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Introduccion

CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES DE ENZIMAS.

La aplicacion de enzimas en la industria constituye, sin duda, una de las dreas de
mayor impacto en la Biotecnologia. La especificidad, eficiencia, condiciones de operacion
y la gran variedad de reacciones en que intervienen, constituyen el atractivo de las
enzimas para su uso en procesos industriales.

Su alta especificidad trae como resultado la sintesis de grandes volimenes de
compuestos con una generacion minima de subproductos. Sus condiciones de operacion
media de pH, temperatura y presion permiten una reducciéon potencial del gasto de
energia, disminuyendo considerablemente los costos en los procesos (Posorske, 1984).
La gran variedad de reacciones que catalizan hacen posible su aplicacion en diversas
areas, como la de alimentos, quimica, farmacéutica, textil, curtiduria, papelera y
contaminacion ambiental.

En la industria alimentaria el uso de enzimas se remonta a épocas prehistoricas
Nuestros antepasados, aunque ignorando los procesos y practicando un arte mas que una
ciencia, han explotado las enzimas en actividades como la elaboracién de la cerveza, vino,
pan, modificacién y preservacion de alimentos (queso, vinagre, salsa de soya). Se podria
decir que ha existido un tipo de simbiosis entre la industria de alimentos y la enzimologia,
ya que los alimentos ofrecieron un punto de inicio a la enzimologia aplicada.

El descubrimiento de Biichner de que el filtrado de extracto de levadura podia
catalizar una fermentacién, permitio que las enzimas fueran estudiadas in vitro y facilitd
su purificacion, analisis y estudios cinéticos (Chaplin y Bucke, 1990). Posteriormente un
sinnimero de investigaciones con fines especificos se han realizado, habiéndose logrado
un gran avance en la aplicacion practica de estos conocimientos, beneficiando
significativamente a la tecnologia de alimentos en el presente. Ademas, se ha facilitado el
desarrollo y elaboracién de una gran variedad de productos, mejorando su calidad y
alargando el periodo de vida de anaquel.

Se estima que existen 25000 diferentes enzimas y de éstas solo 2100 han sido
reconocidas por la Unién Internacional de Bioquimica y se han clasificado dentro de 6
clases de acuerdo a la reaccion que catalizan (Neidleman, [986): como se muestra en la
Tabla 1.

El mercado mundial de las enzimas se ha estimado en un valor de 625 millones de
dolares al afio. Cerca del 62% de las enzimas producidas encuentran su aplicacion en
alimentos, 33% dentro de detergentes y 5% en textiles. Aproximadamente el 80% de las
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enzimas producidas a nivel industrial son hidroliticas y, de éstas, 60% son proteasas, 30%
carbohidrasas, 3% lipasas y ¢l resto enzimas especiales (Dziezak, 1991)

TABLA 1. Clases de enzimas

CLASE FUNCION NUMERO
RECONOCIDO
Hidrolasas Hidrolisis de enlaces C-C, C-N, C-O 490
Oxireductasas | Oxigenacion o adicién de un atomo 537
de hidrogeno
Isomerasas {somerizaciones, racemizaciones 98
Transferasas | Transferencia de grupos acil, aziicar 559

fosforil, metil, aldehidico, cetonico o
sulfuro de una molécula a otra

Liasas Adicion o formacion de C=C, C=0, 231
C=N
Ligasas Formacion de enlaces C-C, C-0, C-N 83
con ATP u otros nucledsidos-
trifosfatados

(Tomado de Neidleman, 1986)

Son varias las aplicaciones de las enzimas en el drea de alimentos (Adler-Nissen
1987; Dziezak, 1991; Fellows, 1988; Lopez -Mungia, 1986; Neidelman, 1991; Penet
1991; Holsiger y Kligerman 1991; Posorke, 1984 ). Las mas importantes son:

* En la industria de edulcorantes, para la produccion de jarabes fructosados. Et
proceso involucra el uso de amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa y glucosa isomerasa.

* En la industria lictea, para la modificacidén y elaboracion de leches, quesos,
cremas, empleando proteasas, lactasas y lipasas.

* En la industria cervecera, para la produccidn y clarificacion de cerveza con
amilasas, celulasas, beta-glucanasas y proteasas.

* En la industria de bebidas, pectinasas para la clarificacion de jugos de fruta y
vinos .

* En la panaderia se emplean alfa y beta-amilasas, asi como proteasas, para
mejorar la calidad de los productos de panaderia, en hidrolisis parcial del gluten y
retardar el envejecimiento de la harina. Otras enzimas usadas son amiloglucosidasas,
glucanasas, fitasas, y lipo-oxigenasas.

* En la produccion de aminoacidos, procedimiento el cual demuestra la
superioridad de la catilisis enzimitica sobre la quimica, se emplean enzimas como
aminoacilasas, aspartasas, fumarasas, triptofanasas, tirosinasas etc,
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Esta breve revision demuestra el impacto de las enzimas en el sector alimentario.
Mucho del futuro de la Biotecnologia de alimentos puede depender del aprovechamiento
racional de las enzimas. Las aplicaciones en el procesamiento de los alimentos pueden
extenderse enormemente y revolucionar la produccién de alimentos, ahora alin mas con el
auxilio de la herramienta que constituyc la tecnologia de DNA recombinante y Ia
ingenieria de proteinas.

El mayor problema que limita el desarrollo de la tecnologia enzimdtica es la baja
disponibilidad de las enzimas para aplicaciones en gran escala. Solamente ¢l 10% del total
de enzimas conocidas estan disponibles comercialmente (Demain, 1990). De ahi que gran
parte de los esfuerzos de la investigacion en la actualidad estan orientados a mejorar las
condiciones de produccion de estas macromoléculas. Este esfuerzo implica Ia bisqueda
de nuevas fuentes de enzimas, el analisis de los factores ambientales y nutricionales que
inciden sobre su produccidn, el mejoramiento genético tradicional y las técnicas de
clonacién molecular.

FUENTES DE ENZIMA:

Las enzimas son extraidas de todo tipo de organismos vivos, sean plantas
animales o microorganismos. Durante la década pasada se diversifico e incremento el uso
de enzimas de origen microbiano para aplicaciones en las cuales tradicionalmente se
empleaban enzimas de plantas y animales. De los cientos de enzimas que estin siendo
usadas industrialmente mas de la mitad son de hongos y levaduras y mas de la tercera
parte son de bacterias, el 3% de animales y del 1 - 4% de plantas (Chaplin y Bucke, 1990)

Las razones por las cuales se prefiere el uso de células microbianas como fuente
de enzimas obedece a que ellas ofrecen ciertas ventajas como:

a) Las fermentaciones resultan relativamante econdmicas en gran escala debido a
que presentan ciclos cortos de fermentacion en medios de produccion de bajo costo.

b) Los cantidades de enzimas son predecibles y controlables.
c) El abastecimiento es seguro y la composicion es constante y ordenada.

d) Los procedimientos de aislamiento de nuevas cepas son simples, por lo que
cientos de cultivos pueden ser examinados en un tiempo razonablemente corto

¢) Especies distintas producen enzimas diferentes que catalizan la misma reaccion.

Esta versatilidad explica el hecho que enzimas clasicas sean reemplazadas por
otras que ofrecen mejores condiciones de operacion.
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En la Tabla 2 se presenta algunas enzimas, su aplicacion industrial y su fuente de
obtencidn. En la practica la gran mayoria de enzimas microbianas proceden de un niimero
limitado de géneros por la necesidad de contar con organismos conocidos como seguros
(GRAS). La variedad de cepas usadas en la industria se ha incrementado por el empleo de
técnicas de mutacion y seleccion (Demain, 1990, Chaplin y Bucke, 1990).

TABLA 2. Algunas enzimas de importancia industrial y sus fuentes

ENZIMA FUENTE USO
ANIMALES
Lipasa Pancreas Alimentos
Renina Abomaso Queso
Tripsina Pancreas Curtiduria
PLANTAS
o amilasa Cebada malteada Cerveceria
B amilasa Cebada malteada Cerveceria
Bromelina Latex de pifia Cerveceria
Papaina Latex de papaya Carnes
BACTERIANAS
o amilasa Bacillus Almidén
3 amilasa Bacillus Almidon
Glucosa isomerasa | Bacillus, Streptomyces | Jarabes fructosados
Proteasas Bacillus Detergentes
FUNGALES
6-Amilasa Aspergillus Panaderia
Aminoacilasa Aspergillus Farmacéutica
Glucoamilasa Aspergillus, Rhizopus  { Almidén
Catalasa Aspergillus Alimentos
Celulasa Trichoderma Desechos
Dextranasa Penicillium Alimentos
Glucosa oxidasa Aspergillus Alimentos
Lactasa Aspergillus Leche
Lipasa Rhizopus Alimentos
Renina Mucor michei Queso
Pectinasa Aspergillus Bebidas
Proteasas Aspergillus Panaderia
LEVADURAS
Invertasa Saccharomyces Confiteria
Lactasa Kluyveromyces Leche
Lipasa Candida Alimentos

(Tomada de Chaplin y Bucke, 1990)
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1.2 LIPASAS:

Las glicerol éster hidrolasas (EC, 3.1.1.3) o lipasas se caracterizan por su
capacidad de catalizar la hidrolisis de enlaces éster en la interfase entre el sustrato
insoluble y la fase acuosa, en la cual la enzima es soluble. Asi, las lipasas catalizan
preferencialmente la hidrolisis de triglicéridos, aunque pueden hacerlo con una gran
variedad de ésteres de acidos grasos. La longitud y la solubilidad de los acidos grasos que
sirven como sustrato distingue a las lipasas de otras esterasas, las cuales catalizan
hidrélisis de ésteres solubles {Macrae, 1983).

Triglicérido
Diglicérido + acido graso

Monoglicérido + acido graso

Glicerol + acido graso

Figura 1: Reaccion catalizada
por lipasa

(Tomada de Macrae, 1983)

La actividad de las lipasas depende del drea de contacto disponible, v es
usualmente medida sobre emulsiones con un exceso de superficie, comparando con la
cantidad de proteina enzimatica presente. No es posible interpretar la medicidn en la
misma forma que para enzimas que actdan sobre substratos solubles. El porcentaje de
hidrélisis puede acelerarse repentinamente ya que los monoglicéridos son uno de los
productos de reaccion y son también emulsificantes, de manera que queda disponible un
area de contacto mayor. El requerimiento de sustratos agregados, en forma de micelas o
particulas en emulsion, es importante para las lipasas, pues éstos proveen una interfase
para la catalisis.

Las lipasas, estan presentes universalmente. Son secretadas por bacterias, hongos,
plantas, animales o pancrecas humano y estin involucradas en procesos anabélicos
(Tombs, 1991). En el pasado, la mayoria de los estudios sobre su modo de accion han
sido dirigidos hacia las enzimas de los mamiferos, tales como la lipasa pancreética, lipasa
lipoproteica y fosfolipasa (Godtfredesen, 1990). Las lipasas de plantas no han tenido
muchas aplicaciones comerciales, pero, las lipasas microbianas y animales han sido usadas
extensivamente (Kilara, 1985)
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Los microorganismos productores de lipasa, que incluyen levaduras, mohos y
bacterias, estan ampliamente difundidos y han sido materia de varias revisiones
(Godtfredesen, 1990, Sugihara, et al., 1989, Vorderwiilbecke, et al.,, 1992). La Tabla 3
proporciona ejemplos de microorganismos productores de lipasas y la Tabla 4 presenta
las lipasas comianmente disponibles industrialmente y sus fabricantes.

TABLA 3. Microorganismos Productores de Lipasa

MICROORGANISMO

MICROORGANISMO

Absidia corymbifera
Absidia hyalospora
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter pseudoalcaligenes
Achromobacter sp.
Alcaligenes sp.

Alealigenes dinitrificans
Amylomyces rouxi
Arthrobacter sp.
Aspergillus awamori
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus japonicus
Aspergillies niger
Aspergillus oryzae

Bacillus cereus

Bacillus megaterium
Bacilluy stearothermophilus
Candida anlartica

Candida auricularia
Candida curvata

Candida cilindraceae
Candida deformans
Candida foliorum

Candida humicola
Candida lipolytica

Candida rugosa

Candida tsukubaensis
Chaetomiun thermophile
Chromobacteritum chocolatum
Chromobacterium viscosum
Corynebacterium acnes

Flavobacterium arborescens
Fusarium oxysporum
Fusarium solari
Geotrichum candidum
Humicula grisea

Humicula insulens
Humicula lamuginosa
Lactobacillus sp.
Leishmania donovani
Malbrancheae pulcella
Micrococcus freudenreichii
Mucor sp.

Mucor javanicus

Mucor lypolyficus

Mucor miehei

Mucor pusillus
Myxococcus xantus
Penicillium crustosum
Penicillium eyclopium
Penicillivm roquefortii
Phycomyces nitens

Pichia miso
Propionibacterium acnes
Propionibacterium granulosum
Proteus sp.

Pseudomonas sp.
Psendomonas aeruginosa
Psevdomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Psendomonas stutzeri
Rhizopus sp.




Continuacion de la TABLA 3
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MICROORGANISMO

MICROORGANISMO

Rhizopus arrhizus
Rhizopus chinensis
Rhizopus delemar
Rhizopus japonicus
Rhizopus microsporus
Rhizopus niveus
Rhizopus nodosus
Rhizopus oligosporus
Rhizopus oryzae
Rhodotorula minuta
Rhodotornla pilimonae
Saccharomyces fragilis

Saccharomycees lipolylica
Schizosaccharomyces pombe
Sporotrichum thermophile
Staphylococcus aurens
Staphylococcus carnosus
Streprococeus lactis
Strepromyces coelicolor
Streptomyces fradiae
Streptomyces panayensis
Talaromyces thermophilus
Thielavia mino

Torula thermophila

(Tomada de Godtfredesen, 1990)

Muchas de Ias lipasas conocidas han sido materia de purificacion y
caracterizacion, usualmente en relaciébn a su pH, estabilidad, actividad, temperatura y
posicion especifica en hidrolisis de trigliceridos y especificidad de acidos grasos ( Chen y
Mc@Gill, 1992; Gerhartz; 1990; Hegedus y Khachatourians, 1988; Iwai y Tsujisaka, 1974;
Muderhawa et al., 1985; Nahas, 1988; Odera et al., 1986; Yamaguchi, 1991)

Segun su especificidad las lipasas microbianas pueden ser divididas en dos grupos:

1) No especificas.- liberan acidos grasos de las tres posiciones del glicerol y por lo tanto
catalizan Ia hidrolisis completa de triglicéridos a acidos grasos libres y glicerol., aunque,
pueden aparecer como intermediarios 1, 2 (2, 3) diglicéridos o 1, 3 diglicéridos y
monoglicéridos.

2) Especificas.- liberan acidos grasos solamente de las posiciones 1 y 3 de glicerol. Con
estas lipasas el producto de reacctén son acidos grasos libres, 1, 2 (2, 3) diglicéridos y 2-
monoglicéridos, los cuales son inestables y por migracion acil dan 1, 3-diglicéridos y 1~
monoglicéridos, respectivamente (Macrae, 1983).

La especificidad es importante en relacion al uso industrial y analitico de las
lipasas y ha sido determinado para algunas lipasas en €l curso de su caracterizacion. Asi,
Aspergillus niger, Rhizopus delemar, Mucor miehei y Humicula lanuginosa parecen ser
fuentes atractivas de lipasas especificas 1,3, mientras que las lipasas producidas por
Geotrichum candidum 'y Penicillimm  cyclopium han mostrado ser inespecificas
posicionalmente. La lipasa de G. candidiun se ha encontrado preferencialmente adherida
a dcidos grasos insaturados en hidrolisis de triglicéridos, mientras que la de Fusarium
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oxysporum al parecer prefiere adherirse a acidos grasos saturados (Godtfredesen, 1990;
Park et al., 1988 ).

