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Resumen.——

Resumen

Ei hombre se ha favarecide con el uso de las enzimas, de entre ellas, las
lipasas, generalmente, son empleadas en la transformacion de productos
lactens. La produccion de lipazas por cultivo liquido y sélido, mediante un
microorganismmo, fué comparada.

Yarrowia lipolytice 681 Tué seleccionada de entre 5 cepas de levaduras
productoras de lipasas. Los oriterios de seleccién fueron la formacion de
halos de hidrélisis de triacilglicéridos en caja petri y la produccidn
volumétrica de lipasas en cultivo liquido.

Un métedo de cuantificacion de lipasas fud validade tomando en cuenta el
efecto de algunas variablas invaiucradas en el sistema de ensayo como
sustrato, pH, ternperatura, buffer y productos de 1a hidrélisis del sustrata.

La actividad lipolitica es inhibida por la presencis de productos de la
hidralisis de triscilglicéridos, siendo los acidos grasos responsables de esta
inhibicidn. La estabilidad de 1a lipasa en medio liquido dependid, de entre
ntras, del pH y de la presencia de acidos grases, come el acide oleico.

Yarrowia lipolytica 631 necesitd de urn inductor para producir tipasas. Un
medio de cultivo definido con la presencia de aceite de oliva como inductor
fué utilizado para la sintesis de enzima.

L& produccion de lipasas, en =] medio de cultivo Hiquido en matraces
agitados, fué maximizada tomando en cuenta el efecto del ingculo, fuente de
carbono y nitrégene, inductores y la relacion carbono-nitrdgeno. Ademnas, se
realizé un disefic experiraental con las variables pH inicial y temperatura,
donde se gbservaron los efectos simples, cuadraticos e interactivos entre
estas dos variables para aumentar la produccicn de lipasas durante el
crecimientao de Yarrowia lipelytica 681.

La produccidn de lipasas fué incrementada por la adicidn de tween 80 al
medio de cultive, gl tween &0 tuvo un efecto detergente sobre la membrana
celular en la cual se encuentra asociada la lipasa.

El crecimiento de Yarrowia lipolytica 581 4 la produccidn de 11pasas; en un
bioreactor con condiciones controladas, fueron modelados. La sintesis de
enzima alcanzé su mayor concentracidn a las 18 horas después de inoculado el
medio da cultivo, decreciendn posteriorimente. La actividad lipolitica,
pasiblemente, fug inhibida por los &cidos grasos liberados ya que una
simulacian considerando una acumulacidn de §cides grasas, en el medio de
cultivo, describio el comportarmiento de 1a enzitna durante el crecimiento de
Ta levadura.

Yarrowia lipolytica 681 fue crecida sobre un soparte sélido modelo
(Amberlita [RA-900) en columnas empacadss. La sintesis de enzima se realizd
en un perioda similar al abservade en el bioreactor. Datos capturados en linea
de produccidn de CO2, diferencis de tempseraturas, pH y caida de presitn




Resumen____

mostraron actividad metabdlica de 1a levadura en ese mismo periodo.

La lipasa obtenida por cultive sdlido tuvo actividad en un rengo de pH mayer
a la lipasa obtenida por cultive liquido. E) extracte enzimético osbienido en
cultivo liquido mostréd dos méagimos de actividad a diferentes temperaturas,
posiblemente Yarrowia lipolytica 681 produce dos tipos de lipasas, en este
medio de cultivo.

El rendimiento de Tipasas por volumen de reacior fue mayar para el cultivo
liguido, pero el rendimiento volumétrico fue mayor en g1 cultivo sadlido. E1
soporte adsorbid a la lipasa,por 1o que fue necesario extraerla con una
sotucidn salina, to cual dituyd a 1a enzima y disminuyé los rendimientes
volumetricos de la enzima obtenida por via solida.

Las diferencias encontradas en las lipasas obtenidas por medios liquido y
sdlido demostraron el efecto que ambos medios de cultive tienen sobre el
metabolismo microbiang. )
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1. Antecedentes

La biotecnologia es una ciencia inter y multidisciplinaria, la cual hace uso de
ciencias como Ingenieria, Gengtica, Microbiologia, Bioguimnics, etc., y pretende
como un fin cenocer materialmente cada uno de los procesos y reacciones de
los sistemas “vivos” que puedan ser Gtiles &l hombre,

La funcidn del biotecndiogo, tal vez, es dedicarse a algdn, 6 algunas areas de
estas ciencias con el Tin de investigar Y aportar un conocimiento nueve, sobre
los sistemas vivos, que beneficien al hombre.

Las enzimas son compuestos preducidos por s mas pequefia forma de vida
capaz de reproducirse por si sola, llamada célula.

El origen de las enzimas puede ser de células vegetales, animales, |y de
microorganismos, coma bacterias, levaduras y hongos.

La produccién de enzimas por microorganismos ha sido socialmente (tila lo
largo de muchos afios en ia elaboracidn de alimentos (productos facteos,
edulcorantes, cerveza, vina), diagnostica, vestido (teneria, textiteria), y entre
otros, productos farmacéuticos.

Una de las muchas definicionas de enzima es:

... una proteina la cual es sintetizada por una célula viva y cataliza
6 acciona una posible reaccidn termadindmica. La velocidad de reaccidn de 1a
enzime es proporcional al proceso bioquimico para mantener viva s la célula.

Conn y Stumpf (1972)

Las enzimas poseen tres cualidades, que las distinguen de otras proteinas
activas que producen las células, estas cualidades som:

Especificidad.- Capacidad de realizar una sola reaccidn quimica, 8 Ta vez que
discriminan otras muchas posibles reacciones.

Eficiencia catalitica.- Como catalizadores no influyen en el equilibrio de la
reaccidn g su eficacia catalitica se debe a su gran especificidad.

Regulacién.- Realizan su propia regulacidn y control de sintesis, ademés del
control de la reaccion quimica.

En el presente estudio se haré referencia a un tipo de enzima clasificada
como Hidrolasa, Namsda Lipasa (E.C. 3.1.1.3). Mas informacidn acerca de las
caracteristicas de este tipo de enzima se dard adelante.
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Durante las (1timas dos décadas 1a investigacion en e} uso y produccion de
lipasas por microorganismos se ha incrementado {Iwai y Tsujisaka, 1984).
Desde un punto de vista industrial 1a produccian de enzimas extracelulares, eh
esie caso lipasas extracelularss, presenta ventajas sobre aguellas
intracelulares por el hecho de ser mas faciimente recuperables, y de este
mada evitar la ruptura celular. E1 evitar el rompirmiento celular facilita la
purificacidn y reduce el dafio @l producto (Priest, 1964).

Existen investigadores las cuales han estudiado la manera de incrementar
los rendimientos enziméticos de lipasas mediante la manipulacion genética
{Mga et.al., 1988, 1989, Shimada et.al,, 1989}, el usc de diferentes tipos de
inductores (Ota et.al,, 1968a, 1965}, el control de las condiciones de culivo
{Omar, L.C. et.al, 1987; Nair y Bone, 1987; Baillargean et.al,, 1989) y disefios
de medios de cultivo (Hovotny et.al., 19587; Hegedus y Khachatourians, 1988;
MNahas, 1938; Yalera et.al., 198G).

Los trabajos anteriores han utilizado el cultivo en liguide como redio de
crecimiento del microcrganismo.

Otra opcién al incremento de 1a produccion de lipasas podria ser mediante el
crecimiento de microorganismes sobre soportes sdlidos (Rivera-Mufiez et al,
1991).

Existen rauchns reportes en la literatura sobre 1a producion de enzimas en
cultivo sdlido, en especial de amilasas mediante el procesao tradicionalmente
canocido coma Koji (Takamine, 1914, Fukushima, 1982).

El cultivo sobre soportes sdlidos proporciona ventajas en la extraccién de
enzimas extracelulares debido a que la enzima se concentra en volumenes
relativamente menores a los mane jados en cultivos 1iquidos, esta y algunas
otras diferencias entre el cultivo en liquido y en sélido han sido mencionadas
por, entre otros, autores como Helsseltine {1972), Moo-Young (1983), Lonsane
et.al., (1985),

El uso de diferentes medios de cultivo hace posible encontrar diferencias,
entre enzimas producidas en ambos tipos de cultive (1{quide y sdlido), debids a
1as diferentes condiciones de actividad de agua, transferencia de calor y
oxigeno, asi como fisiologia del crecimiento por dispenibilidad de nutrientes.
Estos son factores gue afectan a los microorganismos en su actividad
metabodlica (Beuchat, 1983; Raimbault, 1958).

4lazard y Reimbault reportan en 1951 diferencias en cuanto a 1a estabilidad
ante el pH y temperatura, asi como diferencias en 1as constantes de
saturacidn de Michaelis-Menten, en glucoamilasas producidas por Aspergillus
niger en ambos medios de cultivo. ;

Fukushima en 1952 demuestira que protessas y peptidasas producidas por

2 —
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Aspergillus oryzse en cultivo sdlide no estuvieron presentes cuands el mismo
microorganismo fue crecido en cultivo Tiguido.

Los estudios sobre produccidn de enzimas en soportes sdlidos han sido
realizados, en su mayoria, mediante el crecimiento de hongos. Tal es el caso
de los estudios en la produccidn de lipasas, pectinasas, proteasas, celulasas y
glucoamilasas.

El cultivo de hongos sobre soportes sdlidos presenta ventajas sobre otros
microorganismos debide & sus carasteristicas genotipicas de crecimiento
{micelio) y reproduccidn (esporulacion), las cuales hacen posible la
propagacion de estos. Los hongos,también, estan mas adaptados a crecer en
lugares con bajos mveles de agua libre Y a resistir cambios de gradientes
osméticos, debido a su, relativamente, rigida pared celular.

Sato et.al. en 1983 y 1985 reportan el crecimiento de Candida lipolytica y
Saccharomyces cerevisiae, respectivamente, scbre soportes salidos. E
crecimiento de ambas levaduras fue satisfactorio a humedades minimas del
40% en el soporte, demostrande de esta manera la viabilidad del crecimiento
de levaduras en cultives sdlidos.

Las levaduras son microorganismos adaptables a crecer.en amplios rangos de
condiciones ambientales. Las levaduras pueden ser crecidas en medios simples
o complejos, es decir, no necesitan especiales requerimentos de nutrientes.

Otra caracteristica de 1as levaduras es que son capaces de utilizar algunos
sustratos en paralelo y/o un simple sustrato por diferentes vias metabdlicas
{(Sonnleitner, 1991).

En el departamento de Ingenieria Quimics, de ta Universidad Autdnoma
Metropolitana~-iztapalapa, lugar donde se realizo el presente estudio, se
investiga la producion de enzimas proteoiiticas y metabolismo microbianc en
soportes sdlidos mediante el uso de hongos del género Aspergillus, asi como
la produccién de aromas por cultive de Ceratocystis fimbriata. Otra linea de
investigacidn se ha desarrollado mediante el estudio de levaduras sabre
soportes sdlides, como es la produccion de lipasas y aromas mediante estos
rmicroorganismos.

Este trabajo tiene como fin comparar 1a preduccion de 1as lipasas obtenidas
por medio de cultive en liquido y en sdlido mediante el crecimiento de uUna
levadura, 4 eaponer 1as cualidades de uno y otro medio de cultivo.

Ademés, de comparer 1a actividad enzimética en ambos medios de cultivg,

3
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se pretende anslizar algunas caracteristicas de la enzima ya que existe
informacidn sobre diferencias existentes entre enzimas producidas por el
mismo microorganismo crecido en diferentes medios de cultivo.
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2. Hipdtesis
El cuttivo en sélido permite obtener mejores rendimientos velumétricos de
producte (lipasas) debido &l uso de menor cantidad de agua.

Los microorganismes producen un misma tipe de enzimas (lipasas) con
diferencias cindticas significativas cuando son crecidos en medios liquido y
sdlido, debido & las diferencias metabdlicas de su crecimienta en los medios
de cultiva.

3. Objetivos

Este trabajo tiene como fin comparar la produccidn de las lipasas obtenidas
por medio de cuitivo en Jiquido y en s6iido mediants el crecimiento de una
levadura, y exponer las cualidades de uno y otro medio de cuitivo.

Ademas, de comparar 1a actividad enzimética en ambos medios de cultivo,
se pretende analizar algunas caracteristicas de la enzima ya que existe
informacion sobre diferencias existentes entre enzimas producidas por el
mismo micraorganismo crecido en diferentes medios de cultive.

4. Estrategia

La estrategia a seguir pars alcanzar los objetivos propuestos se establecit
de Ta siguiente manera:

Seleccionar una levadura con actividad lipolitica.

Desarrollar un método para cuantificacidn de la enzima.

Disefiar un madio de cultivo el cual permita mejorar los rendimientos
volumétricos de lipasas en cultivo sumergido, con el fin de extrapolario al
cultive sobre soporte sélido.

Producir lipasas sobre un soporte sdlide.

Comparar la productividad y caracteristicas de lipasas obtenidas por
crecimiento de la levadura en cultivos liquido y sélido.
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A continuacion se muestre un diagrama de flujo de 1a estrategis segquida en
este trabajo.

Fig. 4.1 Diagrama de flujo del proyecto

Seleccidn de una validacion del método
levadura productora | € |de cuantificacidn de
de lipasas actividad lipolitica
Caracterizacion Estudio de la
de la lipasa produccidn de 1ipasas
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S. Introduccion.

5.1. Generalidades de las lipasas

Originalmente, 1as lipasas Tueron clasificadas con el codigo E.C. 3.1.1.3
glicerol éster hidrolasas en 1964, el cual fue cambiado al mismo cidigo, pero
con el nombre de {ridcil-lipasas en 1972,

Las 1ipasas {hldrolasas, E.C. 3.1.1.3) catalizan 1a hidrélists de cadenas largas
de triacilglicéridos, también llamadas comunmente triglicéridos, en una
interfase aceite-agua.

Las lipasas difieren de las esterasas en que las lipasas requieren sustratos
insclubles para actuar.

La siguiente figura muestra la hidrolisis de le triacetina por esterasas y
lipasas. La triacetina es hidrolizada por 1a lipasa unicamente después de que
el limite de solubilidad del triglicérido (linea vertical) es excedido.

Fig. 5.1 Comparacidn entre 1a actividad lipolitica y esteérica
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Saturacidn
Desnuelle (1961}

La presencia de 1ipasas en 10s microorganismos faverecen 1a degradacion de
triacilglicéridos de origen animal o vegetal que utilizan como fuente de
carbono y energis para su crecimiento (Novotny et.al., 1988).

l.as levaduras pueden producir lipasas intracelulares o excretarlas al medio
{Movotny et. a1, 19885; Ota et. a1, 1982).

La presencia de triacitgiicéridos coms inductores de lipasa en el medio no
siempre es hecesaria para la sintesis de estas enzimas (Ota et. al., 1982)

[
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Aungue, en 18 mayoria de 105 casos de produccion de esta enzima, es
necesario que se sintetize por induccién (Kalle et. al., 1972; Sugiura et.al,,
1975; Montet, 1955; Muderhwa y Ratomahenina, 1985).

5.2. Métodos de cuantificacion de las lipasas

Las lipasas son medidas mediante ia cuantificacién de acidos grasos
liberados durante 1a hidrdlisis de trigliacilceridos, 10s cuales como ya se ha
dicho son les sustratos naturales de estas enzimas.

Existen varios métodos que han sido propuestos para la cuantiticacion de
lipasas. Un problema en e! ensayo de lipasas es la cantidad de métodos que
existen, os cuales hacen dificit 1a comparacion de sctividad lipolitica entre
microerganismos, Y la variacidn en los parametros del ensayo.

Algunos parametros importantes en el ensayo de lipasas son la preparacion y
grado de dispersidn del sustrato, el tiempo de reaccidn, pH, temperatura y
fuerza idnica del medio de reaccidn.

La cuantificacidn de lipasas puede ser, espectrofotométrica (Borgstrom,
1957; Foster et.al., 1985}, por reduccidn de la tensidn superficial (Dunkey y
Smith, 1951), manométrica (Willard y Sjostrom, 1957), caida de pH por
liberacidn de &cidos grasos (Hofelmann, 1985), titulacion de acidos grasos a
pH constante (San Clemente y Vadehra, 1967) 4y por titulacion de dcidos grasos
sin control de pH {Ota et.al., 19821

Actualmente, la mayoria de 1os reportes que invoiucran activided Tipoiitica
realizan 1a cuantificacion de la lipasa por titulacién de acidos grasos
liberados por la hidrdlisis de triacilglicéridos.

5.3. Especificidad de las lipasas

Las lipasas microbianas pueden ser divididas dentro de dos grupos: lipasas
especificas (a) y lipasas no-especificas (ab).

Las lipasas especificas hidrolizan las posiciones 1 y 3 dande cidos grasos
libres y una mezcla de mono~ y di-glicéridos. Los 2-monoglicéridoes y los 1,2~
¢ 2,3-diglicéridos resultantes son inestables. La primera hidrélisis es sequida
entonces por una migracion de los grupos acilo a las posiciones 1,3 del
triglicérido formandose 1-mono- 6 1,3-di~glicéridos que podran; nuevamente,
ser hidrolizados.

