulos
del control, La adicién del inhibidor de sintesis de proteinas
afecta miAs sensiblemente al crecimiento del microorganismo si se
afiade a horas tempranas de la fermentacidén (6 horas), ya que
como se recordard, el crecimiento en este caso se recuperd, pero
no alcanzé al control a las 96 horas (Grafica 21). Estos datos
sugieren gue la sintesis de proteinas necesarias para obtener un
crecimiento comparable al control se presenta en la primeras
horas de la fermentacién, 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 adicién de cicloheximida a 1las 24 horas, 1as
actividades 1lipoliticas especificas (datos no mostrados)

presentan el comportamiento esperado, es decir, disminuyen con
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GRAFICA 22. Cinéticas de actividad lipolitica obtenidas en
medio D (control sin adiciones) y con adiciones
de glucosa (1X) o de cicloheximida €100 pgrmid) 2
las 24 horas.
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GRAFICA 23. Cineticas de actividad proteolitica obtenidas en
medio D Ccentrol si adiciones) y con adiciones de
glucosa (1%) o de cicloheximida (100 pgr/ml) a las
24 horas.
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glucosa (1X) o de ciclohe_ximida (€100 ug/mid a
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la adicidn de glucosa y de cicloheximida.

De estos experimentos, se deduce gue el fendmeno en
cuestion si es represién, aparentemente tanto para las lipasas
como para las pr_og:easas. Harrer, W. et al (1983) reportan un
comportamiente similar en la sintesis de pg-glucosidasa por
Trichoderma pseudokoningii, ya que la glucosa reprime a dicha

enzima.

7 Disefio de un medio guimicamente definido.

El mecanismo de represién puede o no ser catabdlico, es
decir, que incluya los niveles dentro de la célula de AMP
ciclico o de algun producto del catabolismo de la fuente de
carbono, en este caso, 1la glucosa. Sin embarxrgo, la
concentracidén de AMP ciclico puede alterarse por por la carga
energética de la célula. Como el medio utilizado anteriormente
era completo, se decidié probar un medio minimo para ver si el
comportamiento era o no similar.

Los estudios anteriores efectuados por Espinosa, et al
(1990) 1indican que R, delemar no presenta una actividad
lipolitica ni un crecimiento comparables a los obtenidos en el
medio D s8i se substituyen los casaminodcidos por fuentes de
nitrégeno como sales inorganicas (nitrato de sodio, sulfato de
amonio). Por otro lade, los compuestos orgdnicos como la urea,
tampoco permiten obtener actividades lipoliticas comparables al

control. Probablemente, este microorganismo sea deficiente en

as



algunas enzimas que intervienen en el metabolismo del nitrdgeno
Y requiera por lo tanto, de elementos mis facilmente
asimilables, como es el caso de los aminoacidos.

Dado lo anterior, se decidié probar primero como fuentes de
nitrégeno, diferentes combinaciones de aminoacidos y bases
nitrogenadas . Se cuantificaron los efectos a través de la
biomasa.

A continuacién, se presentan los grupos de aminoadcidos y

bases empleados:

Tabla 11 Grupos de aminodcidos y bases probados como fuente de

nitrégeno.
I II 111 Iv v
VI | Adenina Guanina cys . Met Uracile
VI His Gly Ile val Lys
VIII Phe Tyr Trp Thr Pro
IX Glu Ser Ala Asp Arg
(Fuente: Sherman, et al, 1971)

La concentracién utilizada fue de 30 ug/ml. Los resultados
se presentan en la Grafica 25. Como puede apreciarse, el
crecimiento fue mayor en los grupos 5 y 6, los cuales
contienen en comuin al uracilo. Ya que en ambos grupos se
encontraban presentes tanto aminoAcidos como bases nitrogenadas,

se decidié probar dos combinaciones de estos elementos, se

procurd que cada una iera p tos representativos de

todos los grupos de aminodcidos.
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GRAFICA 25, ) Comparacién del crecimiento obtenido con

diferenles grupos de aminoacidos Yy bases
nitrogenadas como fuenlte de nitrégeno.
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1a compasicidén de elementos fue la siguiente (en porcentaje

p/v):