TABLA 4. Fuentes industriales de lipasas

MICROORGANISMO FABRICANTE
Achromobacier sp. Meito Sangyo
Alcaligenes sp. Meito
Arthrobacter sp. Sumitomi
Aspergillus niger Amano, Novo, Réhm,
Candida cylindraceae Amano, Enzyme Dev.Co,

Meito

Chromobacteriunt viscosum

Humicula lanuginosa
Mucor miehei

Phycomyees nitens
Psewdomonas sp.
Psendomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Rhizopus sp.

Rhizopus arrhizus

Rhizopus delemar

Rhizopus japonicus

Rhizopus niveus
Rhizopus oryzae

US Biochemicals,
Toyo Jozo,Amano, Novo

Amano, Gist, Réhm, Novo

Takeda

Amano

Amano

Amano

Serva, Nagase

Precibio (France)
Boehringer-Mannheim
Rapidase,Gist-Brocades
Chemical Dynamics,
Tanabe

Amano, Nagase
Osaka Saiken Lab
Amano

Amano

(Tomado de Godtfredesen, 1990)

Hasta hace unos diez afios las lipasas ocupaban sélo una pequefia parte del
mercado total de las enzimas, pero recientemente esta situacion ha empezado a cambiar
con [a identificacién de nuevas e importantes aplicaciones industriales en el irea de la
oleoquimica, en la industria de alimentos y bebidas, en la industria farmacéutica y en la
quimica, asi como en la hidrolisis de grasas (Linfield et al., 19843, Chen y Macgill, 1993),
para la sintesis de glicéridos (Ergan et al, 1988 ;Lanfieldb, 1984; Seinoy Uchibori, 1984; )
y procesamiento del aceite (y Bati et al., 1984; Koritala et al., 1987, Rattray, 1984; Park,
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1988 ) Sepln la literatura hay un incremento interesante en la aplicacion de lipasas en la
sintesis organica. En este campo las lipasas son ahora utilizadas experimentalmente para
la sintesis de ésteres quirales simples, para la sintesis y produccién de bloques quirales y
para la esterificacion regioselectiva de alcoholes polifuncionales (Miyazawa, 1992).

La aplicacion de lipasas como aditivos de detergentes para facilitar la remocion de
grasas en los procedimientos de lavado es hoy en dia la aplicacion que representa un
mayor volumen de uso. Por el nimero y diversidad de aplicaciones enunciadas, existen
expectativas de que en un {uturo proximo el mercado de enzimas lipoliticas adquirira

mayor importancia.

En la Tabla 5 se presentan las diferentes dreas de aplicacion industrial de las

lipasas microbianas

TABLA §. Areas de Aplicacion Industrial de las lipasas microbianas.

INDUSTRIA

EFECTO

PRODUCTO

Alimentos licteos

Panaderia

Bebidas

Condimentos
Complementos alimenticios
Céarnicos

Grasas y aceites

Quimica
Farmacéutica

Cosméticos
Peletera

Papelera
Limpieza

Hidrélisis de grasa de leche
Maduracién de queso
Modificacion de mantequitla
Mejora el sabor y prolonga la
vida media

Mcjora el aroma

Mejora la calidad
Transesterificacion
Desarroflo de sabor y
remocion de grasa
Transesterificacion

Hidrolisis

Enantioselectividad
Sintesis
Transesterificacion
Hidrolisis

Sintesis

Hidrolisis
Hidrolisis
Hidrolisis

Agentes saborizantes
Queso

Mantequilla

Productos de panaderia

Bebidas

Mayonesas, condimentos
Complementos alimenticios
Productos carnicos.

Mantequilla de cacao,
Margarina

Acidos grasos, glicerol,
Mono y diglicéridos.
Bloques quirales y quimicos
Quimicos

Lipidos especiales
Digestivos

Emulsificadores y agentes
humectantes

Productos de peleteria
Productos de papel
Removedores de limpieza y
agentes surfactantes

{Tomado de Godtfredesen, 1990)
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En alimentos el uso mis extendido de lipasas ha sido la modificacién de productos
lacteos para obtencion de saborizantes y Ia maduracion acelerada de quesos (Chen y
Chang, 1993; Arnold et al, 1974; Fox, 1993, Langrand et al.,, 1988 ). Sin embargo, el
proceso que probablemente tenga mayor trascendencia futura sea la interesterificacion de
grasas, que genera un cambio en las propiedades fisicas como consecuencia de la
alteracion en las proporciones de 4cidos grasos componentes de triglicéridos y de la
obtencién como producto de reaccion fracciones enriquecidas en cierto tipo de acidos
grasos. Se pueden usar lipasas microbianas en vez del sodio metélico para catalizar este
proceso. El producto de mayor mercado obtenido de esta manera es un substituto de
manteca de cacao, que funde a 379C, propiedad que es conferida por la presencia del
estearil, oleoil, estearil glicerol (SOS) y palmitoil, oleoil, estearil glicerol (POS) en la
grasa (Tombs, 1991 ). Estos triglicéridos son predominantes en la manteca de cacao. El
producto obtenide compite por su precio con el producto del cacao, que alcanza altos
precios. Las técnicas de inmovilizacién pueden contribuir a abaratar atn mas el proceso
(Kilara, 1985; Rucka y Turkiewicz,1990).

La caracterizacion de las propiedades tinicas de varias enzimas lipoliticas y el
reconocimiento del potencial de sabor de 1a grasa de leche, resultante de la composicion
caracteristica de dcidos grasos de cadena corta han conducido al desarrollo de numerosas
aplicaciones de lipdlisis controlada para generacion de sabor. Se ha usado crema
parcialmente hidrolizada por adicion de lipasas como fuente de dcidos grasos de cadena
corta para adicion a quesos. En éstos también se han empleado preparaciones crudas de
lipasas para intensificar el sabor (Tombs, 1991; Moskowitz y Noelck, 1986) mediante ¢l
incremento de los niveles de dcidos grasos libres. Se pueden citar como ejemplos los
casos de los quesos Feta, Samsur, Domiati y Cephaloytre Ras (Kilara, 1985). Numerosas
patentes involucran aplicaciones de varias enzimas lipoliticas. En la Tabla 6 se presentan
algunos ejemplos.

1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE ENZIMAS

El primer aspecto a considerar en el desarrollo de un sistema de produccion de
enzimas es, desde tuego, la seleccién de un microorganismo adecuado para el proceso.
Precisamente es en este campo donde 1a biotecnologia tiene mayor impacto.

Principalmente se debe tener en cuenta que el microorganismo no sea patogeno;
para que su uso sea posible en alimentos. Preferentemente debe ser GRAS (Bernard et
al., 1985 ). Si la enzima es extracelular se facilita su obtencion y se evitan problemas en
los procesos de purificacion a gran escala. La enzima debe ser producida con altos
rendimientos, por ello en general el desarrollo de un microorganismo implica algin tipo
de mejoramiento. Los costos de produccion deben ser razonables, lo que implica que el
microorganismo pueda crecer rapidamente y con pocos requerimientos nutricionales. Se
prefieren enzimas constitutivas a las que tienen un inductor en el medio tanto por
simplificar el proceso como por representar posibles incrementos en costos (Fellows,
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1988 ). Un ejemplo tipico es el de produccién de glucosa-isomerasa cuyo inductor, la
xilosa, es un componente de alto costo.

TABLA 6: Patentes que incluyen el uso de enzimas lipoliticas
en la manufactura o procesamicnto de ingredientes en alimentos.

APLICACION PAIS N¢ PATENTE | ANO

Modificacion de grasa en leche EU 1966 460 1939

EU 3469933 1969

Uso de queso italiano EU 2531329 1950

EU 2794 743 1957

Uso en queso americano GB 1326 516 1971

-Canada 911 248 1971

Canada 911 250 1971

EU 3 650 768 1972

Polvo de enzima modificada - BU... |- 2531329 1950

de leche ' o 1957

Lipolizado de leche 1953

Lipolizado dc mantequilla de leche 1970

Sabor 1971

1972

Canadi 1971

EU 36 1972

Cultivo lipolizado de grasa de leche EU 3 469 993 1969
saborizantes de cremas T

Lipolizado de grasa de leche EU 2 965492 1960

saborizante de queso azul EU 3100 153 1963

EU 3 072 488 1963

GB 1326516 1971

Lipolizado de grasa de leche similar EU ' 3780182 1973

2 queso, uso en yoghurt Japon 3107/71 1971

(Tomada de Kilara, 1985

Esto significa que si se obtiene una buena cepa los pardmetros de fermentacién
deben ser optimizados para lograr un maximo de produccion de enzima. Si existe una
relacion entre la misma y el crecimiento, habra que lograr las mejores condiciones para
praduccién de biomasa, o detectar fa fase de maxima produccion de enzima, puesto que
¢} crecimiento microbiano y la formacion de producto ocurren en respuesta al medio
ambiente (Cooney, 1981). Entre los factores ambientales importantes, se tienen

14



Introduccién

temperatura, pH, agitacién, transferencia de oxigeno, etc. Igualmente importante es la
nutricion del microorganismo, especialmente con respecto a las fuentes de carbono,
nitrégeno, fosforo, azufre y sales minerales (Weinberg, 1982; Zahner y Kurth, 1982). En
ciertos casos debe considerarse también la adicion de surfactantes. Estos parametros
deben ser cuidadosamente monitoreados (Stanbury y Whitaker, 1984.) Ademas de los
factores ambientales y nutricionales es extremadamente importante tener en cuenta la
regulacion genética de la biosintesis de enzimas. A continuacion se analizan con mayor
detalle algunos de estos factores.

1.3.1. FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE
ENZIMAS

Temperatura.

Es un parametro de control importante en un proceso de fermentacion (Weinberg,
1982), El crecimiento microbiano, asi como las reacciones metabolicas, estin en funcion
de la temperatura. En general, los microorganismos crecen en un rango de 20 a 50°C. Sin
embargo, es importante notar que hay en el medio ambiente microorganismos que crecen
a temperaturas abajo de 0°0C (Micrococcus cryophilus y Bacillus globisporus) y el limite
superior parece ser de 110°C (Zhermiss aquaticus y Pyrodictium occultum) (Neidhart et
al,, 1990). No es sorprendente que la temperatura afecte la variedad de procesos
metabolicos en la célula, ya que la composicion macromolecular, especialmente el
contenido de RNA, estd en funcion de la temperatura, asi como el porcentaje de
crecimiento del microorganismo, el que se incrementa lentamente con el aumento de
temperatura, hasta que se alcanza un punto maximo, que cae ripidamente con
temperaturas superiores. La temperatura también afecta la eficiencia de conversion de
sustrato en energia para la masa celular, punto particularmente importante en un proceso
de optimizacién cuando éste involucra crecimiento (Cooney, 1981; Weinberg, 1982). La
produccion de enzimas no escapa a este efecto. Por cjemplo, la produccion de lipasa por
P. caseicolum es nula a 37° C, con un ligero crecimiento, mientras que a 29°C se
produce enzima y crece abundantemente (Cuervo, 1994).

pH

Es necesario un pH éptimo para el crecimiento del microorganismo y para la
formacion de producto. La mayoria de los microorganismos crecen a un pH cercano al
neutro, pero existen extremos como fas bacterias lacticas que acthan en fermentaciones
acidas y muchos hongos, especialmente levaduras, son también acido- tolerantes, con pH
de crecimiento alrededor de 3. Habria también que considerar los microorganismos
alcalofilos que soportan pH superiores a 7 ( Penn, 1990 ). Durante los procesos de
fermentacion los microorganismos sintetizan productos metabélicos los cuales pueden
cambiar drasticamente el pH del medio. La excesiva produccion de 4cidos como
productos finales, amonio, COy o aminoécidos pueden causar cambios de pH, que a
menudo dificultan mantener el medio a un cierto pH (Berry, 1985). Los agentes con
capacidad amortiguadora son ampliamente usados en fermentaciones para reducir las
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fluctuaciones del pH (Aunstrup et al., 1979). El efecto del pH en produccion de enzimas
puede ilustrarse con el ejemplo de la produccion de lipasa por Rhizopus delemar, en el
que se produce un incremento de 2.5 veces en fermentaciones con control de pH a lo
largo de fa fermentacion comparado con aquéllas en las que solo se ajusta al inicio
(Martinez y Farrés 1993),

Transferencia de oxigeno.

La mayoria de los procesos de fermentacion son aerobicos y por tanto requieren
de provision de oxigeno, y si no es adecuada limita la productividad de muchas
fermentaciones.

Las fermentaciones pueden ser llevadas a cabo en superficie o en medio liquido.
El crecimiento en sOlido usualmente provee abastecimiento de nutrientes pero puede
restringir el intercambio gaseoso. En cultivo sumergido los nutrientes estin mas
disponibles y el medio ambiente puede mantenerse homogéneo por una adecuada
agitacion. Sin embargo, no todos los sustratos son solubles en soluciones acuosas; el
oxigeno, en particular, tiene baja solubilidad en agua. El abasto adecuado dependerd
entonces de altos niveles de aereacién. En hongos filamentos la tendencia a formar
esferas en medio liquido puede restringir su adecuada aereacion. Actualmente la mayoria
de fermentaciones se Ilevan a cabo en medio liquido usando fermentadores en los cuales
las condiciones se mantenen bajo control (Bushell, 1989 ). En el caso de la produccion de
enzimas y, en particuar, de lipasas, no pueden establecerse reglas generales acerca del
efecto del oxigeno. Giuseppin (1984) analiza el efecto del mismo sobre la produccion de
lipasa por R delemar, y encuentran que a bajas concentraciones de oxigeno hay baja
concentracion de enzima al incidir negativamente sobre el metabolismo fungal.

Agitacion,

El tipo de agitacion es importante pues repercute en la difusién y concentracion
de nutrientes al afectar el contacto del microorganismo con el sustrato (Davis y Blevins,
1979) Ademas.|a agitacion desempeiia un papel importante en la prevencion de formacion
de esferas en fermentaciones fiingicas. La mayoria de los avances recientes en tecnologia
de fermentaciones ha sido concernicntes al disefio de fermentadores que proporcionen un
buen grado de homogeneidad y mejoren el abastecimiento de oxigeno. Por lo expuesto
anteriormente, esto repercutird en la formacion de enzimas.

1.3.2 FACTORES NUTRICIONALES.

La disponibilidad de nutrientes es extremadamente importante en determinar la
magnitud del crecimiento y los niveles de produccion de metabolitos. Todos los
microorganismos requieren de agua, fuente de energia, carbono, nitrégeno, elementos
minerales, posiblemente vitaminas, ademas de oxigeno si son aerobios. Dentro de las
células estos componentes son convertidos a través de una serie de vias metabdlicas en
moléculas complejas que el organismo utiliza para su crecimiento y reproduccion, La
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mayoria de hongos pueden crecer sobre medios conteniendo una fuente de carbeno
simple, nitrégeno, fosforo, azufre y elementos traza.

Fuente de carbono

Un abastecimiento adecuado de la fuente de energia y carbono es critico para el
crecimiento y la formacion de producto. Las fuentes de carbono mas comuinmente
utilizadas por los microorganismos son carbohidratos, &cidos grasos, cetoicidos,
hidroxicidos, alcoholes, CO,, H2CO;, etc. Todos los sustratos tienen una concentracion
limite, por encima o por debajo de la cual sec puede afectar el crecimiento celular y la
biosintesis de un determinado producto. De alli la importancia de calcular la
concentracion adecuada y sefeccionar la fuente de carbono apropiada para cada procesa,
ya que no todas son igulmente metabolizables por los diversos microorganismos, Entre
los hongos normalmente se emplean carbohidratos, si bien los acidos grasos y los acidos
organicos son también facilmente metabolizables. La mayoria de hongos pueden utilizar
un rango amplio de monosacaridos, oligosacaridos y polisaciridos, aunque los sistemas
de transporte son mas eficientes para monosacaridos (Berry, 1985). La seleccion de
fuente de carbono debe realizarse tanto en funcidén del microorganismo como del
metabolito a producir pues no se puede predecir cual fuente de carbono resulta represiva
o estimulatoria. Ejemplos especificos se encuentran en la tabla 7.