Las lipasas no especificas no distinguen entre las tres posiciones del
triglicérido (Sztajer y Zboinskas, 1988).
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Fig. 5.2 Especificidad de las lipasas

Reaccidn catalizada por lipasas 1,3 especificas {a):
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{Macrae, 1983)
Metori et.al. (1991a) realizaren estudios sobre 1a especificidad de las

lipasas sobre las uniones éster del triglicérido y definieron un Indice de
Especificidad {IE) de ia siguiente manera:

IE =(1,2(2,3)DG - 1,3DG ¥ 2) / {1,2(2,3)DG + 1,3DG X 2)

Siel IE = +1, se trata de una lipasa especificaa.
Siel IE= 0, se trata de una lipasa no-especifica ab .




Si el IE = -1, se trata de una lipasa especifica b .
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La lipasa tipo b hidroliza 1a posicidn 2 6 b det triglicérido. Actualmente, no
se han descubierto lipasas del tipo b . Los indices de especificidad pueden
tener valores entre 0 y 1, esto se relaciona con 1 afinidad de 1as iipasas &b
por 1as posiciones 1y 3, o bien a la pureza de la enzima debido & & posible
presencia de lipasas a y ab en el producto enzimatica (Matori et.al,, 1991a).

El indice de especificidad puede ser afectado por emuisificantes como
Tweens, Span y Emulgen. Aln no se conoce como estos surfactantes pueden
variar el |E en Jas lipasas (Matori et.al.,, 1991b).

A continuacion se muestra una tahla de lipasas cormerciales de diferente
origen. En esta tabla se muestra también el pH éptimo de actividad, 1a
actividad especifica del producto comercial y su indice de especificidad.

Tabla 5.3 Lipasas comerciales

Nombre y origen de la lipasa Actividad pH {IE
especificalu/mag)

Lipase AP (Aspergillus niger) 49 60 (1.0

Amano Pharmaceutical Co. I.td., Japéan.

Lipase LP (Chromobacterium viscosum) 2480 70 110

Tokyo Jozo Co. Ltd., Japin.

Palatase M (Mucor mighei) 0.6 70 1.0

Novo {ndustri Japan Ltd., Japon.

Lipopreotein lipase (Pseudomonas sp.) 1160 5.0 |0.76

Toyobo Co. Ltd., Japon.

Lipase B (Psudomonas fragi) 123 9.0 |0.72

Sapporo Breweries Ltd., Japén.

Lipase MY {Candida cylindracea) 20.1 70 061

Meito Sangyo Co. Ltd., Japdn.

Rhilipase A 10 (Rhizopus japanicus) 20 70 | 1.0

Nagase Sangue Co., Japén.

Talipase (Rhizopus delemar) 9.6 60 {10

Tanabe Seiyaku Co., Japdn.

Lipase Sankyo {(Aspergilius sp.) 36 60 {1.0

Sankyo, Co., Japon.

Lipase (Rhizopus arrhizus) 4220 77110

Sigma Chemical Co., USA.
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continuacian... .

Mombre y origen de 1a lipasa Actividad pH | IE
especificalu/mg)

Lipase PM (Phycomuyces nitens) 155 70 (076

Walco Pure Chemical Industries Lid. Japdn.

Lipase (Rhizopus delemar) 197 56 | 1.0

Seikagaku Kegyo Co. Ltd., Japdn.

Cholesterol esterase {Pancreas) 29 70 | 1.0

Oriental Yeast Co. Lid., Japdn,

Cholesterol esterase (Pseudomonas sp.) 473 7.0 |0.79

Toyobo Co. Ltd.. Japén.

(Matori et.al, 1991a)

La actividad de las lipasas depende también de la longitud de la cadena y
grado de insaturacion del acide graso. De esta manera existen lipasas con
afinided especifica para ciertos sustratos (Hedrich et. al., 1991; Baillargeon y
McCarthy, 1991a; 1991b). Maton et.al. (1991b) demuestra que el indice de
espacificidad de lipasas, provenientas de Pseudomonas sp., 6. candidum y C.
cylindracea, cambia ante diferantes sustratos. Los microgrganismas
anteriores hidrolizan mas réapidamente 1a posicion 2 en aceites naturales que
en la trioleina (triglicérido sintético del acido oleics, 18:1).

5.4, Usos de Tas lipasas

Las tipasas son empleadas ampliamente en 1a industria (Seitz, 1974).

En la industria de lacteos son empleadas para acelerar la maduracidn de
quesos, asi como dar y, resaltar el sabor y olor de ellos (Arnold et.al., 1975;
Omar, i1.M. et.al., 1987; Revah y Lebeault, 1989).

Diferentes formas comerciales de lipasas, con diferentes maneras de
reaccionarias tienen uso en la transformacion de grasas, 1as que son usadas en
productes cama margarinas, confiteria y lacteos (Downey, 1980).

La afinidad de las lipasas por ciertas posiciones en 1os sustratos ha tenido
aplicacion en lg inter- e intra- esierificacion de ésteres y triglicéridos, asi
como en la deodorizacion de aceites vegetales (Kaimal y Saroji, 1938).

El desartolio del uso de 1as lipasas promete muchas aplicaciones en la
transformacion de grasas y aceites a traves de la sintesis de ésteres o inter-
esterificacidn, donde los ésteres son reaccionados con dcidos grasos,
alcoholes o ésteres, con el subsequente intercambio de acidos grases
(Stavnsbjerg et.al.,, 1988; Kaimal y Saroji, 1968; Shaw et.al., 1991). En este
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tipo de sintesis el efecto de 1a actividad de agua en 1as reacciones juega un
papel importante en 1a produccidn de ésteres especificos, asi como en la
velocidad y rendimiento de la reaccidn (Kang y Rhee, 1988; Touraine y Drapron,
1988; Halling, 1989},

Actuaimente se disefian bioreactores con lipasas inmobilizadas en 1a
produccidn de glicerol y dcidos grasos para la industria (Kosugi et. al,, 1990).
Ademés en la produccidn de sabores y fragancias mediante conversidn de
“fusel 0il” a ésteres del 4cida acético y butirico {Lagrand, et, al., 19886;
Welsch y Williams, 1289).

Las lipasas son utilizadaes en detergentes como susiitutos de fosfatos estas
tienen la ventaja de ser biodegradables y de poder utilizarse a temperaturas
bajas resultando en un ahorro de energia (Andree et. al., 1980; Fijii et. al,,
1989; Tatera et. al., 1965).
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6. Material y Métodos
6.1. Microorganismos

Apartir de cinco cepas del género Candida y Yerrowia se realizo la seleccidn
de una de estas levaduras, 1a cual presentara la mejor productividad
volumétrice de lipesas.

Laz cepas utilizadas fueron las siguientes:

Tabla 6.1 Nombre y erigen de las cepas utilizadas en la seleccidn

Cepa ldentificacion [Origen

C. rugosa ATCC 14830 Dpto. de Agricultura de E.U.

Y. lipolytica |681 Ingtituto de Medicina Tropical de Sae
Paulo, Brasil

¥. lipolytica 179 Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo, Brasil

¥. lipolytica his~ Instituto Agrondmico de Francis

¥. lipolytica |ACP instituto de Microbiologia de la Academia
Ciencia de Praga, Checoslovaquia.

C. utilis CDBBC245 Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM, México.

Los microorganismos anterigres fueron mantenidos en tubos inclinados con
medio papa-dextrosa-agar (PDA) y resembrados cada dos meses.

Yarrowia lipolytica 65t fué seleccionada como 1a cepa con mejores
rendimientos de actividad lipolitica {ver Resultados y Discusion).

Yarrowia lipolytica ha sido reclasificada en el género Yarrowia (Walt y Arx,
1950), anteriormente clasificada en el género Saccharomycopsis por Yarrow
{1972) e inicialmente clasificada en e} género Candida (Harrison, 1928).
Yarrowia lipolytica ha sido aislada de suelos, de sustratos grasos como,
cornes hunana y tejido pultmonar de bovinos, asi como de aceites vegetales de
maiz y oliva (Kreger-van Rij, 1984).

Yarrowia lipolytica 681, cuando fué crecida en PDA, presentd calonias de
color blanco a crema con forma lisa en los primeros dias hasta presentar una
farma rugosa.

Yarrowia lipolytica 631, en medio sumergido, presentd pseudomicelio cuando
fué crecida en 21 medio base indicado anteriormente y células ovoides cuando
fué crecida en un medio complejo como el medio Whickerham.
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6.2. Condiciones de cultivo

6.2_1. Condiciones de cultivo en la seleccidn de la cepa
6.2.1.1. Seleccidn en caja petri

E1 medio de cuitivo papa-dextrosa-agar (PDA) fué preparado con 1% de aceite
de oliva y 10 000 ppm de azul de nila (Rhodes, 1959). E1 medio ya esterilizado
Tué hornogeneizado y vertido dentra de cajas petri.

Por otra parte, medios de cultivo sin aceite de oliva, pero con tributirina
fueron preparados de la misma forma peiro sin el azul de nilo.

Las cajas petri inoculadas, con las levaduras mencionadas anteriaormente,
fueren incubadas a 27 °C en una incubadora Lab-Line modelo 320 {LAB-LINE
Instruments, nc).

6.2.1.2. Seleccidon en medio liquido

~ Las levaduras, del género Candida y Yarrowia, fueron crecidas en un medio
Yhickerham (lanual Difco, 1977) para propagacion de levaduras con la

presencia de aceite de olivg al 18, como inductor. Las cepas fueron cultivadas

en matraces agitados a 30 °C, 200 rpm, pH inicial de 4.5 por un lapso de 48

horas {ver Condiciones de cultivo en liquido en matraces agitados).

6.2.2. Condicicnes de cultiveo en liguido
6.2.2.1. Condiciones de cultive en Tiquido en matraces agitados.

Los cultives en medio sumergido se realizaron en matraces Erlenmyer de 250
cc de volumen total. E1 volumen de medic de cultivo fue de 50 cc.

Yarrowia lipolytica fué crecida en un agitador New Brunswick models G76 con
bafio de agua a temperatura controlads de 30 °C, pH inicial de 4.5 y agitacion
de 200 rpm. .

La cantidad de inéculo fue del 28 de un precultivo, con respecto al volumen
de medie de cultivo, crecido por 24 horas en las condiciones de temperatura,
pH y agitacidn mencionadas anterijormente. E} indcuio siempre fué crecido en
el medio base sin la presencia de inductor (aceite de cliva), para elirminar
posibles efectos inhibitorios come acarreo de subproductos de 1s hidrolisis de
triacilglicéridos.

6.2.2.1.1. Medio de cultivo

E1 medio de cuttivo base para el crecimiento y produccion de lipasas, en
medio liguido, fué seleccionado con base a los reportes de Ota et. al. {1968a),
whickerham (1951), Olson y Johnson (1948). También fué seleccionado con la
finalidad de contar con un medio definido pata asi conocer 1os componentes
del medio.
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E1 medio de crecimientp base fue el siguienie:‘

20 g/ Glucosa
2 g Urea

10 g/l Aceite de oliva como inductor

Yitaminas:

4 ugh Inositol

§  wA Biotina

200 ugh Tiamina

Sales: Dligoelementas:
1.0 ¢g/1 KH2PO4 500 ug/l  H3B
6.5 g Mgs04 40 ug/1 Cusg4
¢.1 g/ CaClz 100 ug/1 Kl
0.1 g/ NaCl 200 ug/1 feClz

400 ug/l ZnS04
400 ug/l MnS04

{0O1son y Johnson, 1948; Whikerham, 1951;0ta et. al.,1968b; Manual Difco,
1977).

La fuente de carbono, e1 aceite de eliva {inductor) y sales fueran
esterilizadas por vapor. La urea | vitaminas fueron, praviamente,
esterilizadas por filtracidn y agregadas al medio de cultivo después de
esterilizado.

La urea tiene un punto de fusion de 132.7 C, temperaturas superiores la
descomponen formandose compuestos de amonio (Langes, 1973).

Se observd el efecte de 1a urea esterilizads por vapor y esterilizada por
filtracién. Los resultados demostraron gue la urea esterilizada por vapor
resulta en una menor produccion de biomasa, pero no afecta la produccian
volumétrica de lipasas.

6.2.2.2. Condiciones de cultivo en liquido a pH controlado.
Yarrowia lipolytica 681 fué crecida en condiciones controladas de pH en un
fermentador New-Brunswick modelo Bioflo 1] con un volumen de trabajo de
2.5 litros.
Las condicionegs de cultivo fueron modificadas tomandc como base los
resuitados obtenidos sobre 1a produccidn de lipasas en matraces agitados.
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E1 pH fué mantenido en 5.0, 1a temperatura en 28 °C y la sgitacitn en 400
rpm. La fuente de carbono fue Gnicamente aceite de oliva al 2%, a la vez que
fue el inductor de la enzima, y urea al 0.28 como fuente de nitrégeno. Se
mantuvo un flujo de aire de 1 litro/min.

La concentracion de sales fue 1a mistma que Ta utilizada en el cultive en
matraces agitados.

6.2.3. Condiciones de cultivo en medio sdlido
6.2.3.1. Condiciones de cultive en columnas empacadas
6.2.3.1.1. Condiciones de cultivo en columnas

Yarrowia lipotytica 681 fué crecida sobre Amberlita [RA-900 por espacio de
100 horas con el propasito de determinar un tiempe dptimo de produccidn de
lipasas bajo ciertas condiciones de cultive.

Yarrowia lipolytica 681 fué crecida con una temperatura de 28 °C, con un pH
inicial de 5.0. La cantidad de indculo fue en 2% v/ volumen de medio de cultivo
y una humedad del 60&. Un flujo de aire saturado de 4 ¢ 6 1/h fué alimentado
através dela columna de crecimiento con el fin de proporcionar osigeno
necesaric para el crecimiento y evitar le pérdide de humedad del soporte.

Las columnas fueron empacadas con .36 a 0.43 g/cc de soporte himedo.

La composicidn del medio de cultivo fue la misma que 1a utilizada sobre
matraces agitados con 0.058 de tween §0.

6.2.3.1.2. Preparacion del medio de cultivo sdlido

El medio de cultivo base, que a su vez resulté uno de los medios que
aumentaron el rendimiento de tipasas (ver Resultados y Discusidén), ya
citado anteriormente, fué inoculado conel 28 de un precultivo y
homngeneizado suavemente con el fin de dispersar el aceite de oliva en el
medio. El medio resultante fué mezclado dentro de un vaso de precipitado,
previamente esterilizado, con la amberlita IRA-Q00 en una cantidad tal que
existieran del 38 al 60% de medio de cultivo sobre 1a resina. Posteriormente,
las columnas, previamente esterilizadas, fueron empacadas con la mezcla
sgporte-medio.

El soporte y el aire fueron usados en condiciores no estériles.

6.2.3.1.3. Soporte

El soporte fue una resina de intercambio idnico Mamada Amberlita IRA-900
(Rohm y Haas, 1984).

El soporte (Amberlita IRA-900) fué preparado de Ta siguiente manera:

Cien gramos de soporte fueron lavados S veces con agua destilada con el fin
de eliminar polvo y otra impurezas presentes en la resina.

L Amberlita IRA-200 fué ajustada a pH 5.0 con HC1 Q.1 M y vuelts a lavar
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para sepgrar carbonatos que resultaron del intercambio idnice con el HC1.
Posteriormente, 1a resina fué secada a 40 °C, por 48 horas.
Algunas propiedades fisico-quimicas de 1a Ambertita IRA-900 se presentana
continuacidn:

~-Forma: Esférica

-Diametro medio: 0.53 mm

~Rango de diametro (soporte hiimedo): 16 a 50 mesh
-Rango de diametro de los poros: 25 g 23 um
~-Densidad real: 1.07 g / cc

-Densidad aparents: 0.672 g/ cc

-Humedad de retencion: 58 - 608

-Rango de trabajo de pH: 0-14

-Farma iénica: Cloruros

-Capacidad de intercambio iénico: 4.2 rneq de resina en forma de cloruros
-Limite de temperatura de trabajo: 60 °C

(Hernandez y Auria, 1990, Rohm y Haas, 1984)

6.2.3.1.4. Columnas y sistema de cultivo en siélido

El crecimiento de Yarrowia lipolytica 681 sobre el soporte sélido fué
realizado en un bioreactor tipe columna (Raimbault y Alazard, 1980).

En Ta Tigura siguiente se muestra el tipo de columna usado, asi como las
dimensiones de esta.
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Fig. 6.1 Dimensiones de las columnas utilizadas en el cultive sélido
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A continuacidn se rauestra un diagrama del sisteme utilizado para el
crecimiento de Yarrowia lipolytica 681 en soporte solido con las columnas
empacadas.
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Fig. 6.2 Sistema de cultive sdlido

Ry

1. Bomba, 2. Prehumiditicador, 3. Reguiador de flujos, 4. Regulador de
temperatura, 5. Bafio de agua a temperatura controlada, 6. Bigreactores tipo
columna, 7. Humidificadores.

6.2.3.2. Cultivo en sdlido con captura de datos en linea

En este sistema 1a dimension de la columna fue mayor {diametro: 4cm, largo:
15 ecm) y se trabajé con un flujo de aire saturado de 25 1/hr, no eséril.

La temperatura, el pH y medio de cultivo fue el mismo que el utilizado en el
crecimiento en columnas.