Tabla 12 Grupos de aminodcidos probados como fuente de nitrogeno

Grupo I Grupo II
Uracile 0.3 Adenina 0.3
Lisina 0.15 Ac.Aspértice 0.15
Ac.Glutémico 0.2 Glicina 0.2
Treonina 0.2 Triptofano 0.2
Cisteina 6.2 Maetionina 0.2

En la GrAfica 26 se presentan los resultados, comparados con
el control. La actividad lipolitica fue mayor en el grupo II
de aminoAcides, por lo que se decidid probar la glicina y 1la
adenina, solas y en conjunto, como fuente de nitrégenoc. Como se
cbserva en la Grafica 27 la mayor actividad 1lipolitica se
presenté con la glicina, por lo que se decidid trabajar con ella

en el wedio winimo.

8 Efecto de glucosa sobre la actividad lipolitica en un medio
quimicamente detinido.
En la Grafica 28 se puede observar que cuando se utiliza el
medio minimc en presencia de 1 y 4% de glucosa, los niveles
tanto de lipasas como de proteasas, no se ven afectados. Esto

contrasta con los resultados obtenidos en el wmedio completo.
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GRAFICA 206. Comparacion de las actividades lipolitica b4
praoteolitica oblenidas con casaminocacidos
Ccontrold con dos grupos diferentes de
aminodcidos como fuentes de nitrégeno.
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Una posible explicacién 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

Grdaficas 7 y 28).
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proteolitica Y biomasa obtenidas con
medio D Ccontrold, medio minimo con glucosa al 1%
y medio minimo con glucosa al 4%.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS,
Las conclusiones mas importantes de este trabajo, son:

1. las concentraciones altas de glucosa ejercen un efecto
claramente negativo sobre la sintesis de lipasas y proteasas,
cuandc se utiliza un medio completo, pero no cuando se usa uno
minimo.

2. El fendmeno no es inhibicién, sino represién, aparentemente
tanto para las lipasas como para las proteasas.
3. La molécula de glucosa per Sse 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, estd 1la posibilidad de
utilizar cultivos alimentados, ya que las cinéticas mostraron
que la adicién de glucosa permite obtener un crecimiento mayor
que sin adicién por un lado y por otro, para evitar efectos
negativos de 1la glucosa sobre 1la sintesis de 1lipasas. En
Streptomyces se probd con éxito el uso de cultivos alimentados
para la sintesis de proteasa extracelular (Gibb, et al, 1989).
Otra forma de evitar el efecto de 1a glucosa, es el
aislamiento de mutantes insensibles. Se tienen reportes de
obtencién de mutantes con esta caracteristica para Trichoderma
reesei que sintetiza celulasa aun en presencia de altas

concentraciones de glucosa o de glicerol (Kawamori, et al, 1985)
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También se han obtenido mutantes insensibles a represion por
glucosa en la levadura Lipomyces kononenkoae para la produccién
de a-glucoamilasa. (Van Uden, et al, 1980).

5. 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 impresién en un papel filtro
impregnado con tributirina. El papel se revela y puede verse en
dénde 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. Tamblén pueden probarse
adiciones de glucosa en tiempo muy cortos para ver qué efecto
produce dado que aparentemente es en las primeras horas de
fermentacién cuando 8se presenta la sintesis de lipasas vy
probablemente de otras enzimas importantes para el crecimiento
del microorganismo.

Una vez determinade si son dos enzimas diferentes o no,
podria procederse a probarlas, por separado, en la generacién de
sabores y aromas sobre substratos l&cteos, que es la aplicacién
buscada para las lipasas. Hasta ahora, la generacién de dichas
propledades organolépticas solamente se ha probado con enzima

producida en medio D (con glucosa al 1%) a las 96 horas de
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fermentacién y con una mutante que produce menor actividad
proteolitica que la silvestre.

6. Rhizopus delemar presenta mucha varijabilidad en
cuanto a produccién de lipasas. Esto puede deberse a varios
ootivos, entre los cuales, esta la posibilidad de que el (o los}
genes de lipasas estén codificados en plasmidos. Convendria
entonces llevar a cabo estudios sobre la genética de R. delemar
Yy probablemente, intentar mejorar los rendimientos de lipasas a
través, no solamente de optimizacidén del medio de cultive y sus
condiciones fisicoquimicas, sino también a través de 1la

ingenieria genética.
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