Fuente de nitrogeno.

Como fuente de nitrogeno los microorganismos pueden utilizar: N; , NH;, NO,
NO;, diversos aminoacidos como glicina, alanina, serina, cisteina, leucina, tirosina,
triptofano, arginina, acido aspartico, acido glutdmico y otros; ademas de algunas
proteinas. De las formas inorganicas de nitrogeno, el amonio es la fuente mas facilmente
asimilable dado que los constituyentes celulares, tales como aminoacidos, purinas y
pirimidinas estin al mismo nivel de oxidacion. La capacidad del microorganismo para
utilizar amonio como Gnica fuente de nitrogeno depende de la presencia de enzimas
involucradas en procesos de aminacion y transaminacion. La asimilacion de otras formas
inorganicas de nitrégeno requiere de reacciones enzimaticas adicionales y no todos los
organismos las poseen (Gaudy,1981). La produccion de enzimas, particularmente
catabolicas, puede ser afectada por la fuente de nitrogeno empleada, como en el caso de
las proteasas y de las enzimas involucradas en metabolismo de aminoacidos, por los
posibles efectos regulatorios ¢jercidos, que se detallan mis adelante. Una estrategia para
evitarlos consiste en la utilizacion de medios complejos (Demain, 1990).

Fuente de fésforo.
El fosfato se requicre para mantener el equlibrio icido-base de la célula, El
fosforo inorgénico esta involucrado en muchas reacciones enzimaticas de la célula fungal.

Su concentraciéon en el medio de cultivo puede afectar o favorecer la sintesis de
determinados metabolitos secundarios o enzimas. En particular resultan afectadas las
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enzimas directamente involucradas con su metabolismo, como la fosfatasa alcalina
(Demain, 1990).

Fuente de azufre.

La mayoria de hongos pueden utilizar azufre como sulfato, persulfato y tiosulfato,
sulfito y disulfito y en forma érganica como cisteina y metionina. Los requerimientos de
sulfuro en hongos son de muy bajas concentraciones. El posible efecto en la produccion
de enzimas estad poco estudiado pero Demain (1990) cita el efecto de represion por
sulfuro en la produccion de proteasas, por lo que se obtiene el maximo rendimiento en
condiciones de limitacion del mismo.

Otros nutrientes inorgénicos.

Los elementos traza K, Fe, Cu, Mn, Mg, Zn, Mo y Ca son esenciales para el
crecimiento; mientras que los requerimientos de V, Ni, Sn, Cl, 1, Br no lo son, aunque
generalmente cstin presentes en el medio. El papel que desempefian estos elementos es
variado, algunos funcionan como grupos prostéticos de enzimas, como Fe, Cu, Zn, o
como activadores de las mismas, Co, Fe y Ca. La presencia o ausencia de éstos ha
resuftado en efectos dramaticos sobre ciertas fermentaciones fungales, como la
produccion de 4cido citrico, que es inhibida por el ion Fe, mientras que se ha establecido
un requerimiento de Zn para la sintesis de fumarato {(Lockwod, 1985). Diferentes
mecanismos han sido propuestos para explicar los procesos de estimulacion a bajas
concentraciones e inhibicion por altas cantidades de metal. Por ejemplo, una pequefia
cantidad de metal puede igual mejorar la formacion de enzimas anabélicas o reprimir la
sintesis de enzimas catabdlicas y altas cantidades pueden hacer lo contrario,
alternativamente una proteina regulatoria puede actuar como mediadora (Weinberg,
1982). Aungue es dificil generalizar, se postula que las sales de Fe y Cu inhiben la
produccion de lipasas mientras que la de magnesio la incrementan (Hegedus y
Khachatourians, 1988) . La actividad de las lipasas se incrementa por sales de calcio que
precipitan a los acidos grasos liberados en forma de sales insolubles de calcio
(Benzonana, 1968). De igual manera las sales de Na, K, Mg, Mn tienen un efecto
favorable para la produccion de lipasas (Petrovic et al., 1990)

1. 3. 3 REGULACION DE ENZIMAS

La actividad y produccion de enzimas esta controlada por importantes patrones de
regulacion (Bushell, 1989; Demain, 1990; Drew y Wallis. 1985; Gutierrez, et al 1993
Sénchez y Farrés, 1987; Shiio, 1982;Vanek, et al. 1990; Vining y Chattegjee, 1982; ) que
finalmente determinan su grado de disponibilidad. A modo de revisién se describiran los
mas generales: aquéllos que afectan la sintesis de enzimas: induccién, retrorrepresion,
represion catabélica y aquéllos que afectan la aciividad de las enzimas, como la
retroinhibicion.
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Induccidn .

Los genes estructurales que codifican para muchas enzimas estan normalmente
inactivos en ausencia de sustrato. Cuando se afiade un sustrato, el gen estructural se
activa y la enzima es producida. Tal proceso se llama induccion o derrepresion y la
enzima es considerada inducible. Muchas enzimas catabélicas caen dentro de esta
categoria (Demain, 1990, Drew y Wallis 1985). El inductor es, generalmente, un sustrato
enzimatico, aunque en algunos casos puede ser el producto de la reaccidn. Con
frecuencia existen andlogos quimicos que, si bien pueden inducir, no son atacados por la
enzima, y los denominados inductores gratuitos, que a menudo son excelentes inductores.
Jacob y Monod (1961) elaboraron un modelo para explicar el fenomeno de la induccion.
Dicho modelo fuc confirmado afios mas tarde con los estudios realizados en sistemas in
vitro. El modelo de sistema de enzimas inducibles mas estudiado es el de la lactosa en E.
coli, el cual ofrece las bases para el modelo de regulacion positiva y negativa.

Represion "feedback” o retrorrepresion.

Esta consiste en la inhibicion de la sintesis de una o varias enzimas de una via
metabdlica, como respuesta a la acumulacion del producto final de biosintesis o de un
derivado del mismo (correpresor). El aprorrepresor es inactivo en ausencia de
correpresor ¢ incapaz de unirse al operador. Sin embargo, en presencia de éste se forma
un represor activo, el que una vez formado se une con el operador, impidiendo la
transcripcion por parte de la RNA polimerasa y, por consiguiente, la sintesis de enzima.
La retrorrepresion es un mecanismo regulador que generalmente esti presente en la
operacion de vias de biosintesis para metabolitos primarios, como son los aminoacidos,
las purinas, las pirimidinas y vitaminas.

Represidn por fuente de carbono

Este fendmeno es conocido también como represion catabélica. Es un mecanismo
conservativo que protege a la célula del desgaste de su maquinaria de sintesis de
proteinas. La célula produce enzimas para catabolizar la fuente de carbono mas
ripidamente asimilable, mientras que reprime la sintesis de enzimas para la utilizacion de
otros sustratos hasta que el sustrato primario se haya consumido. Esta estrategia permite
el aprovechamiento gradual de las fuentes de carbono existentes en base a su facilidad de
utilizacién. El fenomeno de represién catabdlica es usualmente causado por glucosa; pero
en diferentes organismos pueden provocarlo otras fuentes de carbono facilmente
metabolizables. En bacterias entéricas el fendmeno ha sido caracterizado en forma fina a
nivel molecular y éste es mediado por insuficiencia de los niveles intracelulares de 3', 5'
monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) en una regulacion positiva. Este nucle6tido
tiene un sitio de unién en el promotor, después de adherirse a la proteina especifica.
(cAMP-Proteina receptora o CRP).

Se carece de informacion a este nivel de detalle en otros microorganismos. En
Psewdomonas putida y P. aureoginosa donde se ha encontrado cAMP, éste no esta
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asociado con la represion (Phillips y Mulfinger, 1981). En bacilos la situacion no es muy
clara, pues B. subtilis ha sido considerado incapaz de hacer cAMP, sin embargo, el
nucleétido rgulatorio se ha producido bajo condiciones limitantes de oxigeno (Mach et
al., 1984). Estudios en Streplomyces griseus sugieren que ni el 3', 5' monofosfato ciclico
de adenosina (cAMP) ni el 5'-difosfato 3*-difosfato de guanosina (ppGpp) estan asociados
en Ja forma esperada como control de mecanismos de represién en la sintesis de
antibioticos durante el crecimiento ripido o derrepresidon en la sintesis cuando el
crecimiento es lento (Vining, 1982).

En hongos se ha considerado que el cAMP no tiene ningin papel en la represion
por carbono (Arst y Cove, 1969). Pero, al mismo tiempo, se ha considerado importante
en la represion por carbono en levaduras (Dombek e Ingram, 1988 ). Asi por ¢jemplo el
contenido de cAMP en Saccharomyces fragilis de células crecidas en lactato fue mas
alto que en las crecidas en glucosa y el contenido de cAMP en Saccharomyces cerevisae
de células crecidas en galactosa fue un 70% mas alto que las crecidas en glucosa. Sin
embargo, mas tarde se mostrd que la represion de galactocinasa por glucosa no involucra
cAMP. Por otro lado el cAMP estimula la sintesis de galactocinasa en ausencia de
glucosa. (Matsumoto et al.,, 1983). Asi el cAMP desempefia un pape! en la formacion de
enzimas en levadura, pero éste es distinto al de represion por fuente de carbono en otros
microorganismos (Demain, 1990).

La represion catabdlica es particularmente importante cuando se desea producir
enzimas a gran escala ya que la glucosa es normalmente la fuente de carbono mis
asequible en precio y volumen. Un gran nimero de enzimas con un gran potencial
industrial estan sujetas a este tipo de regulacion. (Arguelles, et al,, 1990; Demain, 1982;
1990; Dombek e Ingram, 1988, Khowala y Sengupta, 1992; Lebrihi, et at., 1988; Sanchez
y Farrés, 1987, Tsuchiya. y Kimura, 1984 ) y es reportado para la lipasa de Rhizopus
delemar por Kawasaki (1991). En la Tabla 7 se presentan algunas enzimas de interés
comercial sujetas a represion por fuente de carbono.,

Regulacion catabolica por nitrégeno

La represion catabélica puede ejercerse también por la fuente de nitrogeno. Grafe
(1982) considera que el fenémeno puede dividirse en control positivo y control negativo.
La mayoria de los casos reportados se refieren a efectos sobre el metabolismo secundario,
particularmente de aquéllos que contienen precursores derivados de aminoacidos. El nivel
y tiempo de adicion de los mismos afecta la actividad y la concentracion de enzimas
durante la idiofase; asi como el transporte de precursores y la expreston de genes del
metabolismo secundario de regulacion general del nitrégeno.

Un gen que controla la represion por fuente de nitrégeno ha sido identificado en
Aspergillus, El gen codifica para una proteina regulatoria que ejerce control positivo
sobre la transcripcién. La proteina regulatoria parece ser activa bajo condiciones de
derrepresion (bajo abastecimiento de amonio) e inactiva bajo condiciones represivas (alto
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abastecimiento de amonio). El efector intracelular parece ser la glutamina la cual se
piensa se une a la proteina regulatoria y disminuye la afinidad de la misma para
reconocimiento del nitrégeno. En condiciones limitantes de amonio; la concentracion de
glutamina podria bajar, y la proteina regulatoria adoptaria una conformacion activa, se
uniria a los sitios de reconocimiento en los genes estructurales e iniciaria la transcripcion

(Demain, 1990).

TABLA 7.- Represion por fuente de carbono en enzimas de interés comercial

- Amilasa

A Amilasa
Celulasa
Glucoamilasa

-1,3 Glucanasa
B~ Glucosidasa
a-Galactosidasa
B-Galactosidasa
Invertasa

Pectinasa

Glucosa isomerasa

Bacillus licheniformes

Bacillus meganterium
Trichoderma reesei
Aspergillus niger

Streptomyces sp.
Trichoderma reesei
Monascus sp.
Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae

Acrocylindrum sp.

Streptomycees.
phacochromogenes

ENZIMA MICROORGANISMO |FUENTE DE CARBONO
REPRESORA
Proteasa cida Aspergillus niger Glucosa, fructosa, xilosa

Glucosa, fructosa, maltosa,
glicerol, acetato, succinato
Glucosa, maltosa.
Glucosa, glicerol, almidéon
Glycero, sorbitol, xilosa
fructosa, piruvato,
o-cetoglutarato.

Glucosa, glicerol

Glucosa

Glucosa, sacarosa, glicerol
Glucosa

Glucosa, fructosa, manosa

Glucosa, fructosa, manosa,
xilosa, glicerol, malato,
a-cetoglutarato, piruvato,
succinato, fitmarato, acetato
Glucosa

Proteasa Bacillus megateriim Glucosa
Proteasa acida Aspergillus niger Glucosa, fructosa, xilosa
Aspartasa I;:.S'c)wrichia coli Glucosa
Penicillin acylasa Lzscherichia coli Glucosa
Triptofanasa Escherichia coli Glucosa

(Tomada de Demain, 1990)
Regulacion por fuente de fosforo.
La inhibicion en la produccién de metabolitos por altas concentraciones de fosfato
se ha observado en diferentes vias biosintéticas (Drew y Wallis., 1985). Dos mecanismos

generales han sido propuestos para explicar este fenomeno; represion o inhibicion de las
fosfatasas biosintéticas y regulacion indirecta via efectores intracelulares, tales como
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adenosina fosfatasa. La represién de la biosintesis de enzimas por fosfato extracelular ha
sido reportada para la fosfatasa alcalina (Demain, 1990) y para las enzimas biosintéticas
de tetraciclina por Behal et al.,. (1979). La idea de carga-energética ha sido definida por
Atkinson 1969 y la evidencia en contra de ésto son los estudios de Curdova et al. en
1976, segiin sefiala Bushell (1989)

Retroinhibicién.

Es un mecanismo ampliamente distribuido en los sistemas biologicos para modular
rapidamente un determinado camino metabolico. En este mecanismo el producto final de
una secuencia biosintética inhibe la actividad de una de las primeras enzimas involucradas
en la misma. El inhibidor no requiere parecerse al sustrato en tamaiio, carga o forma, ya
que se une a la enzima en un sitio fisico diferente al del sustrato natural. La unién del
inhibidor al sitio regulatorio o alostérico provoca un cambio en In estructura
tridimensionat de la enzima lo cual impide que el sustrato pueda combinarse con la
misma. Un ejemplo representativo es la retroinhibicion de las dos formas moleculares de
la heptulosonato-7-fosfato (primer paso en la biosintesis de aminoacidos aromaticos )en
Saccharomyces cerevistae por los aminoacidos tirosina y fenialamina (Sanchez y Farrés,
1987). Como puede verse cste mecanismo se aplica a vias metabdlicas importantes para
producir metabolitos primarios, particularmente y afectaria a enzimas comerciales
derivadas de estas vias, que en realidad son pocas y estarian relacionadas con produccién
de aminoacidos.