El sistema de captura de datos en lines del cultivo en sélido se muestra a

continuacion:
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Fig. 6.3 Sistema de cultivo sdlido para captura de datos en linea
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1. Tanque de aire, 2. Transductores y valvulas de control, 3. Reguladors
depresidn de un solo paso, 4. Y&lvula reguladora de flujo, 5. Valvula “check”,
6. Humidificador, 7. Regulador de flujos, 8. Columna empacada, 9.
Humidificador de 1a colurnna, 10. Bafio de agus & temperatura controlada, 11,
Bioreactor, 12. Sonda de pH, 13. Termopares, 14. Bornba recirculadors de agua,
13. Termoregulador, 16. Fuente de poder de voltaje, 17. Controlador de flujo,
18. Analizador de CO2 (Beckman), 19. Tarjeta de adquisicién de datos, 20.
Unidad de almacenamiento de datos, 21. Potencidmetro, 22. Medidor digital de
caida de cargs, 23. Transductor de presidn, 24. Monitor, 25, Trampa de sgua.

6.3. Matodos analiticos

6.3.1. Métodos analitices en la seleccién de Ia cepa

La actividad lipalitica en caje petri fué meadida por el halo de hidrdlisis
formado por cada colonia. La diferancia entre el halo de hidrdlisis y el hala de
la colonia fue el patron de comparacion.

Las cajas petri con azul de nito y aceite d& oliva revelaron un hale de
hid6lisis azul en las cepas con actividad lipolitica. Las cajas petri con
tributirina revelaron un halo transparente en las cepas con actividad
lipolitica.

La cepe con la diferencia mayor entre el halo de hidrélisis g el halo de la
caolonia fue ta cepa seleccionada comao la mejor productora de lipasas.

La actividad lipolitica y 1a biomasa en la seleccidn en medio liguido fué
analizada como en Métodos anatiticos en et cultive en liquido.

6.3.2. Métodos analiticos en el cultivo en liguido

De una manera gensral, a continuacion se muestra un diagrame de flujo del
procedimiento para obtener las muestras que sirvieron de andlisis para
cuantificar la biomasa, 1a actividad lipolitica y el sustrato después del
crecimiento de Yarrowia lipolytica 661,
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Fig. 6.4 Diagrama de flujo del anélisis de muestras
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6.3.2.1. Biomasa

La biomasa Tué deierminada por peso seco.

Lag levaduras del medio de cultive fueron separadas por centrifugacion a 300
rpma 15 °C en una centrifuge Beckman modelo GS~6KR. Las levaduras fueron
lavadas con solucion isotonica de MaCl al 1€ p/p. Posteriormente, fueron
retenidas sobre papel filtio GF-A, previamente pesados s peso constante en
una balanza Ohaus modelo Galaxy- 160, y secadas en un harno Rios-Roche
modelo HS a 60 °C por un periodo de 24 horas.

6.3.2.2. Actividad lipolitica

La actividad lipolitica fué cuantificade por titulacidn con una soiucidn de
MalH 0.1N del acido butitico liberado par hidrdlisis de la tributirina
(triglicérido del acido butirico).

UUna unidad enzimética de lipasa fué definida como la cantidad de micromoles
de NaOH gastades en un minutg, proporcionales a los micromeles de acido
butirico liberados en un minuto en las condiciones del sistema.

El método empleado Tue el descrito por Otg et. al. (1982), modificado con
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respecto a las condiciones de equipo en el lugar de trabajo.

La titulacidn del acido butirico se realizd en un titulador automéatico Mettler
DL-20, el cual tiene integrade en su vaso de reaccion un agitador de varilla y
un electrodo para medir el pH. La agitacion en este aperato puede ser variada
de 0 & 3200 rpm.

El sistema utilizado para medir y observar la actividad lipolitica se muestra
a continuacion:

Fig. 6.5 Titulador Mettler DL-20
Agitador
Termdmetro

Electrodo de pH

Sosa

3N Solucidn de reaccién

Titulador Mettler DL20O Bafio de agua a temperatura controlada

La composicion del medio de reaccidn fue la siguiente:

6 cc de buffer 0.2M Tris-Malatos a pH 7.4
3 cc de solucion de CaCl2 0.03M
15 cc de agua destilada

(Ota et. al., 1982)
1 cc de tributirina emulsificade al 17.9%8 p/p .
{Lamberet y Lenoir, 1976)

La cantidad de extracto enzimético, afiadida al medio de reaccidn, fue de 1
centimetro ctbico. Cuando el extracto enzimatico presenté poca sctividad, se
realizé o] mismo ensayo con 3 cc de sobrenadante o extracto para aumentar la
concentracién de lipasa en el medio de reaccion y asi ampliar 1a medida de
actividad. Cuando ho hubo respuesta de actividad con 3 cc de sobrenadante
durante 5 minutos de reaccidn, se declard sin actividad al extracto o
sobrenadante.
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El ensayo de actividad enziméatica se realizd a un pH inicial de 7.4 con una
temperatura de 37 °C.

El electrodo de pH fué calibrado con soluciones buffer de fosfatosa pH 4y 7.

La temperatura fué controlada con un bafio de agua regulada por un regulador
de temperatura HAAKE FS (HAAKE Instruments Inc.).

La actividad lipoiitica fué detenida por Ta adicidn de 10 cc de una mezcla
isopropanoi-acetona, en proporcidn 1 a 1 en volumen (Ota et. a1.,1982).

El sustrato (tributirina) fué emulsificada de acuerdo a1l método de Lamberet
Yy Lenoir (1976).

La emulsidn de tributirina estuvo compuesta de:

25 ce de tributirina
10 cc de tween 20 al 13
100 cc de agua destilada

Ls agitacién se fijo en 1280 rpm y fue constante en todos los ensayos de
actividad realizados. La agitacién fue vigoross y no se abservd turbulencia en
el medio de reaccidn.

Un control negative Tué cuantificado para cada ensayo de actividad. £
control negative fué medido en 1as mismas condiciones del sistema pero sin la
presencia de tributirina. La tributirine le fué agregada posterior a la adicidn
de solventes y entonces fué realizada la titulacion.

Las modificaciones, €1 método y la validacidn del método estan presentados
en la seccién Método para 1a determinacién de actividad lipolitica y
caracteristicas de la lipasa de Yarrowia lipelytica 681.

6.3.2.3. Azdcares

La glucosa fué determinada por medio del reactive, dcido 3,5-
dinitrosalicilico (DMS, Sigma), ensayo para azlcares reductores, siguiendo el
método de Miller (18599).

Un mililitro de sobrenadante libre de cé&lulas fué mezclado con un mililitro
de solucidn de DNS (Miller, 1959). Le mezcla fue puesta en bafio marfa y
mantenida a ebullicidn por S minutes. La solucién fué dejada enfrier y,
posteriormente, fué diluida 8 10 mililitros. Se midio la absorbancia a 575nm
de Ya solucion diluida en un Spectrofoiémetro Spectronic 20D (Milton Roy Co.)
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La relacidn Absorbancia a 575 nm-Glucosa del método DNS se muestra a
continuacisn (Fig. 6.6).

Curva patron de 1a relacidn azicares reductores y absorbancia (DNS)
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Concentracibn de glucosa (941}

La glucosa tambien fué cuantificada por cromatografia en liguids usando un
cromatdgrafo Hewlett-Packard madelo 10818 con una columna Aminexr HPX-
87H (Biorad) para compuestos organicos.

La concentracién de glucosa, en el cromatdgrafo, fué determinada por indice
de refraccion mediante un detector Hewlett Packard 796774 e integrada
mediante un integrador Spectra-Physics SP4290. Se tomaron 10 microlitros
de muestra del sobrenadante libre de ¢élulas. La muestra fué inyectada al
croratdgrafo y entonces acarreada por una solucidn 1 mM de H2504, con un .
flujo de 0.6 cc/min, a través de Ja columna a 60 °C.
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A continuacidn (Fig. 6.7) se muestrs la relacidn del area de los
cromatogramas obtenidos y la concentracion de la glucosa.

Relacidn de la glucosa con el area
de los cromatogramas
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6.3.2.4. Aceite de oliva

£l aceite de oliva (inductor) fué cuantificado gravimétricamente E1 aceite de
oliva fué separado del medio de cultivo mediante su extraccidn con
cloroformo. Un volumen de 30 cc de medio de cultive con una concentracion
maxima de 10 mg de aceite de oliva / cc fué extraida dos veces con 10 cc de
cleraforme. La solucidn orgénica cloroformo-aceite fué secada con Na2S04
anhidro y, posteriormente, fittrada. E1 filtrado fué secado en un herno Rios-
Rocha modelo HS a 60 °C por un lapso de 24 horas y el residuo pesade en una
balanza Ohaus modele Galaxy-160.

El cloroformo extrajd 0.025 g de aceite de levaduras / g de levaduras secas
(desviacidn standart + 0.0009), este dato sirvid para corregir las datos de
aceite de oliva consumido por el mictroorganismo en el medio de cultivo.

Dos extracciones de {0 cc de cloroformo fueron necesarias para rémaover una
concentracitn de hasts 30 g/1 de aceite de oliva del medio de cultivo. Lo
anterior demostré que le cantidad de cioroforme utilizada, asi coma las
extracciones, fueron suficientes para remover el aceite de oliva presente en
los medios de cultivo.
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6.3.3. Metodos analiticos en cultivo sélide

Le actividad y Ja biomasa fueren cuantificadas seqln las procedimientos
descritos anteriormente. Los procedimientos de extraccion de 1a enzima y la
biomasa del soporie se discuten en la seccidn de Resultados y analisis de
10s resultados.

E1 pH fué medido homogeinizanda 1 g de soporte himedo en 5 ml de agua
destilada. Posteriormente, el pH de la solucidn resultante se determing con el
electrodo de pH del titulador Mettler DL-20.

La humedad del soporte se midid gravimétricamente. Tres gramos de soporte
hiimedo, de las columnas donde se 11evo a cabo el crecimiento de la levadura,
fueron separades y secados en un horno a 40 °C por un periodo de 48 horas.

6.4. Analisis estadistico

Los ensayos de actividad lipoiitica, biorasa, aztcares, aceits de oliva, pHy
humedad, asi come medida del halo de hidrdlisis en caja petri fuercn
realizados por duplicado, la media de los duplicados fué tomada como
resultado.

En los experimentos en matraces agitados y columnas, algunos experimentos
fueron reslizados por duplicado, y el error generado por uno o dos de estos
duplicados fué extrapolado a los demés experimentos. Se manejé un 958 de
confiabilidad en todos 1os experimentos.

6.5. Reactivos

Los reactivos empleados en 10s medios de cultivo y en los métodos de
cuantificacidn fueron grado reactivo provenientes de Sigma de México, S.4.,
Sigma Chemical Co. {USA), J.T. Baker S.A. (México) y Bioxon de México, S.A.
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7. Resultados y Discusion
7.1. Seleccion de 1a cepa productora de lipasas

7.1.1. Seleccion sobre cultivo sdlido

Se realizd una prirmera seleccidn en caja petri {medios $élided con 1a
presencla de trioutiring g aceite de oliva como reveladores de actividad
lipolitica.

Las cajas petri fuercn inoculados con las diferentes cepas de levaduras.

La actividad lipolitice fue revelada por la formacidn de un halo de hidrélisis
azul en los medios con aceite de oliva y azul de nilo.

Los medios de cultivo con tributirina presentaron un halo de hidrolisis
transparente en las levaduras con actividad lipalitica.

Los resultados de actividad, segqin jos halos de hidrotisis obtenidaos, fueron
los siguientes:

Yarrovsia lipolytics 681 reveld actividad en 1os dos medios & los dos dias de
incubacion.

Candida rugosa, ATCC 14830, reveld actividad en el medio suplementado con
tributirina a ios ocho dias y con aceite de oliva & los diez dias de incubacidn.

Las demds levaduras revelaron actividad entre Tos tres y cuatrn dias de
incubracidn con un halo de hidrdlisis serejante al producido por la cepa 661,

Los halos de hidrélisis fueran incrementandose dependiendc del tiempo de
incubacidn. £1 hato de hidrélisis mayor fué el presentado por la cepa 681.

Candida utitis CDBBC24S5 fué utilizada como control 4 no presentd halo de
hidrolisis durante £1 tiemps de incubacion en ninguno de 1os medios solidos.

7.1.2. Seleccion sobre cultivo liquido

Otra seleccion de 1os mismos microorganismos se realizd midiendo la
aclividad lipolitica da esfos cuando creciaron en medic liguids.

La seleccidn de la cepa con mayor produccion de lipasas se realizé
paralelamente al desarrolle del método de cuaniificacidn de actividad
lipatitica.

Los resultiados obtenidos de actividad lipolitica de 1as levaduras crecidas en
medic liguido fueron 1os siguientes:
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Tabla 7.1 Resultados de actividad lipolitica y biomasa durante 1a
seleccidn de la cepa

Ceps ldentiricacion | Actividad | Biomass | Actividad especifics
ufce) {fmdeel {imafce)
C.rugosa ATCC 14830 9.40 0
¥. lipolytics 651 11.40 (.84
Y. lipoiytica 179 73.20 .21
Y. lipoiytica his~ 1030 0.31
Y. lipolytica ALP 14,20 .61
C.utilis CDEBC24% 11.20 0
Con base a los resuitados anteriores siderd a la cepa Yarrowia
lipolytica £&1 con la mejor pruduu:mn d ipasas sobt e 105 medios de cultivo

en liguido y sdlido, con respecto a las otras »: pas.

7.1.3. Conciusiones

Los medios de cultive en dlido, usando agar cormo soporte, con 1a presencia
de inductores {aceite de aliva y tributirinal son un buen método de seleccidn
de cepas productoras de lipasas. Log halos de hidrolisis formados por el
crecimiento de las levaduras fueron un buen pairan de referencia para esta
seleccidn.

El medio Wickerham, para propagacian de levaduras, es un medic comple)o el
cual tiene los suticientes elementos para gl crecirmiento de estos
rnicrearganismos. Bl crecimiento de 1as Tevaduras, en medio liquido, Tue
parado a las 48 horas, tiempo en 21 cual se determind fa produccion de lipasas.
Es impaortante tomar dos o mas puntos durante el crecimienio de 1as levaduras
pars conocer si alguna de ellas mantiene un mejor rendirmiento de lipasas
sobre 1as otras, con esto se tendria una mayor sequridad sobre 1a seleccidn de
la cepa.

Candida utilic CDBBC24S fué un control en i cuantificacion de actividad
lipolitica en caja petri debido a que no se abservd halo de hidrélisis en
ninguno de las medios de cultivo al igual que en redio Tiguido.
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7.2. Método para la determinacion de actividad lipolitica y
caracteristicas de la lipasa de Yarrowia lipolytica 681

Los objetivos de esta parte del Lrabajo fueron determinar lag condiciones del
sistema del ensayo de Ja ipasa producida por Yarrowia lipolytica 651 y
conocer algunas de las caracteristicas de la enzima dentro del sistema
utilizado para su cuantificacidn.

A continuacidn se mencionan 1os pasos seguidos para alcanzar los objetivos
propuestos en e2ta seccidn.

-Determinar una concentracion de sustrato que permita medir la actividad
lipolitica en condiciones en donde la concentracion de sustralo sea mayor a ia
constante de afinidad de 1a enzima, por e} sustrato, segin la cinética de
Michaeiis-Menten { [Shy»Km] ). De esta manera cuantificar la lipasa en
condiciones cercanas a la actividad lipolitice maxima.

-Determinar un pH y una temperatura de ensayo donde 1a lipasa tenga un
marimo de actividad o cual permita armpliar l1a cuantificacion de esta.
-Conocer algunas limitaciones del sistema mediante el efecto de
“activedores”, concentracidn y tipo de buffer sobre la lipasa.

-Conocer como parar la reaccion enzimatica madiante 1a inactivacidn de la
lipasa y/o separacion del sustrato de la enzima, sin que afecte la
cuantificacidn de actividad.

-Conocer alras apciones de ensayo de sctividad lipolitica.

-Determinar 1a estabitidad de 1a anzima después de que esta haya sido
extraida de los medios de cultivo. De esta manera medir actividad sin que
existan perdidas significativas de la misma.

-Conocer el efecto de Jos productos de 1a hidralisis de los triacilglicéridos
sobre lalipaza.

~Conocer 13 afinidad de 1a lipasa de Yarrowis lipelytica 681 por otras
sustratos.

7.2.1. Efecto de 1o concentracidn de sustrato

Se realizd una cinética de actividad enzimatica en relacidn a la
cancentracion del sustrato. La dependencia de la actividad lipolitica con la
tributirina mostré que la reaccidn abedece a 1a cindtica clasica de Michaelis-
flenten.
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La s1gu]ente figura (Fig. 7.1} muestra 1a cmetma de ach\ndad contra la
concentracion de sustrato, cade punto fue cuantlflcado en un Iapso de 5 -
minutos de actividad lipolitica.

Cinética de actividad lipolitica
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Al analizar ios par@metros cineticos de 1@ ecuacidn de Michaelis-Menten se
utilizd 1a transformacidn lineal de Hanes. La ecuacion de Hanas, al igual que ls
ecuacion de Eadie-Hofstee, no comprime lr,ue datos & altas concentraciones y
no exagera 1a importancia de 1os puntos a concentraciones bajas tal como se
chserva en la ecuacidn de Lineweaver-Burk (Fersht, 19807,

Los resultados demosiraron una Km=0.48 mg/ce i una ¥Ymax=16.33 (100% en
la grafica anterior) unidedes de Yipasa par mililitro de extracto enzimatico.