1. 4. MECANISMOS PARA MEJORAR LA PRODUCCION DE ENZIMAS

Aunque existen diferencias entre los tipos de microorganismos, asi como
diferencias fundamentales entre procariotes y eucariotes, los mecanismos basicos de la
sintesis de enzimas son lo suficientemente similares para permitir un tratamiento general
de procesos de produccion microbiologica. Sin embargo, las diferencias en cinéticas de
produccién entre los organismos son tan amplias que hacen necesarios programas de
optimizacion individuales, La complejidad y poca comprension acerca de los mecanismos
de regulacion incluye elementos estructurales del sistema regulatorio que conducen a un
mejoramiento genético de la cepa, asi como a la seleccion de condiciones ambientales y
nutricionales.{Gerhartz, 1990)

En términos cinéticos, la optimizacion de la sintesis de enzimas significa encontrar
el mas alto porcentaje de sintesis especifica para una cantidad de biomasa dada. La
sintesis de enzimas depende del metabolismo primario, pues la maquinaria celular debe
estar funcionando todo el tiempo. Por tanto, las condiciones que favorecen la sintesis de
enzimas también deben favorecer el crecimiento. La investigacién de condiciones dptimas
para la sintesis de enzimas podria reducirse a la investigacion de:

1) condiciones que afectan el crecimiento.
2) relacion entre el porcentaje de sintesis especifica de enzima y el crecimiento, que
expresa la actividad metabdlica de la célula. (Cooney,1981)
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Las vias metabdlicas de metabolismo secundario son més activas después de un
maximo de crecimiento del microorganismo. Este se logra cuando hay un abastecimiento
adecuado de nutrientes y las vias del metabolismo primario estan completamente activas.
Se puede producir una reduccioén en el crecimiento por limitacion de algunos nutrientes
esenciales, generando el crecimiento no balanceado y desviacién de los nutrientes a vias
metabolicas no esenciales. El problema de desarrollo de un medio es precisamente
encontrar la composicion tal que permita que los metabolitos primarios sean usados
preferentemente  dentro de las vias metabolicas descadas. (Berry, 1985). Los
constituyentes deben satisfacer los requerimientos elementales para la formacion de la
biomasa celular, la produccién de metabolitos y brindar un adecuado abastecimiento de
energia para el mantenimiento celular,

E! primer paso a considerar en la formulacion de un medio, es Ia relacion entre
crecimiento y la formacion de producto. Asi debe ser posible calcular las cantidades
minimas de nutrientes requeridas para producir una cantidad especifica de biomasa. Esta
debe ser suficiente para producir una cantidad definida de producto. Se realizan caleulos
de las concentraciones de substrato necesarias para producir los rendimientos de
productos esperados. Lo anterior implica el conocimiento de la composicion elemental
(C, H, O, N, S, P, Mg, K ) de los microorganismos para realizar el balance de masa.
Ademis debe tenerse en cuenta que algunos componentes del medio puede influenciar la
disponibilidad de oxigeno en diversas formas debido, por ejemplo, a la presencia de
azicares facilmente metabolizables que demandan alto consumo de oxigeno, o bien,
alterar la viscosidad final del medio y como consecuencia afectar la transferencia de
oxigeno. Finalmente, la presencia de ciertos nutrientes, particularmente proteinas, puede
provocar la presencia de espuma, lo que hace necesario el empleo de antiespumantes,
muchos de los cuales actlan como agentes surfactantes y reducen el porcentaje de
transferencia de oxigeno (Stanbury y Whitaker, 1984), Cuando el abastecimiento de
6xigeno llega a ser fimitante los microorganismos pueden responder con cambios en su
patron de produccion. (Gerhartz, 1990)

Entre los criterios generales que deben tenerse en cuenta en la optimizacion de un
medio pueden sefialarse:

1. Producir ¢l maximo rendimiento de producto o biomasa por gramo de susbstrato
usado.

2. Producir la méxima concentracion de producto o biomasa.

3. Permitir el maximo porcentaje de Ja formacion de producto.

4. Generar el minimo rendimiento de productos no desados.

5. Poseer una calidad consistente, ser barato y de facil disponibilidad todo el afio.
6.Causar problemas ininimos en otros aspectos del proceso de produccidn,
particularmente aereacion y agitacion, extraccion y purificacion.

7. Considerar la problematica de escalamiento del laboratorio a planta piloto y
subsecuentemente a escata industrial.
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Hoy en dia el establecimiento de condiciones ambientales y el éxito de una
fermentacion depende de la disponibilidad de sistemas de control, en el que las
computadoras desempeiian un papel importante (Edwards, 1993).

Los criterios anteriores han permitido incrementar la produccién de diversas
enzimas modificando las condiciones de crecimiento o variando los factores nutricionales,
( Demain,. 1990; Vanek, Z. et al 1990; Xu, et al 1989; Davis & Calvo, 1977). Ademais de
la manipulacion de los factores ambientales y nutricionales es extremadamente importante
tener en cuenta la regulacion génetica de la biosintesis de enzimas, pues la
sobreproduccion de metabolitos usualmente ocurre solamente después del rompimiento
de algin control regulatorio. Los organismos vivos poseen redes finas de regulacion de
vias metabolicas para impedir la sintesis excesiva de productos. Por ello, los cultivos
derregulados son menos aptos para competir en la naturaleza en contra de otros
microorganismos que poseen mecanismos regulatorios normales. Esto estd de acuerdo
con afirmaciones de diversos autores, quienes describen a los microorganismos
mejorados genéticamente como monstruos que solo pueden sobrevivir bajo condiciones
artificiales, o como lisiados a causa de trastrornos genéticos (Vanek et al., 1990)

Existen ejemplos de hiperproduccion en la naturaleza, los cuales son
comerciaimente relevantes: Bacillus thuringiensis puede sintetizar durante la
esporulacion una proteina denominada del cristal, que se usa como insecticida, la cual
constituye el 20 a 30% del peso seco de un cultivo esporulado. Otro ejemplo es el de
Penicillium  notatum y  Penicillium ~ chrysogenum. P. notatum fue el primer
microorganismo productor de penicilinas que se descubrié y fue subsecuentemente
reemplazado en procesos comerciales por cepas de P.chrysogerun, que naturalmente
producen mayores niveles de antibidtico y que fueron mejoradas por varios métodos de
mutacién y seleccion que permitieron incrementar la produccion de la penicilina y, a la
vez, proveyeron varias lineas independientes de cepas mejoradas (Cape et al., 1982).

Se pueden reconocer varios tipos de sobreproduccién de productos microbianos:

1) Sobreproduccion de cepas silvestres creciendo bajo condiciones naturales.

2) Sobreproduccion de cepas silvestres creciendo con de exceso de nutrientes.

3) Sobreproduccion debido a un insuficiente abastecimiento de nutrientes (moléculas
sefial, acarreadores, etc.)

4) Sobreproducciéon debido a la presencia de componentes toxicos o inductores para
varios tipos de estres ( ej. metales pesados).

5) Sobreproduccion fisiopatologica por desordenes o destruccion de mecanismos
regulatorios inducidos en cepas mejoradas genéticamente (Vanek et al, 1990).

MEJORAMIENTO GENETICO
El mejoramiento génetico hoy en dia representa la mejor opcién para alcanzar el

objetivo de hiperproducir metabolitos. Las técnicas de mejoramiento génetico
comunmente usadas en el laboratorio pueden ser divididas en: mutacién y seleccion,
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recombinacion en vivo, e ingenieria genética. Las técnicas de recombinacién requieren del
uso de métodos de intercambio de DNA, tales como: conjugacidn, transformacién, ciclo
sexual o la técnica de fusion de protoplastos (Gerhartz,1990 ).

Los mecanismos genéticos que controlan la produccion de enzimas en cada
especiec no son totalmente conocidos, lo que lleva a que la mutacion-seleccién sea la
técnica preferida en el mejoramiento de cepas (Aunstrup et al, 1979 ). Con este propésito
resulta importante optimizar las condiciones de mutagénesis en términos de dosis y tipo
de mutdgeno para obtener una maxima frecuencia de mutantes que nos permita hacer una
seleccion. La frecuencia de mutaciones deseadas es baja por la naturaleza aleatoria de la
mutacion si el método de seleccidn no es suficientemente discriminatorio. Esto se aplica
también a la seleccion de recombinantes. Por ello, se debe tratar a una poblacion elevada
para el proceso de mutagenésis o recombinacion y la subsecuente seleccion de las
caracteristicas deseadas, inclusive empleando mecanismos de presion selectiva.

Los mutagenos son clasicamente divididos en de tres tipos: agentes fisicos, como
la luz ultravioleta y las radiaciones gama; agentes quimicos, como el etil metano sulfonato
(EMS), Nitrosoguanidina (NTG) y mostazas tales como la ICR170. Finalmente; se
emplean agentes bioldgicos como los virus y transposones.

Mucho mas importante que el mutdgeno empledo es la distincion del tipo de
mutacién inducida, la cual depende de dos factores: el tipo de dafio causado en e] DNA
por el mutageno y la accidn de las vias de reparacion sobre este dafio. La mayoria de
mutédgenos producen mas de un tipo de alteracion en el DNA, con diferentes grados de
intensidad. Por ejemplo, la luz ultravioleta da una alta proporcion de dimeros de
pirimidina, mientras las radiaciones ionizantes dan un alto grado de rompimiento de
cromosomas, y el EMS y el NTG son agentes alquilantes; sin embargo la luz UV. lejana
también puede producir bases hidroxilantes y entrecruzamiento de bandas de DNA. Se
debe sefialar que los dimeros de pirimidina son la mayor causa letal y de dafio mutagénico
(Rowlands, 1984).

Las células poseen mecanismos de reparacion para lesiones genéticas (Jacobson,
1981; Mullenders et al., 1993). El primer sistema involucrado es la fotoreparacién o
fotoreactivacion, sistema enzimatico el cual depende de la luz visible. Un segundo sistema
es la reparacion-escision, aplicado principalmente a los dimeros de pirimidina. Ambos
mecanismos ocurren antes de la replicacion de DNA. Un tercer sistemna involucrado ¢s
postreplicacional. Las lesiones que escapan a estos sisternas entran en el sistema
denominado propenso a errores {error prone), cuyo mecanismo no es muy conocido,
Parece actuar como via alternativa, ya que su inactivacion resulta en una variedad de
mutaciones, dependiendo del sistema en estudio y se han reportado transiciones, cambios
de marco de referencia, deleciones y duplicaciones.

A nivel molecular es dificil predecir que tipo de mutageno es especifico para el

mejoramiento de una cepa determinada. En el éxito del tratamiento influyen una variedad
de factores, incluyendo las condiciones ambientales bajo las cuales se lleva acabo la
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mutagénesis. A veces es necesario el uso combinado o secuencial de diversos mutigenos
con el fin de generar un amplio rango de mutantes para una seleccion subsecuente. Sin
embargo, algunos mutégenos pueden producir dafios a nive! cromosomal, denominados
aberraciones cromosomicas, mientras que otros, como la luz ultravioleta, generan sélo
pequeiios cambios estructurales en los genes. Otros factores involucrados en la seleccidn
de un mutageno incluyen la facilidad de manipulacién y Ia seguridad, dado que todos los
agentes mutagénicos son potencialmente carcindgenos. En virtud de estos criterios, la luz
UV cercana es muy conveniente y se prefiere entre otros mutigenos (Bridges, 1976;
Elander 1976 ). Entre los agentes quimicos algunos, como el EMS, son mas faciles de
manipular que otros como el NTG, pero el nivel de riesgo de exposicion es mayor.
Ademds el NTG tiene una gran desventaja, esta es 1a tendencia a producir clusters o
grupos de mutaciones estrechamente relacionadas, lo que dificulta la caracterizacion
posterior de mutantes, ademis de que al ser varias lesiones el fenotipo puede ser
resultado del efecto aditivo de las mismas.

Entre los procesos donde la mutagénesis con luz UV, ha sido utilizada
ampliamente se cuenta el incremento en el rendimiento de varias enzimas y metabolitos de
interés industrial. En la Tabla 8 se presentan algunos ejemplos. Estos incrementos
pueden lograrse al generar cambios en genes estructurales que repercuten en mayor
actividad enzimdtica o en alteracion de péptidos o regiones regulatorias, con el
consiguiente mejoramiento de la produccion de enzima (Demain, 1990; Jhonston, 1985 )

TABLA 8. Algunos ejemplos de mejoramiento por mutagénisis con U.V,

Pachysolert tannophitus
Penicillium funiculosum
Penicillium chrysogenum
Schwarmiomyces castelli

Trichoderma reesei

Cephalosporium aceremoninm

Sporotrichum pulverulentun

Glucosa oxidasa
Cefalosporina C

Etanol

Celulasa
Penicilina
Amilasa
Celulasa

B -D-glucosidasa
Celulasa

ORGANISMO PRODUCTO REFERENCIA
Aspergillus cinnamomens Amilasas Kurushimaet al,, 1972 *
Aspergillus niger Acido citrico Siechertova, 1969 *

Tiedurek et al., 1986
Markwell et al., 1989
Dennen y Carver1969*
Matsumura et al., 1982
Jeflries, 1984

Joglekar y Karanth, 1983
Elander et al,, 1973*
Boze et al., 1989
Eriksson y Johnsrud, 1983

Cuskey et al., 1982

( * Fuente Jhonston, 1985)

A continuacion se presenta algunas estrategias generalmente empleadas en la obtencion
de mutantes especificas para contrarrestar los mecanismos de regulacién de enzimas
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Obtencién de cepas constitutivas.

Se puede eliminar la dependencia de formacién de la enzima, a la presencia del
inductor. Esto se logra cuando ¢l locus regulatorio esta genéticamente modificado para
producir un represor no funcional o mediante una mutacion en el Jocus operador que
elimina la posibilidad de unién del represor. Si la regulacion es positiva, el gen mutado
podria ser un activador que no requiere inductor.

Se han disefiado numerosos procedimientos para seleccionar mutantes
constitutivas, algunos de los cuales se basan en la supervivencia y crecimiento de
mutantes bajo condiciones pobres de induccion. Mientras las células parentales requieren
induccién, estan en desventaja ante las mutantes debido a la baja utilizacion del sustrato,
por lo que pasan a ser una pequefia proporcion de la poblacién. Una estrategia similar
puede seguirse para la seleccion de mutantes afectadas en la utilizacion de fuentes de
carbono (Demain, 1990). Un caso importante entre las enzimas de mayor interés
comercial es la glucosa isomerasa y esta estrategia fue empleada por Sanchez y Quinto
(1975) para obtener mutantes constitutivas ¢ insensibles a efecto de glucosa.

Obtencion de cepas resistentes a retrorrepresion.

Entre las estrategias empleadas para contrarrestar este efecto esta el limitar la
acumulacion intracelular de productos finales corepresores. Esto se logra agregando al
medio un inhibidor de la via. Una forma mais economica es obtener una mutante
auxotrofica, la que generalmente no se reprime por el producto si no que lo requiere para
su crecimiento, Otra estrategia consiste en obtener mutantes resistentes a dnalogos
toxicos del producto final de la via, las cuales a menudo estn alteradas en el nivel de
sintesis de enzimas y las producen constitutivamente debido a la modificacion del
aprorepresor 0 a que éste no se une al correpresor o lo hace en forma poco eficiente.
Estos ejemplos, como puede verse, se presentan en vias para la producciéon de
metabolitos primarios o secundarios y dificilmente para la produccién de una enzima de
valor comercial por si misma.

Obtencion de cepas resistentes a represion por fuente de carbono.

Existen estrategias nutricionles para evitar el efecto, las que consisten en usar
fuentes de carbono no represoras, sin problemas de disponibilidad y con costos
competitivos. Asimismo, se puede limitar el crecimiento por alimentacién controlada de la
fuente de carbono represiva e incrementar la produccion mediante el uso de inductores
gratuitos. Otra forma consiste en transferir el organismo seriadamente de una fuente de
carbono represiva a otra no represiva, contando con el hecho de que la sintesis de
enzimas normalmente reprimidas toma lugar después de un periodo de tiempo particular
que el organismo ha sido transferido seriadamente de una fuente a otra.
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Las estrategias de seleccidn de mutantes consisten en adicionar un dnalogo de la
fuente de carbono represiva (Matsumura et al.,, 1982). Uno de los mas empleados es la 2-
desoxiglucosa (DOG) ( Barredo et al., 1988; Boze et al,, 1989; Mot y Verachetert, 1987,
Maloney ct al., 1983; Novak et al., 1990). Las mutantes resultantes generalmente estarin
modificadas en la via catabolica de la glucosa, con la consiguiente disminucion en la
utilizacion de 1a glucosa y derrepresion de un niimero de enzimas usualmente reprimidas,
El método de seleccion ideal consiste en hacer este tipo de mutacion obligatoria para el
crecimiento, ya sea para el uso de la fuente de carbono o con la presencia combinada del
sustrato y DOG o un antimetabolito de glucosa. Esta poderosa técnica ha sido
exitosamente usada en muchos microorganismos. Un ejemplo con resultados interesantes
del uso de esta metodologia fue el aislamiento de una mutante resistente a glucosa en
Candida wickerhamii productora de B-glucosidasa (Leclerc et al., 1985). La mutante fue
hiperproductora generando 6 a 10 veces mas de enzima. Actualmente se pueden emplear
mutantes insensibles a represion catabolica para la produccion de diversas enzimas: como
la glucosa isomerasa, histidasa (Sanchez y Farrés 1987), invertasa, glucoamilasa, maltato
deshidrogenasa, glucoamilasa, a amilasa, celulasa y B-glucosidasa (Demain, 1990).
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APITULO 2
JUSTIFICACION

La gran variedad de especies microbianas existentes hacen posible encontrar
microorganismos productores de una diversidad de enzimas, las cuales tienen un
potencial de aplicaciones industriales muy variadas. Los costos y la disponibillidad de
enzimas son siempre una limitante de la aplicacion en procesos industriales. Los
microorganismos son una gran opcién para su obtencion, pero su produccién estd
controlada por patrones reguladores que determinan su grado de disponibilidad. De ahi
que el mejoramiento de una cepa es una parte esencial en el proceso de desarrollo de
fermentaciones microbianas como medio de incrementar su productividad y reduccion de
costos.

La gran aplicacién de las lipasas en la industria y en especial en el area de
alimentos constituyen un estimulo para el desarrollo de investigaciones dirigidos a la
busqueda de nuevas fuentes enzimaticas, mejoramiento de produccidon de enzimas
existentes y busqueda de nuevas aplicaciones. Por otro lado, hoy en dia con Ia
disponibilidad de tecnologias mas sofisticadas, la industria de alimentos se enfrenta al reto
de satisfacer las necesidades de una poblacién creciente y cumplir las exigencias de un
consumidor que demanda calidad y mejores estandares de vida. La tendencia en todo el
mundo a adquirir productos naturales hace indicar que en un futuro cercano los
fabricantes de alimentos prefieran el uso de ingredientes naturales.

En este contexto las lipasas ofrecen un potencial para mejorar cuanti y
cualitativamente diversos alimentos. Esto podra realizarse en la medida en que estén
disponibles en grandes volimenes, se encuentre en el mercado variedad en las mismas y
se ofrezcan a precios atractivos. El lograr esto dependera, entre otros factores, del
mejoramiento de cepas que permitan la obtencidon de microorganismos sobreproductores,
pues a la fecha las lipasas pueden considerarse com enzimas con volumen reducido de
aplicacion y alto costo, cuatro veces superior al de proteasas o amilasas.

El grupo de investigacion de la Facultad de Quimica de la UNAM, al cual
pertenccemos, mantiene desde hace algiin tiempo una linea de investigacion en relacién a
las lipasas producidas por diversas especies de hongos filamentosos, entre los que figura
Rhizopus delemar cuya ubicacion taxondmica es la siguiente.

REINO Fungi
DIVISION Eumycota
SUBIVISION Eumycotina
CLASE Zygomycetes
ORDEN Mucorales
FAMILIA Mucoraceae
GENERO Rhizopus
ESPECIE R. delemar
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Las investigaciones del grupo estan orientadas a mejorar los niveles de produccion
de enzima, 1a cual se pretende utilizar en la modificacién de productos lacteos, No existen
reglas generales que permitan mejorar la produccion de lipasas en general, y debe
estudiarse cada caso de acuerdo al microorganismo empleado. La fuente de carbono y la
concentracion de iones como Fe y Mg se han sefalado como factores que afectan la
produccion de lipasas. Asimismo se ha demostrado que la adicion de lipidos en el medio
incrementa sustancialmente la produccion de lipasas para un ndmero de microorganismos
(Chander et al., 1977; Chander et al,, 1981; Macrae, 1983, Haas, 1993).

En el grupo de trabajo se han realizado estudios de mejoramiento nutricional, que
indican que la cepa requiere fuentes nitrogenadas organicas, el aceite estimula la
produccion volumétrica por incremento en crecimiento pero la produccién de la enzima
es constitutiva y la glucosa ejerce un efecto negativo si es usada como unica fuente de
carbono (Diaz y Ruiz, 1994; Espinosa, 1990a; Espinosa, et al 1990b; Kawasaki, 1991,
Martinez y Farrés 1993 ). La literatura sobre mejoramiento de condiciones de produccién
de lipasa en Rhizopus delemar es muy escasa. Ademas de los estudios realizados por el
grupo de trabajo Iwai (1966) reporta la produccion de la enzima en un medio definido.
Estudios posteriores del mismo autor se centran en el papel de los fosfolipidos en
interconversion de las tres lipasas que encuentran en el microorganismo (Iwai, 1980).
Recientemente, Haas (1993) sefiala que el glicerol puede constituir una fuente de carbono
adecuada para evitar el efecto negativo ejercido por glucosa.

En lo que se refiere a mejoramiento génetico solo hay un reporte acerca de
sobreproduccion de lipasa por Betz en 1984, quien selecciona cepas hiperproductoras de
lipasa en Rhizopus arrhizus por citometria de flujo, segin sefiala Queener y Lively
(1986). Se han realizado diversos trabajos de mutagénesis dirigida tras la clonacién de
lipasas de diversos microorganismos, area de trabajo que tiene la atencion de diversos
grupos industriales, como la compaiiia Genencor (Poulouse et al,, 1988).

En este estudio se pretende realizar un mejoramiento geneético de la produccion de
lipasa en R delemar haciendo uso de la mutagénesis tradicional. La necesidad de
incrementar los niveles de produccion deriva del hecho de que los niveles de lipasa
obtenidos en el laboratorio son doce veces mas bajos comparados con muestras de lipasas
comerciales, en términos de unidades por miligramo de proteina. Por tanto la obtencién
de cepas mutantes de Rhizopus delemar hiperproductoras y/o derreguladas en la
produccion de lipasas a través de mejoramiento genético tradicional constituye una
necesidad para incrementar los niveles de produccion.

Experimentos previos en nuestro grupo de trabajo para seleccion de mutantes no
fueron muy exitosos. La falta de éxito fue atribuida a la variabilidad del microorganismo y
al desconocimiento del efecto de los constituyentes del medio de seleccion en la
produccion de enzima. Por tanto la primera fase de esta investigacion fue dedicada a
estudiar 1a variabilidad, la estabilidad de la produccion media de enzima de Rhizopus
delemar vy el efecto de los constituyentes del medio de seleccion. Una vez establecidas
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las condiciones de seleccion de mutantes se procedié a la mutagénesis, empleando UV
como agente mutagénico. Se buscaron tanto colonias hiperproductoras como resistentes
al efecto negativo de glucosa. Tentendo en cuenta el éxito obtenido con el uso de 2-
desoxiglucosa en diferentes repories de mejoramiento de produccién de enzimas se
decidid usar este andlogo para la seleccibn de mutantes, previa cvaluacion de la
sensibilidad de la cepa a este quimico



Objetivos

CAPITULO 3

OBJETIVOS
1.OBJETIVO GENERAL.

Este trabajo tiene como objetivo la obtencion de cepas mejoradas de Rhizopus
delemar CDBH313 en los niveles de produccion de lipasa o insensibles al efecto negativo
de glucosa, a través de técnicas de mutagénesis tradicionales,

2. OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Determinar la variabilidad natural de la produccion de lipasa en la cepa silvestre
de Rhizopus delemar .

b) Determinar la estabilidad de la produccién de lipasa en Ia cepa de
Rhizopus delemar.

c¢) Determinar el efecto de los constituyentes del medio en solido y en
fermentacion sumergida en la produccion de lipasa.

d) Determinar la sensibilidad de Rkizopus delemar a 2-Desoxiglucosa.
¢) Establecer las condiciones de seleccion de mutantes hiperproductoras de lipasa,
f) Establecer las condiciones de mutagénesis empleando luz ultravioleta.

g) Caracterizar las mutantes obtenidas en términos de actividad lipolitica,
resistencia a efecto negativo de glucosa y estabilidad.
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CAPITULO 4
MATERIALES Y METODOS.

MICROORGANISMO

Se utilizé la cepa de R delemar CDBH313 proveniente de la coleccion de
cultivos CINVESTAV  IPN. La conservacién sc realiz6 a 4°C en tubos de agar
inclinado con medio agar papa dextrosa (PDA) (Difco Laboratories. Detroit Michigan
USA) cubiertos con parafina estéril (Sigma chemical San Louis Mo.) y sellados con
Parafilm.

MEDIO DE CULTIVO.

Se uso el medio de cultivo "D" reportado por Celerin & Ferguson (1971)
suplementado con casaminoécidos (Difco Laboratories. Detroit Michigan USA) al 1% y
tributirina (Sigma Chemical Co., San Louis, Mo.) al 1%. Para medio solido se agregd
agar (Difco Laboratories Detroit Michigan USA) al 1.5%. Cuando se us6 aceite de olivo
se afadio por separado a cada matraz en una concentracion del 2 %.

SUSPENSION DE ESPORAS.

Para la obtencion de esporas, se sembré el hongo por picadura en matraces de
250 mi conteniendo 50 ml de medio PDA. Se incubé durante 6 dias en una incubadora
Gravity Convection Incubator Precision a una temperatura de 29 C hasta esporulacion.
Todas las demés incubaciones en medio sélido se llevaron a cabo en la misma
incubadora.

Las esporas se recolectaron en una mezcla de glicerol/agua (1:1) siguiendo el
procedimiento indicado por Kawasaki (1991). La suspension obtenida se transfirié a
tubos de ensayo y se almacend a 40 C.

PREPARACION DE INOCULO.

El ineulo para cultivo sumergido consiste en una suspension de esporas de R
delemar con una densidad oOptica de 0.06, leida a 540 nm en un espectrofotometro
Spectronic 21 D (Milton Roy ) usando como blanco una mezcla de glicerol/agua (1:1).
CONDICIONES DE FERMENTACION.

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50

ml de medio de cultivo y fueron inoculados con 1 ml de una suspension de esporas (D
0 = 0.06 ). Se incubaron durante 96 horas a 299C y 150 rpm en una incubadora de
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agitacion rotatoria New Brunswick. Todos los experimentos se realizaron por triplicado
y los resultados se presentan como media y desviacion estandard.

ACTIVIDAD LIPOLITICA.

La actividad lipolitica en medio sélido se determiné por la produccion de halo de
claridad en cajas petri conteniendo 15 ml de medio " D " {suplementado con tributirina al
1% y emulsificado en una licuadora a 37°C), después de 72 horas de incubacion a 29°C.

En fermentacion sumergida la actividad lipolitica de los filtrados libres de células
se midio por caida de pH, después de dializar las muestras contra agua destilada durante
24 horas a 40C, usando un potenciometro (Orion M 520A ) cuyo electrodo fue
colocado en un tubo de 30 ml con ta solucion de trabajo dentro de un bafio de contro! de
temperatura (Exacal Nestab instruments U.S.A.) y agitacién magnética (stirrer M 4802-
00). Se usé una mezcla de solucion de tributirina (99 %) (Sigma Chemical Co San Louis
Mo.) al 5% (v/v) en agua destilada fria, 0.01% de tween 80 (Canamex S.A. de C.V,
México) y una solucion buffer tris-maleatos {tris hidroximetil- aminometano p.a. Merck
FRG.)5mMpH7

L.os resuitados obtenidos se compararon con una curva patron de acido butirico
al 5%. Se obtienen valores de actividad en micromoles de acido butirico liberados por
minuto con un mililitro de enzima (Menassa 1982). Se define como una unidad de
actividad a la cantidad de enzima que libera una micromol de icido butirico en un
minuto de reaccion bajo las condiciones sefialadas por Menassa y Lamberet en 1982,
reportado por Espinosa et al. (1990).

PROTEINA EXTRACELULAR.

Fue cuantificada usando ¢l método de Lowry (1951), después de dializar las
muestras contra agua destilada durante 24 horas a una temperatura de 4°C. La lectura
se realizod a 590 nm y los resultados obtenidos se compararon con una curva patron de
Albdmina (500 pg/mi)

BIOMASA

La biomasa fue cuantificada por peso seco. Después de filtrar las muestras de
fermentacion en sistema millipore, usando papel filtlro Whatman N 1 a peso constante,
ja biomasa fue colocada en una estufa a 60°C por 24 horas, transcurrido este tiempo se
pesaron las muestras y {a biomas fue calculada por diferencia de peso.

RELACION ENTRE EL TAMANO DE HALO Y LA CONCENTRACION DE
ENZIMA.

Se aplicaron 5, 10, 15 y 25 pl de enzima comercial Amano a una concentracidn
de 1.4 U/m! en circulos de papel de filtro Whatman N° 1 de 0.5 cm de didmetro, sobre

34



Muateriales y Métodos

medio de agar con tributirina. Se incubé a 29°C. Después de 72 horas se midi6 el
didmetro de halo y se establecio la relacion del mismo con la concentracion de enzima.

DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD

Se sembrd R. delemar en cajas petri conteniendo 15 ml de medio" D " con
tributirina 1% y desoxicolato de sodio 0.3 g/l. Después de 72 horas de incubacion a 299
C se midio el halo de 500 colonias, y se establecid la frecuencia de tamafio de halos de la
poblacion. El valor del halo se obtuvo por diferencia entre el didmetro total y el
diametro de la colonia.

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD

Se realizaron resiembras sucesivas de R. delemar cada diez dias por 7 veces
consecutivas, en medio PDA y conservando la cepa a temperatura ambiente. Las
fermentaciones y medida de actividad lipolitica se llevaron a cabo bajo las condiciones ya
mencionadas,

DETERMI.NACI(')N DEL EFECTO DE LOS CONTITUYENTES DEL MEDIO DE
SELECCION

Teniendo como base el medio " D " suplementado con aminodcidos se disefiaron
6 diferentes medios (Tabla 9)en los que se alternaron la fuente de carbono, tributirina al
1%; el inhibidor, desoxicolato de sodio 0.3 g/l (Sigma Chemical Co., San Louis, Mo.) y
el estimulador, aceite de oliva al 2% (Formex Ybarra, S.A. DE C.V. Meéxico). Se
probaron en sélido y en fermentacion sumergida.

En medio solido la actividad fue determinada a las 72 horas de incubacidén a
299C y en fermentacion sumergida a las 96 horas bajo las condiciones ya sefialadas.

TABLA 9: Medios probados en sélido y en fermentacion sumergida

MEDIOS FUENTE DE INHIBIDOR ESTIMULADOR
CARBONO Desoxicolato de | Aceite de oliva
Tributirina sodio
1 + + +
2 + - +
3 + - N
4 + ¥ -
5 - - +
6 - + +
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SENSIBILIDAD DE Rhizopus delemar A 2- DESOXIGLUCOSA.

Se plaqued una suspension de 1x 107 esparas / ml de Rhizopus delemar en
medio "D" con desoxiglucosa a tres diferentes niveles de concentracién: 0.01, 0.05 y 0.1
gr/l para determinar el grado de sensibilidad de la cepa a este quimico.

MUTAGENESIS.