La Km, considerando ciertos critarics del sistems Enzima-Sustrato, es una
medida de 1a afinidad de 1a enzirna por el sustralo y es independiente de 1a
concentracion de la enzima (Wood et. al., 1974).

£l caeficiente de correlacidn de la recta;

[S)/v = [S)/vraan + KmAvYmas o {transformacion de Hanes)
fué:
= 09952

En acuerdo con 18 ecuacidn de Michaelis-FMenten una enzima es
completamente saturada por el sustrato a infinitas concentraciones del
sustrato. Como es imposible trabajar en condiciones de 100% de actividad se
determind una concentracion base, en térmings donde 1a enzima se encontid’
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cercana a la saturacion.

Para una concentracidn de sustrato [S] equivalente a 17.9 mg de tributirina /
cc (1ce de tributirine emulsitficada), se tiene 14.2 veces la concentracidn de
1a K obtenida. Con tal concentracian de sustrato 1a actividad lipolitica fue el
93X de 18 actividad lipolitica méaxima, actividad suficiente para realizar el
ensayo enzimatico (Palmer, 1387

Con Yos resultados snterioras se ¥ij6 una concentracion de sustrato no
limitante parala enzima por un periodo de S5 minutos.

Desnuelle (1961) y Benzoana y Desnuelle {1965) demuestran que 1a actividad
lipolitica tambign sigue 1a ecuacidn de Michaelis-Menten cuando el sustrato
25 expresado en unidades de area interfacial entre unidades de volumen. En sus
trabajos observan que la actividad se aumenta cuando se incrementa el area
de 1a interrase 1o que 1teva consigo un incrermento en Ta cantidad de enzima
adsorbida en dicha interfase. Ucar et. al, {1969) dermuesira gue 1a nidrdlisis
es proporcional a 1a cantidad de enzima adsorbida en 1a interfase sustrato-
agua. Esto hace suponer que las lipasas tienen dos sitios activos; una
catalitico y otro que une a la enzims con 1a interfase (Rostrup-Hielsen et. al,,
1990),

La actividad lipolitica es observada en sustratos insolubles los cuales
forman una interfase Posiblemente Ta interaccidn enzima-sustrato solo se
Tleve a cabo en estie estado fisico de insolubilidad (Dixon y Weeb,

19795,

Con lo anterior podemos inferir qgue ] sustrato puede ser limitante para la
enzima dependiende de 1a relacidn area-valumen y de la concentracidn del
sluztrato.

La tributirina es un triglicérido sintético del &cido butirico 1a cual fue
emulsificada en presencia de lween 20, La emulsion fue realizade en un
ultraturrax s una velocided y Uiempo 110, Con 850 Se considerd mantener ung
retacidn area-valumen constante del sustrato.

7.2.2. Efecto del pH

L& actividad de las enzimas varia con el pH en la misms forma que se iohizan
108 &cidos y bases sencillas. Esto se debe & que los sitios actives,
generalmente, contienen grupos acidos o basicos. Es de esperar que si solo una
forma protdnica del dcido o de 1a base es cataliticamente activa, entonces de
alguna manera 1a catélisis dependerd de 1& concentracion de la forma activa
de 1a enzirna (Ferhst, 1989).

F1 pH dptimo de actividad de 1as lipases de levaduras varia en un rango de 7.0
a 8.2 {0ta et. al., 1968a, 1968h; Tomizuka et. al, 1966a, 1966 b) dependiendo
del buffer y concentracidn del activador (Otay Yamada, 1966a, 1966b).
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E1 efecto del pH an 1a lipasa de Yarrowia lipolytica 681 puede apreciarse en
1a figura (Fig. 7.2) siguiente:

Efecto del pH en la actividad lipolitica
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La actividad es afectads por ¢ pH 4 también por 1e cantidad de sustrato, en
el tiempa. &mbos efectos estan ligados, ya que, a mayor acidez del medio de
reaccidn, mayor consumo de sustrato.

La actividad lipolitica no fué medida a pH constante.
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El &cido butirico generado por dicha actividad scidifica el medio de reaccidn.
La siguiente figura (Fig. 7.3) muestra el cambio del pH en el tiempo durante
el ensayo de actividad.
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Esta caida de pH esta asociade a la actividad lipolitica. En la figura (Fig.
7.4) siguiente se muestra el consumo de sosa por efecto de la gengracidn de
acido butirico.
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Se obeervd que 1a actividad enziméatica no tuvo efectos significativos
mayores al 5%, en la actividad, en un rango de pH de 7.4 (inicial) a 6.9.

En este rango de pH se consummieron 150 micromoles de WaDH i se tuva una
velocidad de reaccidn de 8l menos el 933 de 1a mawima actividad enzimética,
segin la cinética Michaeliz-Menten de la lipasa.

Los ensayos de actividad Tueron realizados, entonces, considerando gl efecto
de la caida de pH. Es decir, en un rango de pH de 7.4 a 6.9 no existid limitacidn
de sustrato, ni efectos significativos de pa.

La reaccion enzimitica fué seguida cuidandn no caer abajodeun pH de 6.9 4
por tanto no consumir mas de 199 micromoles de NadH.

El pH del ensayn de actividad fud fijado en 7.4.

7.2.2.1. Efecto de la actividad 1ipolitica a pH constante

La desventaja de la cuantificacidn de 1a actividad lipolitica & pH constante,
segun algunos autores, es el efecto de dilucidn de la enzima Y el incremento
de fuerza ignica en el medio de reaccidn donde se mide dicha actividad. La
ventaja es el eliminar el efecto del pH.

La siguiente gréfica (Fig. 7.5) muestra la actividad lipolitica a pH constante
iy @ pH no constante:
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Se gbserva claramente el efecto del pH sobre 1a actividad lipolitica. La
cuantificacidn de lipasa sin contral de pH afecta la reaccién enzimatica. La
conversidn de la tributiring puede 1legar a ser totalmente convertida a &cido
butirico cuando se controla el pH e 18 reaccion, esta es una clara ventaja gue
debe tomarse an cuents en 18 produccidn de acidos grasos, asi como en las
reacciones de gsterificacidn en donde este involucrado el uso de Ta lipasa.

La figura {Fig. 7.6)siguiente muestra el efecto del ensayo de 1a actividad
enzimética s pH constante.
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Se observd que ta actividad lipolitica a pH constante no es afectads
significativamete (n.s.=0.5) por 1a adicidn de cosa al medio de resccidn.

El medio de reaccidn se llega a diluir en un 0.2% de su volumen inicial, error
que se contempla en 1a preparacion de s solucidn de reaccion por el errar en
el manejo del material de laboratoria.

Se observa que la actividad 1ipolitica decrece conforme &l tiempo, este
efecto, posiblemente, es debido a la limitacidn de sustrato en el medio de
reaccidn, 1o cual repercute en 1s velocidad de reaccidn de 1a enzima, o bien
puede deberse g la posible desestabilizacidn de la enzima ante la temperatura
(0ta et. 8., 1982).
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Lo grafica (Fig. 7.7 que se muestra e continuacidn es el ajuste lineal del
consuma de sosa durante el ensayo de actividad lipelitica a pH constante.

Ajuste lineal de la actividad lipolitica
a pH constante
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ueq de NaDH consumidos

Se observan dos ajustes, uno en 10s primaros 10 minutos de reaccion, y el
otro durante 1os siguientes 40 minutos.

Los ajustes muestran una baje actividad Hpolitica durante Jos primeras 10
minutos (A1), y otrs a partir de 1os 10 minutos (A2).

La actividad 42 fué mayor & Ta A 1. Puede inferirse, dada la naturaleza
insoluble dal sustrato y &l sistema de accidn, en particular, de la lipasa, que
la actividad lipolitica depende de 1a cantidad de= enzima adsorbids enla
interfase del sustraie, tal como 1o mencions Ucar et. al. (1989) y Rostrup-
Nielsen et. al. (1990). Cuando 1@ enzima es adsorbida totalmente en dicha
interfase, es cuando la iipasa muesira uns sctividad maxima dependiendo de la
concentracion del sustrato en el medio de reaccidén.

La concentracion de tributirina agregada al medio de reaceidn fue de 0.63mM,
gquivalente a una normalidad de 1.88meq. Esta concentracidn de tributirinag
puede entonces generar 1890 ueq de &cido butirico proporcionales a 1890 ueg
de MaOH. El consumo de 400 ueq de Ma0H agotan el 228 de la tributiring
inicial. E1 decremento del 22% en el sustrato disminuye 1a actividad lipalitica
hesta un 872 de su actividad méxima segln 1a cinética de Michaelis-Menten.
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Lasiguiente figurs (Fig. 7.8 muestra la caida e la velocidad inicial de la
enzima par efecto del consumo de sustrato de acuerdo a tos célculos
mencionados en e] parrafo anterior.

Efecto del consumo de sustrato en la
actividad lipelitica
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ueq de 2,3-diglicéridos y 1-monoglicéridos
producidos

Con jos resultados anteriores podemos inferir que gl efecto del pH, sobre 1a
actividad lipolitica cuantificads sin contral de pH, es mayor que el efecto por
el decremento de la velocidad de reaccidn por agotamiento de sustrato.

7.2.3. Efecto de la temperatura

L& temperatura sobre 1a reaccian enzimatica puede afectar

~La estabilidad de la enzima.
~La afinidad de 1a enzima por 1os activadores o inhibidores.

-La solubilidad de los reactivos.

El efecto de la temperatura sobre ia actividad lipolitice de Yarrowia
lipolytica 661 fue observada de manera general.

La temperalura méagima de actividad lipnlitica, dependiendo del tipo de
microorganismo, varia entre 30 gy 40 °C {(Sugihara et. al., 1988; Welch, 1989;
Pal, 1978; Navotny et. al., 1988). Existen micraorganismos como Humicola
tanuginosa, la cual produce una lipasa con un méasxima de actividad s 45 °C
{Omar, 1.C. et. al., 1987).
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Un maximao de actividad de 1a lipasa de Yarrowie lipolytica 631, en un rango
de 30 a 40 °C, se encontré a 37 °C, 1a siguiente gréfica (Fig. 7.9) muestra el
efecto de la temperstura en esta lipasa.

Efecto de 1a temperatura en la actividad lipolitica
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La temperatura en el ensayo de actividad se fijé en 37 °C.

7.2.4. Efecto del CaClz y de 1a acetona-isopraopanol

Existen otras dos consideiaciones a tomar en cuenta para medir la actividad
de la lipasa; 1a primers, el acido butirico liberado actia come sitio
competidor en la unidn [SustratollEnzimal por 1o que es necesarin adicionar
CaClz quién a su vez actia como “quelante” del dcido liberado, o “activador”
del sistema enzimatico (0ta y Yarmada, 1960a, 1968b). y sequnda, ya que la
actividad enziméatica depende del tiempo de reaccidn, es necesaric parar dicha
reaccidn para medir 21 dcido butirico liberada

Se observd el efecto del CaCl2 como “activador” y se analizaron dos opciones

para parar la reaccidn enzimatica, una, el descenso de temperaturs, otra,
utilizar una mezcls acetona-isopropanol en relacion 1:1 en volumen.
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Los resultados fuercn los siguientes:

Tabla 7.2 Efecto del CaCl2 y Ta acetone-isopropanoi

Yol MaOH 0.05M | Actividad | H(media)
{ce) {uice) (u/cc)
Experirmentos gin CaCl2
Sin acetona-isopropanol
blanca 0 0
muestral 2324 5.54 456 + 097
muestra2 2155 %59
Con scetona-isopropanol
blancn 10,344 0
muestral 14233 .45 620+ 0.19
muestraz 14,000 5.09
Experitnentos con CalCl2
Sin acetona-isoprananal
blanco 1055 0
mijestral 45032 7.4 664+ 0.77
rmjestra’ 3579 587
Con acetona-isopropanal
blanco 11.710 G
muestra 15,686 7.58 742+ 016
muestra?2 15.528 726

Se sbserva mayor error i los datos al usar como medio de inactivacion el
descenso de temperatura, es posible que ta enzime actus a temnperaturas
menores @ 10 °C 4 por Lanto exista un consumao de sustrato, To cual se refleja
en los resultados. Al agregar 1a mezcla acelona-isopropans] no se observd ung
acidificacion del media, pasterior a la mezcla de sclventes, lo cual indicd que
la reaccicn enzimé&tica fue parada y no existié consumo de trlnutlrma ?

Se nhserva un incremente en 1a actividad &l usar CaClz come “guelante” del
&cido butirico , o bien comn “activador” del siztema enziméatico.

La “sctivacidon” del sisterna enzimético es una manera de hacer mas
disponibie el sustrato para la enzima. La activacian también depende del uso
de surfactantes como Tweens &, anteriormente se usaban, sales biliares. El
uso del calcio camo “activador”, al menos para las trigcilgliceral hidrolasas,
es simplemente remaver los acides grasos liberados como sales insglubles del
calcio {Schwimmer, 1981). En slgunos casos as necesario el calcin comg
cofactor, tal es el caso de 1a fosfolipasa pancrediica "A2" {Verger y Hass,
19763, Gonni =t al. (19865, 1956h) reporta que e¢ hecesario 1a presencia del
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dcido 3,5-dihidroxi-7-tetradecennico i de calcic para que la lipass de
Sarcharomgcopsw lipotyiica mantengs su accidn catalitica. :

7.2.5, Efecto del buffer
Se analizaron dos tipos de amortiguadares de pH; fosfatos y tris- malatos &

fH 7.4 a concentracignes de 0.2M.
La actividad enziméatica con cada buffer fué ja siguiente:

06 ufec

Fosfatos 5. G
7 0.10 uw/re

1
Tris-malatos 7.6

Se nhservd menor actividad en el sistems con Tosfatos, posiblemente debide
a una precipitacidn de sales 1a cual ocurrid al agregar el CaClz o bien a un
efecto del fosfato sobre 1a enzima.

La actividad enziméatica fué reducida en un 33.1F cuando se utilizd el buffer
de fosfatos.

La concentracidn de tris-malatos afectan la sctividad lipolitica
posiblemente debido al incremento de 1a fuerza idnica del medio. A
continuacién se muestra este efecto (Fig. 7.10).

Efecto de la concentracidon de Tris-malatos
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Volumen de Tris-rnalatos 0.2 M {(cc}

En el ensayo de actividad propuesto, se utilizd un volumen de 6 cc de buffer
tris-malatos, en el medio de reaccian.
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7.2.6. Efecto de 1a concentracidn del extracto enzimatico

La grafica siguiente (Fig. ¥1) muestra que un aumenta de la concentracidn
enzimatica, en el ensayn de actividad, resulta en un decremenio del pH y de 1a
velocidad de reaccidn, Este efecto resulta por la acidez generada en el medio
mas que par limitacian de sustrato como yo se ha senslado anteriormente.

Efecto de la concentracion enzimatica
en el ensayo de actividad
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En el ensayo de actividad se ytilizd de 18 3 cc de extracto enzimético,
dependiendo de 1a concentracion de enzima en el extracto.

7.2.7. Relacidn de 1a actividad lipolitica cuantificada en el
titulador automatico y en matraz Erienmeyer

La actividad lipolitica tambiér fue cuantificada en matraces Erlenmeyer sin
seguir 1a caida de pH.

Este ensayo mostrd otre punio de vista con respecta s 1as diferencias
existentes entre la agitacidn suave, 1a cual existid an los matraces, y la
agitacion empleada en el titulader DL-20.

Este método de cuantificacién fue dtil cuando se conocis que existis poca
actividad enzimética en los extractos y por tanto era necesario realizar una
incubacidn prolongada de la enzima en presencia del sustrato.

La principal diferencis en este ensayo fue 1a agitacidn del medio de reaccidn
{200rpm), el tiempo de incubacion (30 minutos) y el no conocer si el pH tuvo
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efectos significatives sobre la actividad enzimética, debido a que no se
conocid el pH final de la reaccidn. Las demés condiciones fueron similares con
respecio al ensayo en el titulador automatico.

La siguiente tabla muestra Ja reigcion entre los métodos de cuantificacion
de actividad lipolitica que fueron realizados.

Tabla 7.3 Relacion de la actividad cuantificada en matraz y en
titulador DL-20

Mo [ Actividad en matraz | Actividad en titulador
{uscc) Mettler DL-20 {u/cch

1 8] 0

2 6.60 21.00

3 10.70 3425

Act. en titulador=2.199 Acl. en matraz -0.032; r2=1

La sctividad obtenida mediante gl uso de matraces agitados fué tres veces
menar a la cuantificada mediante el uso del tituwlador automatico. La
diferencia fué debida a la diterente agitaciin da Jos medias y posiblemente a
un efecto det pH solire lg enzima.

7.2.8. Estabilidad de la enzima en ligquide

La enzima fue almacensada @ -4 °C gy a un pH de 5-6. La enzima fué
significativamente estable {n.s.=0.05), en solucién, durante los primeros tres
dias. La actividad disminuyd posteriormente.
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La siguiente figura (Fig 7.12} muestrs la estabmdad de la enzlma en un.
periodo de 45 dias a un pH de 9-6. L -

Estabilidad de 1a lipasa
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La estabilidad de 1a enzima no dependi¢ de 1a posible accion de proteasas
generadas durante el crecimiento del microorganismo, 1as cuales pudieron
hidrolizar a 1as lipasas

No se encontrd actividad de proteasas en los extractos enzimaticos de
Yarrowia lipolytica 681 cuando se realizaron ensayos sobre actividad
proteolitica &cida y neutra,

7.2.8.1. Estabilidad de 1a enzima ante el pH

Extracios enzimaticos fueron ajustados apHde 2,3, 4,54 65,
posteriormente se incubaron a 30 °C U 200 rpm. Ls actividad lipolitica fue
medida g diferentes tiempos de incubacidn.
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La figura (Fig. 7.13) siguiente muestra la estabilided de lipasa ante
diferentes pH.