10 ml de una suspensién de esporas con una concentracion de 1x1 07esporas /
ml,, sobre una caja petri bajo agitacion constante, se expusieron a la accion de la luz
ultravioleta de una limpara manual (UVP, INC. modelo UVL- 21) de 366 nm de
longitud de onda, a una distancia de 15 cm. Se tomaron muestras de 1 m] cada 60
segundos por 5 minutos y se realizaron las respectivas diluciones para evaluar
sobrevivencia en medio PDA. Las muestras originales se conservaron a 40C, Todas las
manipulaciones se realizaron bajo una campana de flujo laminar y en completa
oscuridad. Las cajas petri para determinar el niimero de sobrevivientes fueron cubiertas
con papel aluminio ¢ incubadas a una temperatura de 29°C +/ - 19C durante 72 horas.

" En la Figura 2 se presenta el procedimiento seguido en el proceso de mutagénesis

CONDICIONES DE SELECCION DE MUTANTES

Las mutantes s¢ selecccionaron por su capacidad de producir halos de
claridad sobre medio "D" con tributirina emulsificada como unica fuente de carbono y
tomando como nivel base el mayor tamafio de halo encontrado en la poblacion no
mutagenizada. Con el proposito de detectar mutantes resistentes al efecto negativo de
glucosa, las colonias fueron después plaqueadas en medio conteniendo tributirina y 2-
desoxiglucosa a tres diferentes niveles de concentraciéon 0.01, 0.05 y 0.1 g/l. Un plaqueo
directo en este medio de seleccion usando la concentracion de 0.1 g/l fue también
realizado. Las cajas petri fueron cubiertas con papel aluminio e incubadas a una
temperatura de 299C +/- 10C durante 72 horas. en medio "D" y durante 84 horas en
medio con 2-desoxiglucoss. La Tigura 2 muestra el procedimiento seguido en el
proceso de mutagénesis y seleccion.

CARACTERIZACION DE MUTANTES.

Despucés de crecer las cepas en medio PDA con 2-desoxiglucosa durante 6 dias a
290C hasta esporulacion se obtuvo una suspension de esporas y las fermentaciones se
llevaron a cabo en la condiciones ya sefialadas. Se detenminaron la actividad lipolitica,
biomasa y proteina extracelular. La Figura 3 presenta el procedimiento realizado para la
caracterizacidn de mutantes.

36



Materiales y Métodos

MUTAGENESIS

CONDICIONES

1X 10’ ESPORAY mi
LUZUV:366 nm
DISTANCIA: 15 cm

TIEMPO: 60, 120, 180, 240, 300(s)

AGITACION: CONSTANTE

MANIPULACIONES EN OSCURIDAD

PLAQUEO MEDIO PDA
DETECCION DE
SOBREVIVIENTES
CURVA SOBREVIVENCIA

PLAQUEO MEDIO "D'
CON TRIBUTIRINA
DETECCION
HIPERPRODUCTORAS

PLAQUEO MEDIO "D"
CON 2-DESOXIGLUCOSA
DETECCION RESISTENTES
A EFECTO NEGATIVO DE

GLUCOSA

SELECCION MEDIO "D"

0050 g

CON 2-DESOXIGLUCOSA ||
‘ ’ | *| CON 2-DESOXIGLUCOSA

- CONSERVACION
MEDIO PDA

MEDIO PDA

CONSERVACION

CON 2-DESOXIGLUCOSA

FIGURA 2
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CARACTERIZACION DE MUTANTES

OBTENCION DE ESPORAS
MEDIO PDA
CON 2-DESOXIGLUCOSA

T

FERMENTACION

-
[ I ]
ACTIVIDAD PROTEINA
LIPOLITICA BIOMASA EXTRACELULAR
FIGURA 3
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CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSION

ESTANDARIZACION DEL METODO DE SELECCION. RELACION DEL
DIAMETRO DE HALO CON LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA.

Una de las técnicas que permite identificar microorganismos lipoliticos en medio
sélido es la técnica de difusion radial, fa cual se fundamenta en la difusion de la enzima
en agar emulsificado con tributirina. Al actuar la enzima y romper el triglicérido genera
halos de claridad alrededor de las colonias productoras de la misma (Fox, 1983). Con el
propésito de establecer un pardmetro indicador de actividad que pudiera facilitar la
seleccion de cepas hiperproductoras de lipasa en Rkizopus delemar, el primer paso en el
desarrollo de este trabajo consistié en determinar la relacion existente entre el diametro
de! halo y la concentracion de la enzima (en relacion a volumen). Para esto, circulos de
papet filtro, segiin se describe en materiales y métodos, impregnados con 5, 10, 15 y 25
u! de enzima comercial (1.4 U/ul) se incubaron sobre medio con tributirina. Después de
72 horas se midieron los halos de claridad producidos y se relacionaron con el logaritmo
de concentracidn de la enzima, determinandose de este modo la relacion existente entre
el didmetro del halo y la concentracién de la enzima. La relacion obtenida se presenta en
Figura 4.

Los resultados muestran que existe una correlacion lineal entre el halo de
claridad producido y la concentracion de enzima, lo que indicaria que a mayor diameiro
de halo hay mayor actividad. Sin embargo, no es posible determinar valores en unidades
a partir de mediciones de halo. Esto puede deberse a que factores como la difusién de la
enzima pueden influir en la extension de la zona de claridad, ya que la actividad de las
lipasas no sélo depende de la concentracion de la enzima, sino también del drea en
contacto entre la enzima y cl sustrato. Por lo que en el presente trabajo los valores de
actividad se expresan en funcion de didqmetro de halo cuando asi se midieron y sélo se
expresardn en términos de unidades cuando se evalué la actividad por el método de
caida de pH. La medicion de diametro de halo se empleara para analizar a las colonias en
términos de variabilidad y estabilidad, pues, permite evaluar un gran nimero de colonias
con facilidad y economia. La técnica de caida de pH se emplera para determinar los
valores de actividad en unidades internacionales en muestras provenientes de
fermentacion sumergida.

VARIABILIDAD DE LA CEPA:
La produccion de metabolitos microbianos presentan normalmente variabilidad y
es importante establecer los valores extremos que se presentan en una poblacion para

reconocer cepas hiperproductoras. En virtud de lo anterior el siguiente paso en el
desarrollo del presente trabajo consistié en determinar el grado de variabilidad para
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lipasa de Rhizopus delemar. Para ello se plagqued una suspension de esporas sobre
medio de agar con tributirina y se midieron los halos de claridad de 500 colonias.

RELACION DEL DIAMETRO DEL HALO CON KL
LOGARITMO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA.
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La relacion lincal descrit en esta figura muestra una pendiente de 0.041803729, una ordenada al
origen de 0.340680845 y un coeficiente de correlacién de r= 0.994046098.

FIGURA 4

La poblacion tuvo una distribucion normal, en donde la mayoria de colonias
produjeron halos de 0.5 -0.6 cm, el 33% alcanz6 0.6 cm. y menos del 5% presentaron
halos de claridad de 0.8 cm. La distribucion se muestra en la Figura 5.

Como se puede observar existe gran variabilidad en la produccién de lipasa, en
este microorganismo, ya que los valores miximos tienen una magnitud del doble al de
los minimos detectados con esta metodologia. Este problema ya ha sido sefialado para la
manipulacion de este organismo (Espinosa, comunicacién personal). Entre los hongos
suele presentarse una alta variabilidad por la coexistencia en una poblacién de elementos
con diferentes caracteristicas genéticas, producto de segregacidbn y recombinacion
mitética, por lo que los niveles de produccién de un metabolito no son discretos, sino
que siguen un patron de distribucion generalmente normal. Esta variacién no estd
restringida a aislamientos naturales sino también alcanza los obtenidos en tratamientos
mutagénicos y en procesos de recombinacion. Existen pocos casos de hongos en los que
existan estudios de niveles de variacion genética y entre ellos destaca Newrospora
crassa, Aspergiflus nidulans y Schizophyllum commune, en los que se han analizado
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fendémenos como crecimiento y tiempo de fructificacion (Catten, 1979). Un ejemplo
adicional es reportado por Cotty et al. (1990), quienes usaron el mismo método
empleado en este trabajo, es decir medida de halos de claridad alrededor de la colonia,
para determinar la produccion de poligalacturonasa en diferentes cepas de Aspergillus
favus aisladas como contaminantes agricolas. Ellos encontraron una alta variacion en la
produccion de enzimas entre aislamientos, pues de 87 aislamientos probados 15 no
produjeron poligalacturonasa o, si se ésta se produjo, no fue detectada en los limites de
sensibilidad del ensayo. La produccion de la misma, como en el caso de este trabajo,
presenta una distribucion normal y hay una variacion ligeramente superior al 100% entre
el valor minimo y el miximo. Estos autores sefialan que la presencia o ausencia de la
enzima y la consiguiente variacion en la produccidn de la misma son resultado de una
adaptacion ecoldgica, al provenir de diferentes sitios y poseer otras caracteristicas
igualmente variables.

La diversidad de una poblacion puede desarrollarse a través de largos periodos
de una coevolucién con fuentes especificas de nutrientes. Esta diversidad puede también
estar vinculada con la variacion en el nlimero de genes que determinan la actividad. Este
hecho es ejemplificado por Wagner et al., (1988) quienes investigaron la variabilidad
genética de la actividad de la glutamato deshidrogenasa en micelio monocariético y
dicariodtico del hongo Hebeloma cylindrosporum con el intento de establecer si esta
actividad podria ser usada como base de seleccién en un programa que pretende detectar
cepas o micelio que muestren mejoramiento en la asimilacion de nitrégeno. Ellos
encontraron que alta variabilidad en la poblacion estudiada, en donde los niveles mas
altos superan en diez veces a los mas bajos, y los niveles de actividad dependian del
hecho de que el micelio fuese mono o dicaridtico, pues los dicaridticos mostraron un
promedio de 3 veces mas actividad que los monocariéticos.

La coincidencia entre estos resultados y los obtenidos por este grupo de trabajo
permite concluir que a pesar de la variabilidad presente se puede establecer un limite
para seleccion de hiperproductoras de lipasa sobre el mayor halo encontrado 0.8 ¢m en
una poblacion normal.

La diversidad de una poblacién puede desarrollarse a través de largos periodos
de una coevolucidn con fuentes especificas de nutrientes. Esta diversidad puede también
estar vinculada con la variacién en el nimero de genes que determinan la actividad. Este
hecho es ejemplificado por Wagner et al., (1988) quiencs investigaron la variabilidad
genética de la actividad de la glutamato deshidrogenasa en micelio monocaritico y
dicariotico del hongo Hebeloma cylindrosporum con el intento de establecer si esta
actividad podria ser usada ‘conio base de seleccién en un programa que pretende detectar
cepas o micelio que muestren mejoramiento en la asimilacién de nitrdgeno. Ellos
encontraron que alta variabilidad en la poblacion estudiada, en donde los niveles mis
altos superan en diez veces a los mas bajos, y los niveles de actividad dependian del
hecho de que el micelio fuese mono o dicariotico, pues los dicariéticos mostraron un
promedio de 3 veces mas actividad que los monocariéticos.
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La coincidencia entre estos resuitados y los obtenidos por este grupo de trabajo
permite concluir que a pesar de la variabilidad presente se puede establecer un limite
para seleccion de hiperproductoras de lipasa sobre el mayor halo encontrado 0.8 ¢m en
una poblacion normal,

VARIABILIDAD DY HALO DE LIPOLJS1S DE AISLADOS DIVERSOS DE

Rhizopus delemar

NUMERO DE COLONIAS

200
150
100
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0 / B
[} os 0.6 "9 08
DIAMETRO DEL HALO (cm)
TFIGURA §

ESTABILIDAD DE LA CEPA

El valor determinado en la etapa anterior puede ser irrelevante si la cepa presenta
pérdida de la capacidad de produccion de enzima tras una serie de transferencias. Por
tanto, resultaba fundamental evaluar la estabilidad de la cepa. Para ello se realizaron
resiembras y fermentaciones de Rhizopus delemar por 7 veces consecutivas cada 10
dias a fin de establecer el grado de variacion en la produccidn de enzima. Los resutados
obtenidos se presentan en la Figura 6

Un andlisis estadistico de los datos demuestran que existe diferencia altamente
significativa entre la actividad lipolitica de las diferentes resiembras. La prueba de
Duncan indica que en las resiembras 2 y 4 es donde se obtiene la mayor actividad
flipolitica , en las resiembras 3, 5 es menor, en la resiembra 1 es mds baja que en éstas y
las resiembras 6 y 7 son las que presentan la menor actividad lipolitica entre todas ellas.
Los valores promedio de actividad con sus respectiva desviacion estandard para cada
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resiembra y la sepearacion de medias de acuerdo a la prueba de Duncan se muestran en
la Tabla 10.

P
VERIFICACION D LA ESTABILIDAD DE PRODUCCION DE LIPASA IN LA CEPA
CDBH 313 DE Rhizopus delemar

IACTIVIDAD LIPOLITICA (U/ml)
20

I Degviacién standard
4 Actividad

! 2 3 4 ] 6 7

NUMERO DE RESIEMBRAS
FIGURA 6

TABLA 10. Analisis de estabilidad de la produccion de lipasa en la cepa CDBH313 de
R.delemar tras siete resiembras

RESIEMBRA ACTIVIDAD LIPOLITICA | CLASIFICACION
(U/ml) DUNCAN
Media [
1 1542 =+ 0.43 b
2 1646 =% 0.76 d
3 16.07 &+ 0.60 c
4 17.05 =+ 0.78 d
5 15.78 =+ 0.33 c
6 1443 =+ 0.28 a
7 1395 + 0.16 a

Letras diferenles indican diferencia significativa al 3% de significancia
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Los resultados indican que hay una tendencia hacia la disminucion de la actividad
enzimadtica, particularmente después de la quinta resiembra. Los niveles sélo son
menores en 10% del valor inicial. Estos niveles son inferiores al rango de variacién
mostrado por colonias aisladas en forma independiente para verificar la variabilidad
natural de la cepa. El nivel de pérdida de capacidad de produccion de enzima es menor
comparado con los resultados obtenidos por otros autores, como en el estudio realizado
por Kiinkel et al (1992) sobre la inestabilidad genédtica de la cepa industrial de
Penicillum chrisogenum donde se determino un descenso marcado en la produccién de
penicilina tras seis resiembras, el cual fue acompafiado de un incremento de la capacidad
de esporulacion, observacion que coincide con el comportamiento de R. delemar.
También reportan una disminucién en el contenido de DNA en las segregantes bajas
productoras dato que se deberd estudiar para R. delemar. Un estudio molecular y
cromosdémico de la poblacion se podria realizar haciendo uso de técnicas como
electroforesis en pulso y deternminacion de cariotipos moleculares, para determinar
estado ploidia y nlimero de copias de gen.

ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SELECCION DE MUTANTES

EFECTO DE LOS CONSTITUYENTES DEL MEDIO DE SELECCION SOBRE LA
PRODUCCION DE LIPASA:

Estudios previos realizados por el grupo de trabajo (Espinosa, 1990) indicaron
que a pesar de la relacién mostrada entre el didmetro de halo de claridad y actividad
enzimatica, mutantes seleccionadas con este criterio no se comportaron como tales al
cultivarse en fermentacion sumergida. La oxigenacion y los constituyentes del medio de
seleccion pudieran ser factores limitantes en la seleccion de mutantes de Rhizopus
delemar hiperproductoras de lipasa para fermentacion sumergida, por ello el efecto de la
tributirina, desoxicolato de sodio y aceite de oliva sobre la produccion de lipasa fue
evaluadn, para esto se diseflaron seis medios de cultivo con presencia y ausencia de los
diferentes componentes y se probaron tanto en medio solido como en fermentacién
sumergida, para tratar de esclarecer el fenbmeno.