Estabilidad lipolitica ante pH
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Los resultados mostraron que 1a lipass fué afectads irreversiblemente & pH
2, siendo gl rangoe de pH entre 5-6 el mas estable para la enzima, estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Ota 4 Yamada (1966a).

7.2.9. Inhibicién por productos de la hidrélisis de triacilglicéridos

La estabilidad de la enzima también depende de ta concentracidn del producto
final de 1a hidrdlisis como son los acidos grasos.

Concentraciones de 0.5 a 6 mg/cc de dcido oleico, principal acido graso del
aceite de olivs, tuvieron un efecto inhibitoric sobre 1a Vipasa. Otro producto de
la hidrdlisis es gl Qliceral. Concentraciones de 2 & 48 mg/cc de glicerol no
afectaron ls actividad enzimética.
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La siguiente figura (Fig. 7.14) muestra el efecta del acido oleico en Ja
actividad lipolitica.

Efecto del dcido oleico en la actividad lipolitica
OControl, 0 mgde Ac.... DOAc. oleico, 1 malec  Ade. oleico, 2 mgice
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1/ #ctividad (ulec)
i
2.9
‘\i\\
Ay

- / ./ M_,_,ﬂ@'—’f
15 A o Y
" -~ ——
—I"'d-'-
05] ___,;;:-F’"
-3 -25 -2 15 -1 -5 0 5 5 2 25 3 35

1/ zustrato {eg de tributirina - 1)

De esta manera observamos que la estabilidad de le lipasa de Yarrowia
Hipaiytics 681 en el media de cultivo puede ser afectada por 1a acumulacidn de
acido oleico como producto de la hidrdlisis del aceite de oliva.

El efectao del &cido aleica sobre 1a actividad se ajusto a un modelo
enzimatico {Levenspial, 1989), el cual es una rmadificacion del modelo de
Michaelis-Menten. Con este ajuste se deierming la concentracidn critica de
acido nleice en la actividad lipolitica, asi coma e1 tipo de inhibicion de este
acido graso.

U=Umax ®* 35 *( 1-Ci/Ci% )n/ Ks + 5% 1-Ci/Ci* )'m

U = actividad enzimétics

Umax = actividad enzimatica méxima

Ci = concentracion de inhibidor

Ci¥ = concentracion critica de inhibidor

K = constante de saturacidn de la enzima

5 = concentracién de sustrato

n,m = parametros de ajuste sobre el tipo de inhibicidn en 1a enzima
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Al desarrolar el maodelo y ajustar 1os datos, se determind 1a concentracién
critica de dcido oléice en 12 mgsce. Los valores de los pardmetres ny m
fueron 0.672 y - 1.602, respectivamente. Segln el criterio del modelo de
Levenspiel (1939}, pars n>0 Ym0 se trata de un tipo de inhibicidn general,
donde waris Urnax y Ks a diferentes concentracicnes de inhibidar, los
resultados tedricos concuerdan con lo observado en la siguiente figura.

A continuacion (Fig 7.19) se muestra el efecta del Acido nléico sobre la
actividad lipolitica con datos reales y datos obtenidos del modelo.

Ajuste de datos experimentales
al modelo de Levenspiel -

Datos del modeto \\
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7.2.10. Afinidad de la lipasa ante diferenies sustratos

La afinidad de )a }ipasa de Yarrowia lipolytica 631 por sustratos naturales.y
sintéticos fue observada de ls siguiente manera.

Los siguientes sustratos fueron utilizados:
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Tabla 7.4 Compaosicidn de algunos triglicéridos naturales y

sintéticos

Sustratos naturales | Composicién apraoximada de &cides grasos (& peso)
16:0 16:0 18:1 18:2

Aceite de soys 7-12 2-6 19-30 46-58

Aceite de maiz 3-19 0.5-4 19-50 34-62

Acgite de aliva 0.4 10.3 805 5.9

(Swern, 1979}

Sustratoes sintéticos

Cornposicidn de acidos grasos

Tributiring Trinlicérido del Acido butirico 4.0
Tricaprilina Triglicérido del &cido caprilico &:0
Trioleina Triglicérioo del &cido oleico 181

La siguiente figura (Fig. 7.16) muestra la afinidad de 1a lipasa par 1os
sustratos mencionados anteriormente.

Actividad de 1a lipasa de Yarrowia lipolytica 681
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Se observd una preferencis por dcidos grasos de cadans corts 40 y 5:0.

El aceite de aliva es el aceite vegetal con mayer proporcidn de acida oleico
con respecto a los aceiles de soys y maiz. Como se observo una cansiderable
activided por la trialeina es de suponer que e=sta Jipase tambien tiene gran
afinidad por sustratos de cedena larga como e) dcido aleico (18:1). Es pasinle
que Yarrowwia lipolytica 961 tenga mayor aiinidad par el aceite de oliva que
por la triateina, ya que el aceite de oliva tambizn posee una proporcion de
gcidos grasos de mensr tamafio como Te es el 4oido palmitico {16:0).

F.2.11. Conclusiones

El sisterna de cuantificacion de actividad HWoolitica utilizado Tué
reproducihle esto permitio utilizar g} enzayp comae madio de comparacidn en
los experimentos que stguieron & continuacidn. £l sisteme de cuantificacidn de
lipasas &5 sensible a carabios come al tipo y concentracidn de sustrato, tipo y
concentracidn de buffer, pH y temperatura.

La actividad lipolitica fué relativamente esfable, sienda el pH Ta variable
que mas influyd en 1a estabitidad. La reaccian Hpolitice depende de los
productes de hidrélisis de 1 enzitna. Lo anterior demuestra que pueden existir
procesos de reguiacidn de hidrdlisis y sintesis de Ve enzima duranie &l

crecimiento de la }evadu%\ ;
fud
1
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7.3. Produccidn de lipasas por el crecimiento de Yarrowia lipolytica
681 en cultivo sumergido.

Yarrowia lipolytice 681 fué crecida en cultivo sumergido en las condiciones
de cultivo mencionadas en 1a seccién Material y Métodos.

La actividad lipolitica fué cuantificada tomande en cuenta 1os resuitados de
la seccion anterior (seccitn 7.2).

La estrategia seguida en esta parte del trabajo fue determinar algunas
condiciones de cultivo para sumentar la produccién de lipasas mediante el
crecimiento de Yarrowia lipolytica 681 en cultivo sumergido.

Las metas fijadas en esta seccion fueron:

-Determinar 1a concentracidn de indculo para los medios de cultivo.
-Observar el efecto del tween 80 en 1a produccidn extracelular de lipasas.
-Determinar una(s) fuente de carbong, nitrdgeno e inductores gue permitieran
mejorar la produccién de enzima.

-0Observar el efecto de la concentracién de inductor.

-Observar el efecto de la relacién Carbono/Nitrégena (C/N} del medio de
cultivo en la produccion enzimatica.

-Fijer las condiciones de pH inicial y temperatura ras favorables en 1a
produccian de enzima.

-0Observar el efecto de 1a relacidn volumen de medio de cultivo/volumen de
reactor, como medida indirecta de la aireacion del medio de cultivo en la
produccién de lipasas.

Los medios de cultivo indculados fueron incubados por un periodo de 48
horas, excepto cuando se observd el efecto de la relacion C/N en la produccidn
de enzimag; el tiempo de incubacion en ese experimento fue de 24 horasayen el
segundo experimento donde se observd el efecto del tween 80, el tiempo de
incubacién ahi fue de 60 horas.

La temperatura de cultive fue de 30 °C, pH inicial de 4.5 y agitacidn de 200
rpm.

7.3.1. Efecto del indculo

El determinar una concentracion de indcule para 1os medios de cultivo
resulia importante desde el punto de vista de preveer el tiempo en el cual se
obtendré 1a respuesta buscada del microorganismo, en este caso la presencia
de lipasas.
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Experimentos sobre la cantidad inicial de biomasa mostraron los siguientes
resultados:

Tabla 7.5 Efecto del indculo en la produccion de lipasas

Inécuio pH Biomasa Glucosa Actividad
(B v/v) (g/1) {g/1) | {u/ced
0.5 3.40 10.26 711 9.6

1.0 3.47 11.30 5.56 8.7

2.0 3.65 10.08 7.11 15.6

4.0 3.52 10.43 6.66 10.3

6.0 3.32 11.12 6.00 2.4

6.0 3.52 10,78 5.78 3.5

8.0 2.82 9.57 4.45 0

Se observa gue cantidades entre 2.0 y 4.0% de precultiveo inicial rinden mejor
produccidn de lipasas a 46 horas y que a cantidades mayores se asocia un
crecimiento mas rapido con poca produccidn de enzima.

El pre-cultivo o inGculo fué crecido por 24 horas en las mismas condiciones
fisicas sefialadas anteriormente.

Es posible que o1 pH haya afectado la produccion de enzima en el exparimento
con mayor concentracion de indculo, debido al répido crecimiento de Yarrowia
lipolytica 681 y por tanto la subsequente acidificacidn del medio.

7.3.2. Efecto del tween 80

El tween 80 (poliocexietilén sorbitan monooleato) ademéas de emuisificador
puede actuar come inductor de lipasas o como detergente en la membrana para
liberar enzimas de ella.

Se ha observado que algunns surfactantes, entre ellos tween 80, aurnentan 1a
produccidn de lipasas extracelulares. Lo anterior ha sido comprobado en
rnicroorganismos como Acinetobacter calcoaceticus 69V (Fischer y Kleber,
1987), Humicola lanuginosa (Omar, [.C. et. al., 1987), Rhizopus oligasporus
{Nahas, 1988), Geotrichum candidum {Jacobsen et. al., 1989), Acremonium
strictum (Okeke y Okelo, 1990). Aungue se conocen casos contrarios en donde
el efecio det tween 80 disminuys fa produccién de enzimas como en Beauveria
bassiana {(Hegedus y Khachatourians, 1988).

El tween 80 fué probado como complemento en el medio de cultiva con el fin
de liberar 1a posible enzima asociada a la rnembrans.

El efecto del tween 80 come inductor se determind en medios de cultivo con
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1€ de tween 80, sin la presencia de aceite de ¢liva.

El efecto detergente del tween 80 se observa en experimentos con y sin la
presencia de tween 80 manteniende constante la concentracidn de inductor
{aceite de oliva).

También se observd el efecto del tween 80 & varias concentraciones.

Los resultados fueron 1os siguientes:

Tabla 7.6a Efecto del tween 80 en la actividad lipolitica

Experimento |Condicidn del experimento Actividad {(u/cc)

Medio sin tween 0 s/ inductor [0

Medio sin tween 80 ¢/ inductor | 3.53

Medio con tween 80 1.08 s/ inductor |0

Medio con tween 80 0.2%8 ¢/ inductor |6.16

Medio con tween 80 0.48 ¢/ inductor |7.76

Medio con tween 80 0.6%8 ¢/ inductor [7.50

Medio con tween 80 0.88 ¢/ inductar |6.60

QN[O s [ ]—

Medio con tween 80 1.08 c¢/ inductor |6.30

EY medio de cultivo con levaduras fué homogeneizado después de la
esteritizacion con el fin de emulsificar al inductor.

Los resultados de actividad mostraron que la presencia de tween 80, en los
medios de cultive, aumentan 1a concentracion de lipasas. Las lipasas pueden
estar asociadas a la membrana y ser extraidas por una accidn detergente, o
bien, el incremento en la produccidn de enzima puede ocurrir por una induccidn
debida 1a emulsificacion del inductor.

En estos experimentos no se cuantificd biomasa. E1 tyween 80 pudo tener un
efecto estimulante en el crecimiento, o bien actuar como fuente de carbono
disponible para incorporarse a la levadura Y por tanto aumentar el rendimiento
de enzimas.

No se observd efecto del tween 80 como inductor, ys que no hubo actividad en
el experimente 3.

Posteriormente, se realizd el mismo experimento con una concentracién de
tween menor al 0.2%, con el proposite de encontrar una concentracién de
tween minima que permitiera el incremento de actividad extracelular y
eliminar el efecto del tween como fuente de carbono importante durante el
crecimiento de Yarrowia lipolytica 681. Este experimento fug incubado por 60
horas, 12 horas mas con respecto al tiempo de incubacidn del experimento
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anterior.
Los resultados fueron 1os siguientes:

Tabla 7.6b Efecto del tween 80 en 1a actividad lipolitica

Experiments |} Condicidn del experimento Actividad {u/cc)
i Medio sin tween 80 s/ inductor {0

2 Medio sin tween 80 ¢/ inductor | 3.54
3 Medio sin tween 80 ¢/ inductor | 2.75
4 Medio con tween 50 1.08 s/ inductor |0

5 Medio con tween 80 0.05% ¢/ inductor | 14.66
6 Medio con tween 60 0.10% ¢/ inductor | 1525
7 Medio can tween 80 0.15% ¢/ inductor | 14.44
[} Medio con tween 80 0.20% ¢/ inductor | 17.10
9 . Medio con tween 80 0.20% ¢/ inductor | 15.10
10 Medio con tween 560 0.20% ¢/ inductor | 16.16

Los experimentos 4 8 8 se homogeneizeton después de 15 esterilizacion.
E1 experimento 9 se hormogeneizd antes de la esterilizacidn.
E1 experimento10 no se hemogeneizo.

Observemos que a concentraciones de tween del 0.05&, existio un incremento
de 3 a 4 veces la actividad extracelular, con respecto al control sin tween,
debiendose este efecto & una accidn detergente sobre 1a membrans o a una
emulsificacion del inductor (aceite de oliva). Ota et. al. (1982} reportan
actividad intracelular en Yarrowia lipaiytica, sienda esta actividad mayor a la
extracelular.

Con estos experimentos se descarta el posibie efecto inductor del tween, ya
gue los controles con tween 80 4 sin inductor no tuvieron actividad.

El efecto detergente del tween 80 en 12 membrana también se observd sabre
levaduras crecidas en presencia de aceite de oliva que, posteriormente, se
extrajeron y se trataron con una solucidn de tween 80.

Los medios de cultivo no homogeneizados presentaron similar actividad
Yipolitica por 1o cual la accion del tween 80 se realiza sin necesidad de
homogeneizacidn.

Se extrajeron células de un medio de cultivo con aceite de oliva sin tween
80, 1as cuales presentaron poca actividad (células de 1os experimentes 2y 3
anteriores). Las células fueron lavadas con tween 80 al 0.05% en un medio con
buffer pH 6 conservande 21 mismo volumen, temperaturs y agitacién del medio
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cuttivo.

El experimento se 11evd a cabo con parte de las células del experimento 2 y
3, 1as cuales en un principio fueron tratadas sin tween 80.

Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 7.7 Efecto del tween 80 en la extraccidn de la enzima

Experimento Actividad Actividad asociada a la | Actividad
extracelular (u/cc) | membrana (u/cc) total {u/cc)

2 3.54 6.74 10.28

3 275 6.6 9.35

3 (sin tween} | 2.75 0.52 3.27

En estos resultados se observa el efecto detergente del tween 80, liberando
& lipasa intracelular o asociada a la menbrana. También se observa que el
efecto mecénico (agitacion de las células) permite Ja liberacidn de la enzima
asociada a la membrana, o bien podria deberse a 1a 17sis celular.

Se considerd al tween como un posible sustrato de 1a lipasa. Las pruebas de
actividad sustituyendo a la tributirina con tween B0 fueron negativas.

7.3.3. Efecto de 1a fuente de carbono, nitrégeno e inductores

Las fuentes de carbono, nitrégeno e inductores utilizados fueron sustratos
seleccionados para incrermentar la actividad enzimatics dedo su efecto en el
incremento de actividad en otros microorganismes (Hegedus y Khachatourians,
1888, Nahas, 1988; Novolny et. al., 1988; Omar, 1.C. et. al., 1987; Okeke y
Okole, 1990).

Se tomaron dos puntos de la cinética del crecimiento de Yarrowia lipolytica
681 para cuantificar el crecimiento y actividad.

Se partid de! medio control descrito snteriormente. E] tween 80 al 0.058 fué
incluido como cemponente del medio de cultivo.

Se mantuvo la relacion C/N de 8.6

Los inductores fueron anadidos en 1a misma proporcion que el aceite de oliva
(1%).

La concentracién de indculs en volumen, sales Y vitaminas, asi como el pH,
temperatura, agitacion y tiempo de fermentacidn fueron constantes en cada
lote de experimentos.
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Tabla 7.8 Efecto de la fuente de carbonno

Resultados |y Discusion__

[Fuente de carbons |36 horas [ 52 haras |
Biomasa | Actividad | Actividad { Biomasa [ Actividad| Actividad
{g/n (u/cc) especifica | {g/1) (ufce) especifica

{u/mg) {u/mg)

Glucosa |7.14 , [27.35 3.83 B.73 29.50 3.37

Glucosa |7.21 | |28.50 3.95 861 30,94 3.59

Glicerol |3.687 0 0 600 0 0

Sacarosa | 5.64 14.47 2.47 8.57 13.66 1.62

Aceite 7.21 25.02 3.47 218 31.69 3.47

de maj2

Aceite 751 25.27 2.03 993 30.80 2.10

de oliva

Aceite 6.00 6.94 1.15 9.48 21.75 229

de soys

Manasa |6.30 17.85 2.83 6.12 19.87 2.44

Citrato  |5.69 7.97 1.40 7.66 2.06 0.26

Las mejores fuentes de carbono fueron 1a glucesa, el aceite de oliva Y el
aceite de maiz.

Tabhla 7.9 Efecto de la fuente de nitrigeno

| Fuente de nitrégeno | 42 horas | 66 horas |
Diomasa | Actividad | Actividad | Biomasa | Actividad| Actividad
(g/1} {u/ce) especifica | (g/1) {u/cc) especifica

{u/mg) {u/mgq)

Urea 6.26 13.91 2.22 11.26 13.22 1.17

Urea 562 13.45 2.31 11.47 13.19 i.14

Extracto | 7.78 593 0.76 12.34 5.07 0.41

de

levadura

Extracto | 7.34 497 0.67 12.13 4.00 032

de

levadura

Sulfato (4.08 0 0 6.26 0 0

de

amonio

35 ——




continuacion...

Resultados Y Discusidn._

Peptoha |6.47 2.19 0.33 10.17 2.33 0.23
Peptona [6.26 3.93 0.94 13.86 5.63 0.40
+ Urea

Licor de |5.17 3.04 0.55 985 2.31 0.23
maiz

La urea fue la mejor fuente de nitrdgeno en la produccidn de lipasas.

Tabla 7.10 Efecto de los inductores

Vinductores |36 horas |52 horas |
Biomasa | Actividad [ Actividad | Biomasa | Actividad | Actividad
{g/1 (u/cc} especifica | (g/1) {ufce) especifica
(u/mag) {u/mg)
Aceite 6.60 14.59 221 8.27 24.48 296
de oliva
Aceite 6.90 1473 2.1 7.96 23.04 3.14
de oliva
Aceite 6.60 11.86 1.79 7.96 12.69 1.99
de soys
Aceite 690 1790 259 7.96 20.58 256
de maiz
Aceite 6.90 18.14 262 7.86 20.84 2.6
de maiz
Sebo 6.00 4.72 0.76 7.21 7.27 1.00
Aceite 2.06 0 o] 357 0 0]
de coco
Acido 5.69 251 0.44 6.90 6.52 0.94
oleico
Aceite 2.66 1.56 0.38 372 0.33 0.14
de ricino

El aceite de maiz y el aceite de oliva fueron los mejores inductores en la
produccion de lipasas.
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continuacion...

Peptona |6.47 2.19 033 10.17 2.33 0.23
Peptona |6.26 5.093 0.94 13.86 5.63 0.40
+ Urea

Licorde |5.17 3.04 0.58 995 2.31 0.23
maiz

La ures fue la mejor fuente de nitrdgeno en la produccion de lipasas.

Tabla 7.10 Efecto de los inductores

{Inductores [36 horas [ 52 horas ]
Biomasa | Actividad | Actividad | Biomasa | Actividad | Actividad
(g/1) {u/ce) especifica | (g/1) (ufcc) especifica
(u/maq) {u/mg)
Aceite 6.60 14.58 221 8.27 24.48 286
de oliva
Aceite 6.90 {4.73 2.11 7.96 25,04 3.14
de oliva
Aceite 6.60 11.86 1.79 7.96 12.69 1.59
de soya
Aceite 65.90 17.90 259 7.96 20.58 2.58
de maiz
Aceite 6.90 18.14 262 7.956 20.84 2.6
de maiz
Sebo 6,00 472 0,78 7.21 7.27 1.00
Aceaite 2.06 0 0 357 0 ¢}
de coco
Acido 5.69 251 0.44 6.90 6.92 0.94
oleico :
Aceite 2.66 1.56 0.56 3.72 0.53 0.14
de ricing

El aceile de maiz y el aceite de oliva fueron 1os mejores inductores en la
produccién de lipasas.
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7.3.4. Efecto de la concentracion del inductor

Yarrowia lipolytica 681 fué crecida por 48 horas en diferentes
concentraciones de aceite de oliva.

Yarrowia lipelytica 681 fué inducible por el aceite de oliva a niveles
mayores de 1% tal como se observa en los resultados siguientes:

Tabla 7.11 Efecto de 1a concentracion de inductor

Aceite de oliva (3) | Biomasa (g/1) Glucosa residuatl | Actividad (u/cc)
{g/1)

0 498 3.46 0

02 7.44 0 0

0.6 8.33 6.53 0

1.0 11.8 7.97 9.1

t4 11.94 7.31 13.1

1.8 12.09 6.79 7.8

Los resultados muestran un mésimo de produccién de enzima con 1.4% de
aceite de oliva. Una mayor concentracion de inductor resultd en un decremento
de actividad lipolitica. Kosaric et. al. (1979) determind un méximeo de la
produccion de lipasas en concentraciones de 1 a 2% de aceite de oliva como
inductor cuando Candida lipolytica fué crecida en un medio de cultivo con
kergseno como fuente de carbono.

Candida lipalytica, asi como Yarrowia lipolytica 681 mostraron un
incremento en la biomasa, pero no en actividad enzimética, a incrementos en
la concentracion de inductor

7.3.5. Efecto de la concentracion de urea

La relacion C/N fué observada variando la concentracion de urea. Yarrowia
lipolytica 681 fue crecida en el medio base con las siguientes
concentraciones de ures:

Tabla 7.12 Efecto de la concentracidn de urea

Urea (%) Biomasa | Glucosa Aceite de oliva | Actividag
(g1} residual (g/1) _jconsumide (g/1) | (u/cc)

0.05 2.26 18.0 3.27 0.52

0.10 2.58 18.6 3.48 2.15

0.20 281 18.4 3.58 3.60

0.40 275 18.2 383 1.10

0.80 3.28 18.4 4.50 222

57 —




Resultados y Discusidn.__

La mejor retacidn carbono~nitrdgeno, en el medio de cultivo, para la
produccion de lipasas fue la de 0.2% de urea.

Como ya ha side indicado, ta concentracion inicial, en et medio de cultivo, de
aceite de oliva fue de 10 g/1 y de glucoss 20 g/1.

Durante 24 horas de crecimiento Yarrowia lipolytica 661 consumid entre el 3
y 45% del aceite de oliva inicial y aproximadamente el 2% de ia glucosa
inicial. Lo anterior demuestra que esta levadura puede consumir al inductor
como al carbohidrato en paralelo.

Kosaric et. al./,(1979l) demuestra que existe un maximo de produccion de
lipasas cuando&CandiQ lipolytica es crecida en concentraciones de 0.2 g 0.3%
de urea. o

7.3.6. Efecto de la temperatura y el pH inicial en la produccion de
lipasas.

Se realizd un disefio experimental con el objeto de estudiar dos factores
fisicos que afectan 1a produccidn de lipasas en el microorganisme
(Eitenmiller, 1970). Las variables, temperaturs y pH inicial, se estudiaron a
tres niveles & 48 y 60 horas de tiempa de incubacidn de la levadura,

Los niveles de las variables fueron los siguiantes:

Yariable/nivel Bajo {~1) Medio (0) Alto (+1)
pH inicial - 3.0 4.5 6.0
Temperatura (°C) 26 30 34

Las variables de respuesta fueron actividad lipolitica y biomasa.
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Los resultados fueron 10s siguientes:

Tabla 7.13 Diseino experiinental del efecto del pH inicial y Ta
temperatura

[ 48 horas [ 60 horas ]
pH IT Biomasa| Actividad | Actividad | Biomasa {Actividad | Actividad
(°C) (g N {ufce) especifica | (g/1) (ufcc) especific
(u/mag) a {(u/mg)
-1 |-1 953 10.75 1.12 14.35 769 0.33
-1 |+1 435 8.70 2.00 6.18 11.55 1.86
+1 -1 11.50 18.42 1.60 14.26 21.11 1.48
+1 1+1 5.42 7.61 1.40 7.92 6.68 0.84
-1 ]0 10.78 17.31 .60 12.21 29.03 2.37
+1 10 8.82 17.51 1.98 11.49 2256 1.96
0 |-1 11.32 2189 1.93 14.71 16.16 1.08
0 |+1 3.07 17.05 3.36 7.57 14.53 1.91
3 10 10.42 {89.55 1.87 12.92 24.31 1.90
0 |0 10.28 19.25 1.87 1275 25.28 1.85

Los experimentos fueron realizados por duplicado y el error entre muestras
fue semejante al obtenidao en el duplicado del centrol (0,0).

Los resultados del andlisis de varianza se muestran a continuacidn:

Tabla 7.14 Analisis de varianza de los resultados del disefio
experimental

Tiempo: 48 horas.

{ Biomasa [Activided [ Activided especifica |
Efecto ZS.C. Ins 2S.L.|ns Z S.C. n.s
pH 297 {.107 [3B52 (023 13273 0
Temperatura 90.59 [.012 (39.40 [.023 {2526 0
pH-Temperatura 6.42 |.070 |22.06 [.047 |42.01 0
Residual .02 .02 0
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continuacidn...
Tiempo: 60 horas.

| Biomasa [Activided [ Actividad especifica |
Efecto 8SL. {ns 8 SLC. (ns BS.C. n.s
pH 143 1.106 |1.28 |.249 ]1.62 148
Temperatura 0543 | 013 [68.03 |.035 |54.29 026
pH-Temperatura 2.06 132 125.84 {.066 |41.14 046
Residual 02 .09 .04

% S.C. = porciento de 1a suma de cuadrados.
ns. =nivel de significancia.

El crecimiento de Yarrowia Tipolytica 681 y 1a actividad lipalitica son
(\efectados por la teraperatura. La actividad lipolitica es afectada en las
primeras 48 horas de igus! manera por el pH y por 1a temperatura esto podria
deberse a que existe un pH éptimo de produccidn y/o estabilidad de la enzima.

La hipotésis propuesta es que la levadura en las primeras horas trata de
ajustar su medio a un pH 6ptimo de produccién y/o estabilidad de la lipasa.
Alcanzado ese pH optimo el efecto ya no es significativo en la actividad.

Durante el crecimiento de 1a levadura no hay control externo del pH. El pH es
ajustado inicialmente.

Posteriormente se determing, mediante un anélisis de superficies de
respuesta, la posible temperaturs y pH que permitiera alcanzar los mejores
valores de biomasa y actividad. Los datos se ajustaron a un pelinomic de 1a
forma siguiente:

Max=A0+A 1 *pH+A2*Temp+A3*pH"2+Ad*Temp 2+A5¥pH*Temp
Con este polinomio se buscd un punto méaximo, en el intervalo de datos

generado, en donde intervinieron los efectos simples, cuadréaticos y de
intaraccién de las variables temperatura y pH inicial.
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Los resultados de pH inicial Y temperatura para obtener rendimientos
maximos en la biomasa, actividad lipolitice y actividad especifica se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 7.15 Resultados del analisis de superficies de respuestas del
disefio experimental

| 48 horas [ 60 horas ]
Biomasa | Actividad | Actividad |Biomasa | Actividad | Actividad
especifica especitica
pH 5.0 4.8 4.2 42 5.0 3.0
T(eC) |27.2 28.0 34.0 26.0 29.4 32.0

L.os datos obtenidos muestran que podria observarse una mayor actividad si
se mantuviera un pH inicial y una temperatura de crecimiento entre 46-50 y
28-29.4 °C, respectivarnente.

7.3.7. Efecto de la aireacion

La produccidn de lipasas depende de 1a concentracién de oxigeno en el medio
tal como 1o reporta Giuseppin {1984) pars el caso de Rhizopus delemar. Para
este microrganismo incrementos en la concentracion de oxigeno aumentaron la
produccion de lipasas.

Yarrowia lipolytica 681 fué crecida en matraces de 250 cc con diferentes
volumenes de medio de cultivo. La agitacidn fue constante a 200rpm.

La siguiente figura (Fig 7.17) muestra la relacion de 1a biomasa y la
produccidn de lipasas conrespecto al volumen de medig de cultivo por
volumen de reactor.
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Para el caso de Yarrowia tipolytica 661, 1s produccidn de lipasas se
incremento a volumenes mayores de medio de cultivo en los cuales,
posiblemente, existieron menores concentraciones de oxigena.

La morfologis de la levadura en 1os medios fue diferente; 1os medios con
volumen de 30 cc contuvieron céiulas upiceluiares, los medios con 50 cc
presentaron células unicelulares y pseudomicelio, 10s medios con 100 cc
presentaron células con pseudornicelio Yy pocas células unicelulares. Existe 1a
posibilidad que Ta produccion de lipasas este asociada a la concentracion de
oxigens en el medio y & Ta morfologia de Yarrowia lipolytica 681.

7.3.8. Cinética del crecimiento de Yarrowia lipolytica en cultive
sumergido en condiciones de pH controladas

Yarrowia lipolytica 681 fué crecida en condiciones de pH controladas g en
aceite de oliva como unica fuente de carbono. Se utilizo sceite de oliva debido
& que experimentos anteriores con el sustrato del medioc de cultive inicial
{glucosa al 2% y aceite de oliva al 1%) resultaron en producir demasiada
biomasa, dificil de muestrear bajo 1as condiciones de cultivo ya mencionadas
en Material y Metodos.

El uso de una sola fuente de carbono simplifico el anglisis de los datos de
consumo de sustrate y de los rendimientos de biomasa en base al sustrato.

Se realizaron dos cingticas de crecimiento, 1as cuales sirvieron para

62 —




Resultados y Discusidn—

modelar la generacion de biomasa, el consumo de sustrato y la produccion de

lipasas por parte de este microrganismo.

A continuacion (Fig. 7.18) se muestran los datos obtenidos de Ia “cinética
17 del crecimiento de Yarrowia lipolytica 681 en condiciones de pH

controladas.

Ajuste de los datos de la cinética 1 a
modelos logisticos
. 2 2.5 <
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Yarrowia lipalytica 681 crecid durante un periode de 50 horas, en donde el
crecimiento maximo, asi coma el consuma total del sustrato fueron
slcanzados al final de este periodo. La produccion de enzima se inicié en las
primeras horas del crecimiento y un méximo de actividad se alcanzd durante

el inicio de 1a fase exponencial del crecimiento d

e la levadura.

Kosaric et. al. (1979) observaron una cinética similar a 1a mostrada en esta
figura cusndo crecieron a Candida lipolytica en un medic suplementado con 28

de aceite de oliva, 4% de keroseno y 0.3% de urea.

7.3.8.1. Modelo de crecimiento

Los datos experimentales de biomasa fueron ajustados al modelo siguiente:

dx/dt = URCT=RKMD) e

{ecuacion logistica)
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La ecuscidn anterior es también conocida como la ecuacién de Verhulst-
Pearl, quienes fueron los primeros en aplicarla al modelamiento del
crecimiento de poblaciones (Mulchandani et. al., 1988).

La integracion del modelo anterior es la siguiente:

%(t) = xo eUt 7 (1 - xo w (1~ eUt))

donde
% [=] mg/cc, es la biomasa al tiempo “t”.
t [=] hr, es el tiempo de cultivo.
u[=} 1/hr, es 1a velocidad especifica de crecimiento.
xm [=] mg/cc, es 1a biomasa maxima en el sistema.
%0 [z] mg/cc, es 1a biomasa inicial a “t=0".
w [=] cc/mg. es el inversa de xm.

Los datos experimentales de biomasa fueron ajustados, no linealmente, por
rinimos cuadrados al modelo logfstico integrado.

A continuacion (Fig. 7.19) se muestran los datos experimentales de 1a
biomasa Yy 1os datos obtenidos utilizando el modelo logistico. Dos cinéticas
del crecimiento de Yarrowia lipolytica 681 sobre aceite de oliva fueron
tratadas con dicho modelo.
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al modelo logistico

12
10
o ot
‘E, 5] 3 JB’ £
L - s s e
o Cingtica1 i1 »
o 6 ‘.’ i
e
5 4 AL
8 Y
Q ~%o Cinética 2
2 -
H o
QS
0 10 20 30 40

Los parémetros obtenidos del ajuste fueron los siguientes:

Tiempe (hr)

Parametro Cinética 1 Cinética 2
u 0.197 0.192

X0O 0.057 0.043

X 991 §.67

_Resullados y Discusidn___

Valero et. al. {1921) encuentran una velocidad méaxima de crecimiento de
0.15 hr-1 cuando Candida rugosa fué crecida sobre 1% de aceite de oliva y 0.2%

de urea, como fuente de carbono y nitrogeno, respectivamente.

7.3.6.2. Modelo de consume de sustrato
Los datos experimentales del consumo de sustrato fueron tratados con la
siguiente ecuacion:

—-ds/dt = (1/Yus) ds/dt + mx

donde

s [zl mg/ce, es 1a cantidad de sustrato al tiempo “t”.

¥xs [=] mgr/mgs, es el rendimiento celular en miligrames {mg) de
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biomasa por mg de aceite de oliva consumido.
m [=] mgs/mgx hr, es 1a cantidad de aceite de oliva por unidad de
biomasa y tiempo, necesaria para el mantenimiento celular,

La siguiente figura (Fig. 7.20) muestra los datos de consumo de aceite de
oliva ajustadas al modele anterior.