MEDIO DE SELECCION EN BASE SOLIDA

Se seleccionaron estos tres componentes pues la tributirina y el aceite de oliva
son fuentes lipoliticas generalmente usadas para deteccion de microorganismos
lipoliticos que permiten la identificacién de colonias productoras por generacion de
halos de claridad alrededor de las mismas. Por otro lado, Rhizopus requiere el uso de
inhibidores para limitar su crecimiento y evitar la expansion de las colonias (Espinosa,
1990) ya que es un hongo filamentoso y, como tal, su desarrollo en el medio es
exhuberante y muy extendido; el desoxicolato de sodio cumple con esta funcién.

Los resultados obtenidos en medio sélido se presentan en la Tabla 11. Como
podemos observar en la tabla, el mejor medio para nuestro proposito fue el que contiene
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tributirina y desoxicolato de sodio porque permite obtener colonias separadas y apreciar
més nitidamente el halo de actividad.

Los medios anteriores no contenian glucosa, componente usual en el medio
empleado en fermentacion sumergida, por lo que también se probaron las combinaciones
anteriores con adicion de glucosa al 1% y al 4%. Los resultados fueron similares a los
obtenidos en su ausencia, y solamente variaron en la proporcidn de crecimiento del
micelio pues con glucosa al 4% es muy abundante. El halo de actividad siempre se
visualiza mejor en el medio que contiene tributirina y desoxicolato de sodio.

Para tratar de obtener mejor resolucion se variaron los niveles de desoxicolato de
sodio, manteniendo el nivel de aceite de oliva y glucosa al 1%. Se logrd visualizar un
halo definido, pero opaco, usando el doble de concentracion de desoxicolato de sodio,
por lo ya no se usaron concentraciones mayores.

TABLA 11. Efecto de los constituyentes del medio de seleccion sobre el crecimiento
y produccidn relativa de lipasa er medio s6lido

MEDIO | COMPONENTES CRECIMIENTO HALO
T D AO
1 + + + COLONIAS UN TANTO SEPARADAS, | NO SE OBSERVA
BUEN DESARROLLO DEL MICELIO
2 + - + COLONIAS MUY JUNTAS A VECES NO SE OBSERVA

SUPERPUESTAS, EL DESRROLLO DE
DEL MICELIO MENOR QUE EN 1

3 + - - COLONIAS JUNTAS, POCO CLARO . PERO
DESARROLO DEL MICELIO IRREGULAR.

4 + + - COLONIAS SEPARADAS, POCO BIEN DEFINIDO.
DESARROLLO DEL MICELIO

5 - - + COLONIAS JUNTAS DESARROLLO NO SE OBSERVA
MICELIAL ABUNDANTE

6 - + + COLONIAS MUY JUNTAS NO SE OBSERVA
DSARROLLO DEL MICELIO

ABUNDANTE MENOS QUE EN 5

(T=TRIBUTIRINA, D = DESOXICOLATO DE Na, A.O = ACEITE DE OLIVA).

PRODUCCION EN MEDIO LIQUIDO.

Los mismos medios probados en agar fueron evaluados en cuanto a su
produccion en fermentacion sumergida, los promedios de actividad lipolitica y biomasa
con sus respectivas desviaciones estandares, asi como fa actividad lipolitica especifica en
cada medio se presenta en la Tabla 12.
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Al realizar el andlisis estadistico de los datos se encontrd que existe diferencia
altamente significativa en la actividad lipolitica producida en los diferentes medios asi
como en la cantidad de biomasa presentada en cada caso. La prueba de Duncan (Tabla
13) separa a los medios en cuatro grupos, segin la actividad producida en ellos, en los
medios 3 y 4 se obticne la menor actividad lipolitica, en los medios 1 y 2 es mejor a los
anteriores, le siguen en cantidad el medio 5, y la mayor actividad es producida en el
medios 6. Cuando se analizd los medios con respecto a la biomasa producida en ellos
Duncan los clasificd en tres grupos, igual que para actividad los medios 3 y 4 es donde
se obtuvo menos biomasa, le siguen a estos los medios 1 y 2 y donde se produce la
mayor cantidad de biomasa son los medios 5 y 6.

TABLA 12. Efecto de los constituyentes del medio de seleccion en crecimiento
y actividad enzimatica en fermentacion sumergida,

MEDIO | COMPONENTES ACTIVIDAD BIOMASA | ACTIVIDAD
T D Ao LPOLITICA LIPOLITICA
(U /ml) (mg/ ml) ESPECIFICA

(U/mg)

1 + 4+ -+ 10.80 %097 0.83 +0.08 13.01

2 + - + 981 £ 1.0 1.33 £ 0.15 738

3 + - - 7.30 + 044 0.41 £ 0.07 17.80

4 + + - [778 £058 (046t 0.08 16.91

5 - = 114063 & 043 115,36 * 0.06 0.95

[ -+ 4+ 16.51 + 042 |14.87 £0.60 1.11

( T=TRIBUTIRINA, D= DESOXICOLATO DE NA, A.O. = ACEITE DE OLIVA).

TABLA 13, Clasificacion de medios de acuerdo a la prueba de Duncan

MEDIOS | CLASIFICACION DE ACUERDO A DUNCAN
ACTIVIDAD BIOMASA
1 b b
2 b b
3 a a
4 a a
5 c c )
6 d c '

Letras diferentes indican diferencia significativa al 5% de significancia.
ju
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De acuerdo con ésto los mejores medios respecto a la actividad lipolitica y
biomasa obtenida en ellos son los medios que no contienen tributirina, pero si aceite de
oliva ( medios 5 y 6). Estos resultados muestran que la tributirina no es efector positivo
de la produccion volumétrica de lipasa, como lo es el aceite de oliva. Por el contrario,
parece afectar de manera notable y negativa el crecimiento, lo que repercute en una alia
produccion especifica. Este efecto negativo de la tributirina podria representar
problemas en la seleccion de mutantes, pues pudieran seleccionarse aquellas resistentes
al posible efecto toxico de la misma pero no hiperproductoras de enzima. El incremento
sustancial en la formacidn de lipasa por adicion de triglicéridos o aceites ya ha sido
sefialado para microorganismos: como Candida paralipolytica y Rhizopus japonicus
(Macrae 1983) y también ha sido reportado para la lipasa de Rhizopus delemar
(Espinosa et al (1990).

Como podemos apreciar al comparar las condiciones en que aparece el
desoxicolato de sodio independientemente de la fuente de lipidos, en los valores
mostrados en la tabla; se observa que el desoxicolato de sodio ejerce un ligero efecto
positivo sobre la produccién de enzima. Esto posiblemente se deba a que favorece la
secrecion. Macrae (1983) indica que para muchos microorganismos una proporcion
sustancial de lipasa extracelular aparentemente permanece adherida a las paredes
celulares. La presencia de la enzima unida a las paredes celulares puede inhibir la
excrecion de lipasa adicional al medio de cultivo, reduciendo de este modo el
rendimiento de lipasa extracelular. Es de esperarse que sustancias que estimulan la
liberacion de lipasa de las paredes celulares incrementen la formacién de lipasa
extracelular, asi por ejemplo, en G. candidum la adicién de altos niveles de iones de
magnesio al medio de crecimiento causa liberacion de la lipasa de las paredes celulares
incrementando la produccion de la lipasa extracelular, Esto mismo podria ocurrir con el
desoxicolato de sedio, al modificar la permeabilidad de la membrana celular. Hugo
(1992) sugiere que los detergentes anidnicos pueden interaccionar con la pared celular y
otras estructuras cxternas de la membrana citoplasmatica de celulas microbianas
causando disgregacion debido a su accidn sobre los componentes lipidicos de la pared,
modificando la permeabilidad, causando lisis o provocando la muerte; el grado de dafio
depende del microorganismo y de Ia concentracion usada. En E. coli y Proteus vulgaris
el desoxicolato de sodio interfiere con la flagelacion y motilidad (DMello &Yotis, 1987).
Por otro lado, las sales biliares han sido reportadas por Haas y Bailey (1993) entre los
agentes que favorecen la produccion de lipasas.

Los halos de claridad pueden ser observados mas nitidamente en medio con
tributirina que en medio con aceite de oliva. Por lo tanto, a pesar del efecto negativo que
ejerce la tributirina sobre [a produccion de enzima en fermentacion sumergida, el medio
de seleccién en sélido incluye tributirina para detectar los halos y desoxicolato de sodio
porque permite obtener colonias aisladas. El mejor medio para fermentacién sumergida
contiene glucosa y aceite de oliva y ninguno de los otros ingredientes Pero ésto indica
que es posible se presenten diferencias entre las mutantes aparentes en solido y los
valores obtenidos en liquido.
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DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A 2- DESOXIGLUCOSA.

Con la finalidad de establecer la concentracién de 2- desoxiglucosa en el medio
de cultivo a usarse para la seleccion de mutantes, se determiné [a sensibilidad de la cepa
a este andlogo. Una suspensidn de 1x107 esporas/ml. se plaqued en medio "D" con el
analogo a 3 diferentes concentraciones, 0.01, 0.5 y 0.1 g/l. No se obtuvo crecimiento en
0.5y 0.1 g/1 y sélo en la concentracién 0.01g/l se desarrollaron un promedio de 3
colonias por caja, por lo que en adelante se trabajaria con esta concentracion. Estos
niveles de resistencia estan dentro del rango reportado para otros microorganismos
(Barredo et al., 1988, Boze et al,, 1989, Mot y Verachtert, 1987).

MUTAGENESIS:

El método mis comin usado para la obtencion de cepas hiperproductoras es el
tratamiento de la poblacion con un agente mutagénico hasta que la mortalidad deseada
es obtenida. Las sobrevivientes se plaquean y se prueban todas las colonias resultantes o
grupos al azar en el medio de seleccion indicado (Demain 1973). Es importante buscar
aquellas colonias con un solo cambio genético ya que, como sefiala Baltz (1986), la
productividad de un metabolito puede ser influenciada por varios genes y se debe
maximizar la frecuencia de mutaciones deseadas, asi como minimizar las mutaciones no
letales en un sitio secundario que pucden desplazar el efecto positivo de las mutaciones
deseadas. La solucion en este caso es maximizar la frecuencia de sobrevivientes que
contengan en promedio una sola mutacion y evitar el contacto excesivo con el
mutagéno, que en realidad puede reducir dramaticamente la frecuencia de mutantes.

En este caso se probaron cinco tiempos de mutagénesis, ubicados en el rango de
0 a 300 segundos. Se empled una distancia fija y luz de onda corta. La curva de
supervivencia se observa en la Figura 7. Seg(n reporta la literatura, la relacion entre
rendimiento de la mutacion y dosis de radiacion es mas compleja para UV que para otro
tipo de radiaciones. Finchman et al. (1979), sefialan que las sobrevivientes a periodos
largos de exposicion tienden a no ser mutantes y sdlo puede explicarse si la fraccién de
las células o la poblacion nuclear es relativamente resistente tanto a la mutacion como a
1a muerte. Por otro lado, se ha visto que a bajas dosis el nimero de mutantes obtenidas y
el tiempo de exposicion guardan una relacion lineal (Market, 1953) Teniendo en cuenta
estas afirmaciones y los porcentajes de supervivencia obtenidos en el tratamiento
mutagénico, el tiempo seleccionado para evaluar posibles mutantes fue 120 s, que es el
momento en que se presenta una caida drastica de la poblacion, si bien la mortalidad
alcanzada es solo del 70%, ligeramente inferior al manejado en la mayor parte de la
literatura, que es el 90% o superior.

SELECCION DE MUTANTES

La seleccidn y acumulacion de cepas con propiedades deseables puede llevarse a
cabo en solido o en liquido. Si el rendimiento en placa tiene alguna relacion con el
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cultivo sumergido, el método tiene una aplicacion directa en la seleccién de mutantes
superiores o scbreproductoras (Demain, 1973 ). Esta técnica ha sido muy empleada en
programas de mejoramiento de cepas y fue tomado en cuenta para en el proceso de
seleccion. La busqueda de hiperproductoras de lipasa se realizd por plaqueo en medio
"D" emulsificado con tributirina. como Unica fuente de carbono o, segin el caso, en
presencia de analogo. Se plaquearon aproximadamente 10 000 colonias. Se les midio el
halo después de 72 horas de incubacion a 299C en los medios sefialados. Ninguna
colonia produjo halos mayores de 0.8 cm. de diametro, que fue colocado como limite
para seleccion de hiperproductoras, de acuerdo a los resultados obtenidos al determinar
la variabilidad de la cepa. Posiblemente el lapso de incubacién fue corto, pues el
microorganismo necesitaba recuperarse del efecto del agente mutagénico y el tiempo
empleado fue el mismo usado para la poblacion en condiciones normales. No se
apreciaron diferencias morfologicas entre colonias. En algunos casos la morfologia ha
sido asociada. con niveles de represion para algunas enzimas y sobreproduccién, pero
mayormente en relacion a metabofitos primarios.

CURVA DE SUPERVIVENCIA.

PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA.
100

80

60

40

60 120 180 240 300
TIEMPOS DE EXPOSICION (s)

FIGURA 7
La cuenta de colonias se realizé de la dilucion 1073

Ante [a no deteccion de colonias hiperproductoras en condiciones en el que el
inico criterioc de seleccidon era el didmetro del halo, se recurrio a la bisqueda de
mutantes resistentes al anilogo DOG. Entre las mutantes resistentes a andlogos a
menudo se encuentran mutantes regulatorias altamente productoras (Demain, 1973). Las
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500 colonias.con mejores halos fueron replicadas en medio "D" con 2-desoxiglucosa en
los 3 niveles de concentracién considerados previamente (0.01, 0.05, 0.1 g/l). El
nimero de colonias desarrolladas en cada nivel se muestra en la Tabla 14,

TABLA 14. Colonias desarrolladas en medio "D" con 2-desoxiglucosa

2-DESOXIGLUCOSA (g/1) | 0.01 0.05 0.1
COLONIAS 312 146 42
DESARROLLADAS
POBLACION REPLICADA 500

Las 42 colonias obtenidas en medio "D" con 0.1 g/l. de 2-deoxiglucosa, fueron
replicadas nuevamente en medio con 2-desoxiglucosa. Después de 84 horas de
incubacién a 290C se midié el halo de actividad. Las colonias con su respectivo halo se
muestran en la Tabla 15. Como se puede observar en la tabla, 23 de ellas (54% de total)
presentaron halos por encima de 0.8 cm.

TABLA 15, Didmetro de halo de lipélisis de colonias desarrolladas en 0.1 g/l. de
2-desoxiglucosa

TAMARO DE | No. DE COLONIAS
HALO
(em)

1.3

1.2

1.0

0.9

08

0.7

0.6

[ |

=

KOO

Por otra parte se tomaron esporas provenientes del tratamiento mutagénico y se
plaquearon directamente sobre medio "D" con 2-desoxiglucosa 0.1g/l, ya que era el
unico medio en el que se habian detectado colonias hiperproductoras. Con este
procedimiento cuatro colonias crecieron de un total de 2 x 104 esporas plaqueadas y
posteriormente se les determind el diametro de halo que se muestran en la Tabla 16.

CARACTERIZACION DE MUTANTES EN FERMENTACION SUMERGIDA
La produccién en fermentacion sumergida es el criterio final de evaluacion de
eficiencia del método de seleccion en solido. Si el rendimiento en placa tienc alguna

relacién con el cultivo sumergido el método tiene una aplicacion directa en la seleccion
de mutantes con niveles de produccion superior. Como se ha dicho antes, factores como
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caracteristicas de crecimiento de la cepa en sélido, difusién de la enzima y permeabilidad
pueden generar diferencias de comportamiento entre las condiciones de seleccién y
produccion.