Ajuste de 1os datos de sustrato
al modelo logistico

20 S
] "“'\».\
4 3] -
16 A
- 1
--'; ] Cinética 2
< 12 ‘x\_\
= o~
3
‘E 8 N
s Cinética t i~ g
o .
4 o
] C T, ._“‘ ~
e .
0 t+—+—r—rr1trr e

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Tiempo ¢hr)

Los parametros obtenidos del ajuste fueron los siguientes:

Parémetro Cinética 1 Cindtica 2
Yus 0.621 0.623
m 0.206 0211

7.3.8.3. Modelo de produccion de enzima
Los datos de actividad enzimética fueron ajustados al modele de Luedeking-
Piret (1959).

£l modelo de Luedeking-Piret pudo explicar el comportamiento de la lipasa

en las primeras horas de crecimiento, pero la fase decreciente de 1a
produccidn de enzima no pudo ser modelada.
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A continuacion (Fig. 7.21) se muestra el comportamiento de la lipasa
durante el crecimiento de Yarrowia lipolytica 681.

Datos experimentales de actividad enzimatica
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La formacidn de producto, bajo les condiciones de cultive ya sefialadas,
muestra un comportamiento poco comun con respecto a otras cinéticas de
produccion de metabolitos primarios. Posiblemente, 1a actividad lipolitica es
inhibida por productos de 1a hidrdlisis de triacilgticéridos, como ya se ha
observado.

Otra posible causa puede ser la represion de 1a produccion de “cofactores” de
1a actividad lipolitica como es el caso del dcido 3,5-dihidroxi-7
tetradecenoico, necesario para la activacidn de la “lipasa |” de
Saccharomycopsis lipolytica (Ota et. al., 1980, Gomi et. al., 1986).

La produccién de enzima, después de alcanzar un maximo de actividad en el
medio de cuttive, decrece, 10 cual indica su desnaturalizacion é inhibicidn
irreversible.

Bailey {1977} propone un modelo, de produccidn de enzima, con una constante
de destruccidn de la enzima por la formacién de esta, debido a las condiciones
fisicas Y quimicas en las que se encuentra la enzima durante el crecimiento
del microorganismo. La constante de destruccidn puede ser dependiente de la
estabilidad, inhibicion, regulacion y degradacidn de la enzima.
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El modelo propuesto, segun Bailey, fue el s'_i}gujenté; :

dp/dt = a dx/dt - bp

donde N
p [=] u/cc, es 1o actividad lipolitica al tiempo “t”.
a [=) u/cc mgx, es el rendimiento de producto {(u/cc) por gramo de
biomasa.
b [=] u/cc mgx hr, es 1a constante de destruccion.

El modelo contemple un término negativo por la fermacidn de producto, donde
1a constante de este término explica la destruccion de 1a enzima.

El ajuste de los dalos de producto al modelo de Bailey explicd solamente la
formacidn de enzima hasta que esta alcanzd su maximo en el medio de cultive.
Al igual que el modelo de Luedeking-Piret, el madelo de Bailey no pudo ajustar
ta parte correspondiente a la destruccidn de la enzima.

" Con base & los experimentos sobre inhibicion de 1a enzima por productos de
la hidrélisis de triacilglicéridos, se considerd como posible factor de
destruccidn o inhibicién de 1a enzima al &cido oleico u & otro producta del
crecimiento de 1a levadura, presente en el medio de cultivo.

La constante de destruccidn fue entonces considerada coms una variahle del
crecimiento, ta cual fue proporcional a 1a cantidad de inhibidor acumulade en
el medio de cultivo.

El inhibidor, es un producto intermedio, entre el consumo de sustirato y la
generacion de biomasa, podemos considerar como un ejemplo a la produccién
de Acidos grasos.

Los acidos grasos liberades por la actividad lipolftica son consumidos por el
microgrganismo, pero como el acido graso es un inhibidor de 1a lipasa, debe
entonces también existir una acumulacidn de este inhibidor en el medio de
cultivo, et cual deberd afectar la actividad de la enzima.

Considerando una acumulacidn de inhibidor en el medio de cultivo se propuso
la siguiente relacidn:

dk/dt = c ds/dt -~ d x
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donde:

k [=], g/1, es 1a concentracidn de inhibidor en el medio de cultivo.

¢ [=], gs/gk, es la relacién de conversidn de aceite de olive a acidos
grasos, considerando a estos como el inhibidor.

-ds/dt [=], gs/hr, es 1o tasa de consumo de sustrato, en este
término esta involucrade la 1ipasa ya gue relaciona el consumo de sustratoy
1a generacién de biomasa.

d [=], gk/gx*t, es 1a velocidad de consumo de los acidos grasas por
la bicmasa.

% [=], gx, es 1a biomasa.

La acumulacion de dcidos grasos depende de la velocidad de hidrélisis del
sustrato y del consumo de estas por generacidn y mantenimiento de Ta
biomasa.

La produccion de lipasas fué modetada tomando en cuenta un término de
destruccion por formacién de praducto. Por otro lado, la praducién de dcidos
grasos fué modelada tomando en cuenta un término de destruccion por el
crecimiento de la levadura. La produccién de lipasas pudo haber sido modelada
tomande un cuenta un término de destruceidn por generacidn de biomasa al
igual que en el modelamiento del inhibidor. Se considerd que 1a levadura no
consume a la lipasa ya que la enzima le es (il para hidrolizar al triglicérido y
generar acidos grasos y glicero! para su crecimiento.

Los datos experimentales del consumo sustrato corresponden a la materia
hidrofébica del medio de culivo, 1a cual es extraida con cloroforme, por tanto,
los datos de sustrato son, entre otros, 1os correspondientes al aceite de oliva
4 acidos grasos.

Existe 1a hipdtesis de que la enzima podria hidrolizar tode el triglicérido, en
un periodo-similar en donde la produccidn de lipasa elcanza su maximo, Yy
posteriormente esta enzima ser asimilada por la levadura.

7.3.8.4. Simulacion del crecimiento de Yarrowia lipolytica 681

Los parémetros obtenidos de los diferentes modelos fueron utilizados en una
simulacion del erecimiento de Yarrowia lipolytica 661, empleando los
modelos logisticos de biomasae y sustrato, y el modelo de produccion de
lipasas, considerando en este G1timo una variable de destruccion é inhibicién
de 1a enzima.

69 —




Resultados y Discusidn__

La siguiente figura (Fig. 7.22) rmuestra la simulacidn de 1a produccidn de
enzima por Yarrowia lipolytica 681.

Simulacion del crecimiento de
Yarrowia lipolytica 681
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Las constantes involucradas en los modelos de produccién de enzima y de
inhibidor fueron calculados mediante ensayo y error de la generacién de datos
de las ecuaciones planteadas.

Las cinéticas obtenidas del crecimiento de Yarrowia lipolitice 681
corresponden a los datos experimentailes obtenidos. Los modelos describen el
comportamiento del crecimiento de esta levadura.

La produccidn de enzima tiene un cornportamiento poco comin @ otros
metabolitos micrebianos, es importante sefialar que existe la presencia de un
inhibidor de la enzima, el cual depende del crecimiento celular.

En el ensayo de actividad lipolitica el extracto enzimético fué diluido 1o cual
en términos de concentracion podria dejar libre una determinada
concentracidn de enzima y esta centidad podria presentar actividad. La
inhibicion de 1a enzima podria ser reversible o irreversible, 1o cual podria
determinarse mediante la dialisis de las extractos enzimaticos con g sin la
presencia de &cido oleico.

Es necesario realizar un estudic mas profundo sobre 10s mecanismos de
produccion de lipasas por este microorganismo y proponer otros modelos
relacionados a ta inhibicidn de 1a enzima gque seguramente ocurren durante el

crecimiento.
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7.3.9. Conclusiones

El medio inicial 6 medio base, con 1a adicion de tween 80, resultd en ser un
medio que aumenta la produccidn de lipasas extracelulares. Las lipasas, las
cuales siempre fueron medidas del medio de cultivo, estan asociadas a la
membiana celular de Yarrowia lipolutica 681, 1as 1ipasas son liberadas al
medio mediante una accion detergente del tween 80. La produccion de lipasas
no esta asociada completamente al crecimiento celular, ya que incrementos en
la concentracidn de urea y aceite de oliva aumentaron 1a coencentracidn de
biemasa pero no 1a concentracidn de enzima.

La morfologia de 1a levadura y & concentracién de oxigane en el medio de
cultivo parecen ser importantes en la produccidn de enzima. La formacidn de
pseudamicelio, asi como bajas concentraciones de oxigens mostraron
incrementos en la formacion de lipasas.

La temperatura y el pH inicial juegan un papel importante en 1a produccion de
enzima. E1 manipular el pH U 1a temperatura durante el crecimiento del
microorganizmo podria genersr importantes resultados en el estudic de la
sintests y estabilidad de 1a enzima "in vive™.

Existen diferencias en la estabilidad de 1a enzima dependiendo del tipo de
reactor utilizado. La estabilidad de la enzima "in viva" en matraces agitados
es mayor a ia producidea en condiciones de pH controladas. En matraces
agitados se encontrd actividad durante un lapsc de 24 g 66 horas, 1a
estabilidad de 1a enzima en un reactor con condiciones de pH, agitacién y
aireacion controladas fue por un periodo de S a 23 horas, estas diferencias en
estabilidad pueden deberse a esfuerzos cortantes y aireacion de cada reactor.

Le presencia de inhibidores, como lo son Acidos grasos, afectan la actividad
lipolitica. Estos efectos inhibitorics pueden ser controlados por la adicién de
sales, "quelantes” de 1os acidos grasos. La cuantificacitn de &cidos grasos
durante el crecimiento de 1a tevadura podria mostrar resultados interesantes
sobre el comportamiento de 1a sintesis de lipasas.
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7.4. Comportamiento de Yorrowia lipolytica 681 en soporte solido

La Amberlita IRA-900 fué usads, previamente, coma soporte s6lide en el
crecimiento de A niger {Auria et. al., 19G0), Con bace a los resuliados
obtenidos por Auria et. al, Yarrowia Vipolytica 631 fue crecida en Amberiita
(R&-300 (Rhim y Haas, 1954).

Esta resina fué seieccionada con base en sus caracteristicas fisicas de
retencidn de agua, tamafio de particula, estabitidad a diferentes pH 4 denzidad.
Ademés, dicha resina o es biadegradable, no presenta inhibidores del
crecimisnto y suestructura fisica no es modificada durante el crecimiento
{Auria et. al | enprensa-a) La Ambarlits IRA-200 presenta algunas
desvenlajas ya que esia resina esta basicamente Tormada por radicales
arnofin jo: ales representan una dificuitad ante algunas pruebas comunes de
cusntiticacion de Diomasa como Lowery, uy, Azul de Coomassie, Biuret y
Kjeldahl, asi como desventajas por ta retencidn de proteina debido 8 sus
caracierigticas de intercambiador {dnice.

En esta iltims parte del trabajo los objetivas fueron Yog siguiantes:
-Proponer un matodo de extraccian da 13 lipasa, debido a sus propiedades de
intercambiador ignico de 1a amberlita IRA-20
~Froponer un metodo de extraccion de Ja biomasa, dadgas 1os problemas que
representa el cuantinicar el crecumiento en soportes solides,

-Froducir tipasas medianie el crecimiento de Yarrowia lipolitica 561 sobre
lg amberiita IRA-900 con el medio de cultivo "oplimizada” anteriormenta,
bajo las condiciones de temperatuira y pH inicial mas favorables
-Comparar algunas caracteristicas de las lipasas, producidas por medios
Vowido y sdlido, en o1 aisterms de cuantificacidn de actividad lipalitica
propuestn,

7.4.1. Extraccidn de 1a enzima del soporie séiido.

La Amberiiia IRA-S00 a3 una resing de intercambio anidnice. De acuerdo a
sus caracierizticas de intercambiador idnico se demostrd gue dicha resing
adearhe a las lipas i aotras proteinas comn seroalbuimina de bovinos.

Para demostrar ta adzaorcién de 1a lipasa en la resina se realizd 1o siguiente:
Weinticineo gramns de amberlits seca Tueron puesios en contacto con 75 co
de una colucion de Yinaes con una actividad de 3.46 + 0.005 w/nc. La mezcla fué
agitada a una temperatura de 25 °C por un periodo de 15 horas. La actividad

final del sobrenadanie fue de 0.054 ulce.

La resina adsorbid el 997 de 1a enzima, 1a cantidad de enzima retenida en el
zoporie fue de 15.2 ufg de soporte seco.

Fosteriormante, 1a resina, con actividad Uipalitica, fue puesta en contacto
con diferentes solucionss con el fin de extrasr a la anzima cambiands 2] pH de
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la resina.

La resina fué tratada en un rango de pH de 2.5 8 11.5, los "buffer” utilizados
fueron de citratos, tris~malaios,tris y carbonatos en concentracién 0.2M. Un
control con agua destilada fus tambign utilizado. Mo se detectd actividad
lipniitica en los extractos obtenidos de los tratamientos anterores. En |,
carnbio, 31 se observyd actividad enzimétice en el soporte hirmedy siends esta
de 7.9 u/g de soparie seco, aproximadamente, 1 SOF de la actividad retenida
en la mezcla inicial. Lo anterior, pasiblemente, se debid a que 21 otro S0 de
ta enzima tuvo bloquedes sus sitios activos cuando 1g lipasa estuvo adherids &
la amberlita IRA-900.

Un tratamiente con una solucidn de 10X de Mall (0.27 gde HaCl/g de soporie
cecol permitio recuperar ol 46% de le enzima adherida, inicialmente, o 1a
resing La extracoian anierior se realizo en uh 1apsa de 2 horas con una
temperatura de 25 0.

Considerando que la enzima pudo sar extraida con MatCl se prosiguid con o
siguiente:

£l soparte fug tratado con ung solucidn de MaCl tal que existio una relacidn
de 0.245 g de MaCl/q de soporte seco, en la solucion de extraccidn. Dicha
tratamiento permitio 2l intercambio de ta enzima por jones cloruras entre el
soporie y el medio Hguida,

La siguiente figura (Fig. 7.23) muestira el efecto dei Nall en g extraccidn
de la enzima.

Efectc del MaCl en 1a extraccidn de la enzima
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Lalipasa adherida a ls regina fué extraida mediante yna solucitn saling de
NaCl manteniendo una relacidn minima de 0.2 g de NaCl/g de soporte seco. La
lipasa no Tue removida totalmente del soporte! posiblemente, se necesite un
tiempo de extraccion mayor, o bien realizar el tratamiento @ diterentes
temperaturas, un estudio mas profundo en 1a relecién lipasa-saporte podria
generar mejorss rendimientos en la extraceidn,

7.4.2. Cuantificacion de la biemasa.

La cuantificacian de wmass, come medids del crecimiento de 1a levadura en
soporte solido, resultd ditici] de valorar por métodos comunes debido a la
presencia de Ia resina en el medio y & 1a composicién quimica de esta.

La biomasa Tué cuantificads mediante la separacion de fas células pos
diferencia de denzidades mediante el siguiente procedimiento:

Las células en el saporie Tueran separadas por agitacidn y suspendidas en
una sotucidn izotdnica de NaCl Posteriormente, 1a mezcla soporie-células fué
centrifugads y separada por densidad (1a densidad del soporte es ligeramente
mayor @ lg de las cilulas, ver caracierisiicas de la ambertita IRA-900), el
agua excedente fu eliminada y e agregd una solucidn de glicernl al 0%, £
efecto de Ta solucion de glicernl fue aumentar la densidad de 1as cilulas y
formar tres fases. Las células se depositaran en el Tondo del tuoo de
centrituga seguido de Ta solucidn de glicerol o amberiita. La amberlita-1RA
900 fue entonces tacilmente separada. Fosteriormente a2 reglizaron lavados
de 1a bioinasa con atucidn isatdnica de Mall al 13 con gl propasito de
eliminar e glicercl. Las celulas fTuaran Tinalmente cuantiticadas por pasn
seco g AO *C durante un perfodo de 24 horas.

& continuacidn se rouestra una curva petrin (Fig. 7.24) de 1a relacidn
celulas-soporte tratadas con glicerol y celulas-soporie sin tratamiento.

La curve patron fud aeleborads con cantidades de biomasa conocida y
posteriormente mezciada con el soporte, realizands e tratamianto arriba
rmencionado.
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‘Relacidn de Ta biomasa con y sin
tratamiento con glicerol
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Larelacion de 1a biomasa tratada con glicers! y la biomasa control sigue una
relacion no lineal. Lo anteriar, positlemente, es debide g los lavados a que e
somete g 13 biomasa tratads con glicerol, To cual resulia en una pérdida
significativa (n.z.=0.5) d= hiomasa.

7.4.3. Cinética de crecimiento y produccion de enzima de Yarrowia
iipolytica 681 sobre amberlita IRA-900.

Yarrowia lipalytica 681 fué crecida sobre 2] seporte en columnas
empacedas. £] medic de cultivo fue el medio base inicial corn 1a presencia de
tyeeen 50 @l 0.05%, el medio ds cultivo fue ligeramente emulsificado para
dispersar el aceite de oliva y realizer un mezclado homogeneo con el soporte.

Se realizo un andlisis destructivo de cada columnsg para determinar la
cantidad de enzima Y biomasa , el pH 4 1@ hurmedad durante el crecimiento de
ia levadura.
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La cinética de crecimiento de Yarrowia Ipalitica sobre Amberiita IRA-900
fue la siguiente (Fig. 7.25):

Cinética de Yarrowia lipolytica 681
sobre Amberlita IRA-900
—e— Actividad (u/g soporte seca) —s— Humedad ()
e Bomasa {mg/g soporte seco) —e—pH
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La actividad lipolitica maxirna producids fue de 2.5 u/g de soporte seco enun
tiempo de aproximadament2 45 horas.

La actividad iipoiflice maxima en ambas tipos de medios, Tiquido y s8lido,
Tué encontrada en un pericdo de Tas 24 & 48 horas de crecimisnto.

Pasteriormenta, Varrowia Yipalgtics 631 fué crecida en un sistema de
cultive en solido donde fue posible capturar dates de 002, temperaturs, pH Yy
caida de pregicn, en linea. Esie sisterma permitid determinar, indirectamente,
2} tiempo donde se existio 1a mayor actividad metabdlics del microorganismo
bajo las condiciones de cultivo 4a conoeidas.

Las siguientes gralicas (Figs. 7.26, 7.27) muestran 1a evolucidn del CO2, el
pH y 13 caida de precidn 2n el sistema de cultivo mencionade anteriarmente.
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La siguiente figura (Fig. 7.28) muestra 1a relacion lineal de la caida de
presién en la columna con la produccién de £02 durante la fase exponencial del
crecimiento.

Relacidn de ia produccion de CO2 con la
caida de presion durante la fase exponencial
Y= -0021571 + 0.053044% B= 0.9936
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La produccidn de CO2, come medida indirecta de 1a biemasa, estle asociada s
Tos cambins en la temperatura, pH 4 caide de presidn dentro de la columna.

Se observa un cambio en el pH an el periodo en el cual existe mayor actividad
melabdlice por parte de e levadurs. La medida de pH s de un espacio donde
interviensn una fase salida {amberlita IRA-90G0), una liquida {medio de
cultiva) y uns gaseocsa {aire saturade). Esta medida, aungue extrafia &l
cancepio de pH en fase acugsa indica un cambio en el crecimiento, asocigdo g
otras variables. E1 pH encontrado al hacer un andlisis destructivo de Ia
rouestra fue de 6.1 al inicio yde 5.9 al final del crecimiento, E pH observado
en linea &s suparior al abservado en =i andlisis

La caida de presidn es un método, indirecio de la biomasa, utilizado por
Auria et al, {en prensa-bl para shservar el cracirniento de Asperaillus niger
sobre sopories sélidos. La caida de presidn 25 una medida de la resistencia del
techo al flujo de aire. La resistencia es propacional & 1a farmacidn de micelio
intraparticula de Azpergilius niger. Eneste avperiments se abserve una
relacidn entre la produccidn de CO2 y 13 caida de presidn por el crecimienio de
Yarrowia lipolytica £81. Ls caida de presidn por el crecimiznto de 1a levadura
as mucha menor &) abservado en 4. niger. Yarrawia lipoiytica 681 crece en
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forma de pseudomicelio, el cual es-mas corto en comparacion al micalin del
hongo. Posiblemente, esta seala causa por la que se abservd una caidg de
presidn menor a 1a presentads por A. niger.

Los datos obtenidas por el andlisis destructive de la muestra (primer
sistema) y los capturados en 1inea dermuaestiran una actividad metabodlica enun
periodo de 18 a 36 horas de cultivo. La actividad enzimética fué observada en
ese mismo perioda.

Los resultados obtenidos demuestiran que Yarrawia lipolytica 681 crecid
sobre un soporte sdlido y Tue posible extraer lipasas del medio de cultivo.

7.4.4. Comparacion de las lipasas obtenida en medios liguido y
sdlido

Alazard y Raimbault (196 1) realizaron un estudio comparativa de 1a
produccidn de amilasas en cultivos liquido y sdlido mediante el crecimiento
de A niger En ese estudio ervd un inererenta en 1a canstante de
alinidad, asi como ura mayor termoestabilidad de o enzima producida par
cultive zolido. Alazard y Raimbault (193 1) asumen gue s diferencias
significativas entre ambas enzimas, producidas en diferentes medios, estan
gsocigdas & 1as condiciones de ciliiva

Ramesh y Lonsane (19917 demuesiran gue ia produccion de amilasas
medianie el cracimiento de Gacillus lichenifonmis M27 gnocultivo sumergido
gs reprirmida por la formacidn de productas finales de 1a hidrdlisis del
sustrato donde actug 13 enzima. La regulacion por productas Tinales en este
microorganismo a3 minitrizada cuando Bacillus Hohenifarmis M27 es crecido
en sélido. Eate efecio no represivo pueds deberse al lenta g baio proceso de
difusion dethde 3 13 p3js activioad de agua, asi como 3 18 ausencia de

e obs

agitacion durante al crecimisntio sobie "1 lidos.
Las condiciones de cuitivo en que Tud crecida Yarrowia lipoiylica 681
influgan en su produccian de Hpasas.

A continuacién s= muestran algunas
cuales Tueron obtenidas por orecimis
cultive de Yarrowia lipolitica 051

. caracteristicas de las lipasas, las
ntooen Tiquido y s41ido mediante el

7.4.4.3. Cinético de Michaelis-Menten en las lipasas obtenidas por
cultivos tiguido y sdlido.

Kawase et. al. {19901} demuestra que ta modificacidn de 1 6 2 aminodcidos
residuales, en la lipasa de Pseudomonas sp. KWi-536, con Lelraminometano
hace cambiar los parametros cingéticos de ta actividad lipolitica hacia un
mismo sustrato, con respecto a la enzima nativa, En 1989, Kawase et al,
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repoita que la madificacion de las aminodcidos terminsles de 1a lipasa de
Cendids cylindracea resutta en un cambio en las constantes de afinidad y
velocidad de reaccion de la enzima.

Le siguiente grafica (Fig. 7.29) muestra e) efecto de la tributirina an 1a
velocidad de reaccidn de fa enzima.

Cinélica de Michaelis-Menlen
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Las cinéticas de Michaelis-Menten de ambas lipasas fueron transformadas &
ecuaciones lineales (Fig. 7.30) para determinar 1as consiantes de saturacion
de ambos tipes de enzima.
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Comparacion entre los parametros cataliticos de las dos enzimas

. OSustrato/actividad (sélido} OSustrata / actividad (liquido)
-2
< L g
3 ; o =
25 Pl
/
o e /
g -
s o
L o
B : /'@a”
03 o7
ol
-05 / —— . . . -

-3 a b} 10 15 20 25 30
Sustrato fmg de tributirinalec)

La constante de Michaelis-Menten de la enzirma producida por via liquida fue
de 0.48 mg ce y de 0.72 mg/ec para la en2ima producida por cultivo solido. El
andlisis estadistico muestra que no existen diferenciss significativas entre
la Kim de estas enzitas a un nivel de significancia de 0.05, pero si hubo
diferencigs significativas entre Tos niveles de C.45 g 0.50 Lo anterior imolica
el tener 8] 30K de probabilidad de gque existan diferencias entre ambos Kim,
esto es similara ganar o perder an un voladao.

7.4.4.2 Efecto de! pH en las lipasos obtenidas por cultives ligquido y
solido

plakahara ot al (1937} ruestran el efecto de 18 N-acilacion del aminoacids
recidual de 'a enzima lipoxigenasa. Los efectos sobre este enzima
determinaron una menar astabilidad de diche enzima a pH altos debido &l
cambio en su puntn isoeléctrico. Tarnbién s observd un decremento en la
constante de afinidad 4 &en 1o termoestabilidad de la enzima modificads.

La actividsd de ambas lipesss, abtenidas por diterentes medios, fué
obgervada enh un rango de pH de 5.5 8 9.0 en el medio de reaccidn anteriorments
establecido. ET pH fué ajustado con buffer tris-malatos 0.2M.
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Enta :lgiente figura (Fig. 7.31) ce compara ia estamhdad de las Hpaaas,

; obtemda° pcr dnerenteo cultwos a diferentes pH.

Efecto del pH
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La actividad lipalitica del cultivo en liguido decrece por arriba de un pH de
2, contrario @ la actividad que presenta 2] extracto enzimético del cultivo en
sélido. Tal efecto, posibiemente, se deha a uh cambio en el punto isoeléctrico
de 1a enzima debido a un cambio en Ta estructura y/o compomcwn de la

gnzima, tal como fo ha nbeervado por Makahara et. al. (1987).
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7.4.43. Efecto de 1a temperatura en las lipasas obtenidas por-
cultivos tiquido y solido

La actividad de ambas Hpasas Tué abservada en un rango de temperatura de O
4 45 °C ({Fig. 7.32).

Efecto de la temperatura
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El extracto enzimaticn obtenido por cullivo sélido presento dos maximos de
aclividad; uno & 10 °C gy atro a 37 °C. Posiblemente debido a Ta presencia de
dos tipos de lipasa. E) extracto enziméatico producido por cultivo en salido
nresentd un makime o =27 °C

Se nhaeryo el efecto del MeC] sobre 18 actividad lipolitica. E} extracto
enzimético del cultivo an sdlido contiene una concentracion de Nall superior
al del cultivo en liquideo, debido &l método de exiraccion usado

El exiracto enziméatico del cultivo en Tiguido fué 1levado & ung concentracion
dei 8% de NaCi. La aclividad en esa solucidn se vid afectada por e sal debido,
posiblemente, al incremanto en Ta Tusrzs idnica del medio de reaccion como ya
se ha echo notar. Aln con el efecto del MaCl sobre la enzima se observaron das
puntos marimaos de actividad en el extracto del cultive en liquido.

El MaCl no tiene otro efecto sobre la enzima mas que 2n 1a actividad, La
diferencia que exisie entre ambos extractes enziméticos, en cusnto a la
posibilidad de dos tipos de lipaga en uno y salo un tipo de ehzima en el otro, se
debe, tal wez, g una forma de represidn de la sintesis de una enzima en el

o
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microorganisme durante 1s produccidén de lipasas por cultivo sdlido.

7.4.4.4. Productividad

El métodn de crecimiento de microorganismas sobre sopertes sélidos
biodegradables ha ¢ido una alternativa econfrnica a reducir los costos de
produccidn y/o extraccidn de enzimas para uso industivial.

Raimbaull (1968) hace una revisidn sobre las ventajas y tipo de enzimas que
pudigran producirse por ests tips de cultive. Shahet. al. (1991} y, Ramesh y
Lansane (1291) realizan un estudio sobre la factibilidad econdmica de
producir amilasas por cultive en 3alido. Este estudio demuestra ser 500 veces
mas rentable 1a produccion de amilasas por cultivo sdlide que par cultivo
surnergido,

En el casa de la produccidn de Vipasas Rivera—Hufinz et al. (1921} hace crecer
Peniciltium candidurnm en salvado de trigo mediante el cullive en tiguido y en
soiido. La produccidn de lipasas Tue dos veces superior cuandg &)
microcirganima crecid sobre &1 soporte sdlido.

La siguiente tabla muestra atgune datos de produccidn de Yipasas por
Yarrowia lipolytica 681 en tres medies de cultivo

Tabla 7.16 Productividad de los medios de cultivo liquido y sélido

Medio de cultivo | actividad | Densidad “olumend Yolurmen | Relacion
g code [de de volireactor/
rednior reactar | trabajo (voltrabajo

fon) {cc)

Liguido 345 ufce | 105 géce 250 100 25

Solido A 1.88 u/g 047 g a7 205 22

soporte soporte
hirmedo hirmedo/co
Salido B 527 uég u.43s g 47 208 22
soparte soporie
himedo himedo/ e
Medio de cultivo | Actividad®volumen | Actividad/volumen { Actividad/volumen
da irabajo,(u) de reactor (u/cc)  |de medio de
cultivo liguido
{4/ cch

Liquida 345.0 138.0 2.45

Sélido A 17.5 19.3 3.29

SOlido B 46.5 515 B.76
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Tabla 7.17 Caracteristicas de los medios de cultive liquido, s6lide
A ysdlido B

Medio de cultive | Composicion del medio de cultivo

Liguido 100ce de medic de cutiivo en matraces de 230ce de
volumen.
Sdlido A 12.9cc de medio de cultivo g 5.0 g de soporte seco en

columnas con Succ de voliman. En g medio agua-
soportie se considera que 1o concentracian de rmedio ge
ultivo se diluge por efecto del soporle O.d veces,

w)
=]

- o

olurmnas con SOcc de valum2h, En 2ste medio agula-
soparte no se considera que 1o concentracicn dz medio de
cuttivo se dituye por efecto del zoporie, es decir, la
concentracion de nutrienies 2n el medio de cultivo
liquido es 0.6 veces mayor al medio de cultiva Jiguido
empleado en “S6lido A7y en 8] medio “Liquida”.

C
lido B 12.8cc de medio de cultivo Yy 5.6 g de soporte seco en
C

tos rendimientos de lipasa, por volumen de trabajo g reactar, en rnedic
Tguido fueron mejores & los obtenidos & los respectivas en medio solido.

Log rendimientos por volumen de medio de cultivo & medios 28idos son
similares y hasta mejores a los obtenidos en medio 1iguido, esto es, la
concentracign de enzima por vofumen liguide utilizado en medies solidog es
mayor al medio liquido. Existe una importante desventaja por parte de las
rmedins =dlidos, esta as que, o] volumen acuoso no 28 encuentra Yibre del
soporte y habria que extraerio con alquna solucion saling, 1o cual implica
diluir ia enzirma y por tanta bajar 108 rendimientos por unidad de wolumen.

Los medios s0lidos Lendrian Ja venlajae de inmoebilizar a 1a Hpasa Y mantener
sus rendimientas,

Un aumento e la concentracidn de nutrientes por grame de soporte seco
resutta enun in e g sctividad lipolitica, este efecto no fué

L pp—
3
o
o 3
=
=
—
.

7.45. Conciusiongs

Yarrowia Hipolytica 681 Tue capaz de crecer sobre un saporte sdiidoy
producir lipasas. La produceidn de enzima, en cultive salido, se realiza en las
primeras horas del crecimiento de la levadura similar al crecimiento en
cultivo tquido en condiciones de pH controladas. En ambos tipos de cultivo 1a
aireacion fue mayor a la de matraces agitados.

La lipasa producida por Yarrewia 1ipolytics 551 es adsorbida por la
Ambertita IRA-900, 10 cual presenta desventajas en su recuperacion, aungue
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pueden existir alternativas como 12 inmabilizacidn "in vive' de esta enzima, a
su vez esta alternativa puede ser aplicable al cultivo en liguide.

Yarrowia lipolitica 681 produce lipasas con caracieristicas diterentes
cuando es crecida an diferenies medios de cultive. E] metabolismo microbiano
cambia ante su ambienta. Resultados como gstos han sido hallados en otros
microcrganismos, 1o cual apoya ta idea de buscar otras alternativas de cultive
donde puedan encontrarse bensficios para el uso humano.
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8. Conclusiones

El crecimisnta de microorganisros scbre diferentes medios de cultivo es
afectado por las condiciones de estos medios. Efectos sobre 1a afinidad por un
sustrato U, en el range de pH Y temperatura de actividad de 1as lipasas de
Yarrowis lipolytica R8T fueron abservados par 8] hecho de crecer, a 234
levadura, enmedics 1iquido Yy sdlido.

La cuantivicacidn de las Tipasas g3 sensible a cambios Misico-quimicos en las
condiciones del sistema de enzayo. Esta sensibilidad de 1as Jipasas 3 eens
cambios Y a cambios astructurales que les confieren diferante
comportamiento cinético por crecer en diferentes medios, pasiblemente, no ha
permitido normalizar un sistema de ensayo generat aue perrita cuantificar y
comparar lipasas de difprentes microorganismog. ET sistema de ensayo
propuesto en esta tesis, como otros muchos, fue sensible, repetitiva y
comparativo con sus e SDEE Livas 1imitaci

El medio de cultivo propuesto permite e crecimisnto de Yarrawia Hipelytica
y ia produccion de enzima. En este medio se conocen los elementos que 1o
COMpatiEn, por 10 que Tug iy es factible realizar un estudio zobre los
principales elementos que afectan la producion de lipasas.

Las resultados de ia tesis han generado interés sobre g rmodelamientin de la
prodguccion de lipasas por 8l crecimientn de microsrganismos sobre sustratos
insolubles. Estudics sobre este tema podrian dar & conocer &) comportamiento
de la sintesis, represidn @ inhibicidn de estas enzimas. Otro tema de interés
podria zer la inmobilizacidn de Hpasas "in sity” por cultive Yiguide y s4lido, 1o
cual ofreceria, a parte de las ventajas da 1a inmabilizacién, wentajas en al

evitar 1o separacion de la encima gl madio de cuttivo

La producidn de hp sag en medio $olido es factible, pero 1as ventajas en
productividad de ezta enzirma en medio Yiguido hacen que no puedan competir
por ahma decdp L punfu du wMu BC anurmtn E] v‘l'm"n:- snbre -snpnrtrw qc’uhdo:

o

recmdmd g unn esper anZa en Pi tr .1‘armem_u de deoeum or gann_,os.

La aclividad Hpglitica ez inhibida por productos de 1a hidrdlisis de
triglicéridos. La baja estabilidad de 1a enzima en 2] medic-de cultive, en
condicionas controladas, se debe, posiblemente, o 1o presencis de cidos
grasos. La velocided de hidrélisis del sustrato, posiblemente, es mayar & la
velocided de cansumn de 10s acidos grasos por la 1evadura, esto es, exisie una
acumulacidn del inhibidor en 21 medio.
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