Las 10 colonias que presentaron halos mas grandes, independientemente del
método de seleccion con el que fileron encontradas, se probaron para la produccion de
enzima en fermentacion sumergida. Estas se muestran en la Tabla 16. Se debe hacer
notar que algunas de las cepas consideradas presentaban diferencias en cuanto
crecimiento. Asi, la cepa 4 tuvo un desarrollo més lento que las otras mutantes y las
cepas 13, 34, 45 presentaron halos grandes pero las colonias fueron mucho mas
pequefias que las demas mutantes,

TABLA 16. Colonias probadas en fermentacion sumergida

COLONIA | DIAMETRO | MODO DE OBTENCION

DE HALO EN MEDIO CON 2-
(de Lipolisis) DESOXIGLUCOSA

1 0.9

2 1.0

3 0.0 PLAQUEO DIRECTO.

4 1.2

25 12

32 L3

75 e -1.0 REPLICACION

1372

34 010

45 12

ACTIVIDAD LIPOLITICA EN FERMENTACION SUMERGIDA

Los resultados presentados en las Figuras 8 y 9, asi como en la Tabla 17,
indican que la actividad obtenida en medio con agar no guarda relacion directa con los
valores obtenidos en fermentacion sumergida. Esto indica que los halos no son
necesariamente indicadores de alta actividad volumétrica producida en medio liquido, ya
que el 50% de las cepas seleccionadas no se comportaron como sobreproductoras. Sin
embargo cinco cepas mostraron incrementos de cerca de 60% como promedio. Por lo
tanto el método de seleccion en solido puede ser (til para una seleccion primaria porque
permite reducir el nimero de colonias a probar, pero es imprescindible evaluar los
resultados en medio liquido. Esto representa un problema para el manejo de un gran
nimero de cepas.

l.os resultados obtenidos en fermentacion sumergida fueron analizados
estadisticamente para determinar si existia diferencia significativa de la actividad
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lipolitica al usar glucosa al 1% y 4 % para cada una de las cepas. Se encontrd que existe
diferencia altamente significativa para las cepas respecto a la actividad lipolitica en
glucosa al 1% y del mismo modo para las cepas crecidas en glucosa al 4%. Para las cepa
1y 2 la actividad lipolitica es mayor al 4%, para las cepas 4, 13 y S la actividad es
mayor al 1% para la cepa 3, 25 y 34 no hay diferencia significativa y la actividad es igual
para el 1% y 4%, para las cepas 32, 45 y 75 la actividad es mayor al 1% que al 4%.
Cuando se examin6 biomasa, se determind diferencia significativa entre la biomasa
producida con glucosa al 1% y la producida al 4%, es mayor al 1%. Ademds Existe
diferencia altamente significativa de la biomasa producida entre cepas al 1% y la biomasa
producida entre cepas al 4%. Para la cepa 2 y 4 la biomasa es mayor al 1%, para la cepa
S la biomasa es mayor al 4%, para las cepas 1, 3, 13, 25, 32, 34, 45, 75 no hay
diferencia sgnificativa y la biomasa es igual al 1% y 4%. La clasificacion de las cepas
respecto a la actividad lipolitica y biomasa producida con glucosa al 1% y glucosa al 4%
de acuerdo a la prueba de Duncan se presentan en la Tabla 18.

TABLA 17. Actividad lipolitica y Biomasa de las cepas con glucosa al 1% y glucosa al
4% en medio con aceite.

ACTIVIDAD LIPOLITICA BIOMASA
{U/ml) (mg/ml)
CEPA GLUCOSA 1% GLUCOSA 4% GLUCOSA 1% GLUCOSA 4%
MEDIA o MEDIA S MEDIA o MEDIA e}

22.40 +£1.09 27.22 £0.08 15.80 +0.89 1468 £092
21.53 £0.14 27.23 £0.30 1697 £0.62 12,99 £0.73
2324 £1.11 24.96 +0.30 14.47 +0.25 13.70 +1.47
22.35 £0.96 17.28 +0.16 15.86 +£0.74 13.29 +0.79
13 12.63 £0.30 7.97 £0.33 18.94 £1.30 1627 £0.1.2
25 21.68 =038 22,85 +0.83 16.30 +0.53 16.16 +£0.27
32 13.86 +£0.14 7.68 £0.55 16.37 £0.96 14,98 +£0.99
34 7.54 +£0.24 7.00 +0.16 16.00 £0.74 15.45 £0.67
45 8.80 £ 0.13 1822 +£0.24 15.76 +£0.91 15.82 +0.94
15 10.63 +0.08 831 x1.33 16.49 £1.20 17.58 £1.20
S 13,92 £0.10 11,09 +0.67 15.05 +£0.62 17.29 £0.65
S =c¢cpa silvestre

W -

En relacion a los niveles de produccion y sensibilidad al efecto de glucosa las
ccpas probadas presentaron diversos comporamientos Las cepas 13, 32, 34, 45, 75 no se
comportaron como hiperproductoras, pero entre estas las cepas 13, 32 y 75 presentan
niveles de actividad en el rango de la cepa silvestre y no pierden la sensibilidad al efecto
represivo con glucosa al 4% pues la actividad se reduce casi a la mitad en este medio,
comparado con el valor obtenido al 1%. En las cepas 34 y 45 la actividad es menor que
la cepa silvestre y no presentan diferencia de actividad con glucosa al 1% y al 4%. Esto
seria indicativo de que se trata de cepas insensibles a represién catabdlica pero no estan
afectadas en el nivel de produccion.

572



Resultados y discusion

TABLA 18 Clasificacion de las cepas respecto a la actvidad lipolitica y biomasa
producida en medio con glucosa al 1% y glucosa al 4% de acuerdo a Duncan

CEPAS ACTIVIDAD LIPOLITICA CEPAS BIOMASA
GLUCOSA 1% | GLUCOSA 4% GLUCOSA 1% | GLUCOSA 4%
1** g g 1 c d
2%% f g 2% * c a
3NS. g f 3NS. a c
4% * g d 4* c b
13* * d b 13 N.S. d f
25 NS. f e 25 N.S. c f
32* e b 32 N.S, c d
34 NS a a 34 NS, c d
45 ¥ b b 45 N.S. c e
75* ¢ b TSNS, c f
Skx* e c S** b f

Letras diferentes indican diferencia al 5% de significancia
(Comparacion con glucosa al 1%y 4%: * * = diferencia altamente significativa,
* = diferencia significativa, N.S = No significativa).

ACTIVIDAD LIPOLITICA DE DIVERSAS CEPAS MUTANTES DE R delemur.
1N FERMENTAGION SUMERGINA CON GLUCOSA AL 14 Y ACEITE AL 2%

ACTIVIDAD LIPOLITICA (U/mD)
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20t
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1 2 3 13 25 32 34 45 75 4 S
CEPAS

E‘Zﬁ ACTIVIDAD ESPECIFICA ACTIVIDAD BIOMASA

FIGURA B
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ACTIVIDAD LIPOLITICA DE DIYERSAS CEPAS MUTANTES DE
R.delemar EN FERMENTACION SUMERGIDA EN MEDIO CON GLUCOSA AL 4% Y ACEITE AL 2%

ACTIVIDAD LIPOLITICA (U/ml)

T

1 2 3 13 25 32 34 45 75 4 S
CEPAS

ACTIVIDAD ESPECIFICA ACTIVIDAD

BIOMASA

FIGURA 8

Las cepas 1, 2, 3, 25 y 4 pueden ser consideradas sobreproductoras. Las cepas 1,
2, 3 y 25 manticnen su patron de comportamiento productor en ambos casos,
independientemente de la concentracion de la glucosa 1% y 4 %, incluso los valores de
actividad de las cepas I, 2, 3 se ven ligeramente incrementados con glucosa al 4%, en un
rango que va de 2 a 6 unidades (7.5 a 25%) por lo que se considera corresponden a
cepas resistentes a represion catabolica. Las cepas 1 y 2 fueron las mejores productoras
y presentaron valores de actividad similares entre si, ligeramente superiores a 27
unidades. La cepa 4 es un caso particular, pues se comporta como sobreproductora con
glucosa al 1% y al 4%, pero su actividad en glucosa al 4% disminuye en algo méis de 5
unidades (22%). Estos valores estan todavia por encima de los producidos por la cepa
slivestre en glucosa al 1%.

Los medios de produccidn probados corresponden a condiciones que garantizan
el miximo de produccion volumétrica de lipasa, pero en ellos no se manifiesta
claramente e! efecto regulatorio ejercido por glucosa. Por ello, es fundamental evaluar el
efecto de la misma a altas concentraciones en ausencia de aceite. Esto se hizo con
aquellas cepas sospechosas de ser resistentes al fendmeno. Los resultados mostrados en
las Tablas 19 y 20 indican que las cepas siguen mostrando el comportamiento de
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sobreproduccion (60% mds que la cepa silvestre, inclusive como se puede observar la
actividad especifica es mucho mayor que en la cepa silvestre) y resistencia a efecto
carbono, que indica desrregulacion. Los valores obtenidos son menores a {os reportados
para fermentaciones previas al no haber aceite en ¢l medio de cultivo, que estimula tanto
crecimiento como actividad volumétrica. Por lo tanto, se puede asegurar que se trata de
mutantes hiperproductoras y derreguladas.

La frecuencia mutagénica calculada en cuanto a nimero de hiperproductoras es
de 5/10000 y en cuanto a resistenes a represion son 2/10000 que ademds son
hiperproductoras, mientras que 2/10000 son resistentes a carbono pero no
hiperproductoras, al menos en medio en presencia de aceite. Estos valores son aceptables
y corresponden a los reportados por la literatura (Esiksson y Johnsrud, 1983; Fiedurek et
al, 1986).

TABLA 19, Resultados obtenidos en fermentacién sumergida
en medio con glucosa 1%, sin aceite

CEPA | ACTIVIDAD LIPOLITICA BIOMASA ACTIVIDAD
(U/mi) (mg/ml) ESPECIFICA
MEDIA a MEDIA o (U/mg)
S 10.68 = 0.23 6.38 * 022 1.55
1 16.97 £ 0.43 6.79 + 0.17 2.49
2 16.39 + 0.49 6.73 £ 0.16 243

TABLA 20. Resultados obtenidos en fermentacién sumergida .
en medio con glucosa al 4%, sin aceite

CEPA [ACTIVIDAD LIPOLITICA BIOMASA ACTIVIDAD
(U/ml) (mg/ml) ESPECIFICA
MEDIA o MEDIA [s] (U/ng)
S 677 £ 055 6.90 + 0,18 0.97
1 16,10 £ 0,36 7.00 + 0,19 2.28
2 15.67 £ 0.49 7.00 £ 0.26 2.23
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Los genotipos asociados con las cepas seleccionadas pueden estar ubicados en
varios puntos. Pueden estar relacionados con la alteracién de una funcién regulatoria, en
algin gen vinculado con la biosintesis de lipasa, o en algiin gen que controla el
mecanismo de reguiacion por glicosa en Rfizopus delemar, de acuerdo a lo mencionado
por Jhonston, (1985), asi como en el transporte de glicosa o en el mecanismo de
secrecion de {a enzima. Debe también considerarse que se puede tratar de mutantes
pleiotropicas, cuya alteracion resulte en cambios en varios caracteres. Es frecuente que
con la Juz ultravioleta se generen pequefios cambios mutacionales en genes estructurales
o regulatorios. Gerhartz (1990) sefiala que cuando los cambios en componentes
estructurales a través de la mutacion corresponden a la pérdida de una funcién
regulatoria, éstos resultan en el mejoramiento de produccién de una enzima.

SECRECION.

Uno de los fenomenos generales que pueden explicar la resistencia a 2
desoxiglucosa es una alteracion en la permeabilidad y una modificacion en los niveles de
secrecion. Para evaluar esta hipotesis se determino la proteina extracelular en las cepas
consideradas hiperproductoras, tanto en glucosa al 1% como al 4% y los resultados se
presentan en las Tablas 21 y 22. Los valores de proteina extracelular obtenidos en todas
las cepas fueron menores al de la cepa silvestre. Los mis bajos fueron presentados por las
cepas 1, 2y 3, estos representan el 51, 42, y 37% respectivamente de los presentados por
la cepa sillvestre, mientras que en las cepas 4 y 25 fieron 18 y 12% respectivamente.
menores €sta. Esto indicaria que no esta afectado el nivel de secrecidn, pero si resulta que
en las cepas hiperproductoras la mayor cantidad de proteina excretada corresponde a
lipasa. Esto hace suponer que cl proceso de mutagénesis mejord especificamente el nivel
de secreccion para la enzima lipolitica, probablemente por modificacion del péptido sefial.

TABLA 21. Determinacion de proteina extracelular en las cepas mutantes con mayor
actividad fipolitica en mediocon aceite de oliva al 2% y glucosa al 1%

PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD/
CEPA EXTRACELULAR LIPOLITICA PROTEINA
(mig/ml) (U/ml) (U/img)
1 42.68 22.4 0.52
2 35..20 21.53 0.66
3 31.20 23.24 0.74
4 67.13 22.35 0.33
25 72.11 21.68 - 0.30
S 82.59 13.92- 0.16
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TABLA. 22. Determinacion de proteina extracelular en cepas mutantes con mayor
actividad lipolitica en medio con aceite de oliva al 2% y glucosa al 4%

PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD/
CEPA EXTRACELULAR LIPOLITICA PROTEINA
(mg/ml) (U/ml) (U/mg)
1 70.11 27.22 0.38
2 36.69 27.23 0.74
3 74.11 24.96 0.33
4 94.06 17.28 0.18
25 68.62 22.85 0.33
S 104.54 11.09 0.10
ESTABILIDAD

Una cualidad importante en cepas productoras y en las mejoradas a través de
procesos mutagénicos es la estabilidad del cambio generado. Esta fue analizada para las
mutantes obtenidas en medio "D"con 2-desoxiglucosa tras seis resiembras consecutivas
realizando mediciones de didmetro de halo. La medida de los diametros de halo después
de cada resiembra se presentan en la (Tabla 23)

TABLA 23. Estabilidad en la produccion de lipasa en cepas mutantes medida por
diametro de halo de Lipolisis tras séis resiembras,

CEPA RESIEMIBIRAS
1 2 3 4 5 6 media 4]
1 0.8 0.9 0.7 0.7 0.8 . 0.8 0.78 0.07
2 0.9 0.8 1.0 1.0 0.9 0.9 0.92 0.07
3 0.9 0.8 1.0 0.8 0.9 0.8 0.86 | 0.08
4 1.1 0.9 1.2 1.1 1.0 1.0 1.05 | 0.10
25 1.1 1.0 0,9 1,1 1.0 1.0 1,01 0.07
S 0.6 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6 0.64 0.05

El analisis estadistico de los datos revela que hay diferencia altamente significativa
entre las cepas analizadas. La prucba de Duncan separa a las cepas en 4 grupos ( Tabla
24 ) La cepa silvestre es la que presenta menor didmetro de halo en las cepas 1 y 3 el
diametro de halo es mayor al de la cepa silvestre, en la cepa 2 es superior al de las cepas
anteriores, y las cepas que presentan el mayor halo entre todas son las cepas 4 y 25.
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Tabla 24 Clasificacion de cepas mutantes de acuerdo a su estabilidad
segiin Duncan

CEPAS | CLASIFICACION
DUNCAN
1 b
2 c
3 b
4 d
25 d
S a

Letras diferentes indican diferencia significativa
al 5% de significancia

E! anélisis también indica que el diametro del halo no cambia para las resiembras
lo que significaria que la actividad lipolitica no varia o disminuye en las resiembras
sucesivas. Sin embargo, se determind que existe una tendencia de variacion de actividad
respecto al diametro inicial presentado por las cepas, en un rango no mayor del 15%,
caso especifico Ia cepa 25, pero existen casos en que los niveles detectados son mucho
mas estables, alcanzando niveles de 96 % en relacién al valor inictal. Estos resultados
permiten decir que las mutantes obtenidas manticnen sus niveles de produccion de enzima
y son estables al menos por el nimero de resiembras examinadas en este trabajo. Inclusive
se debe notar que los niveles de estabilidad de las cepas no difieren sustancialmente, a los
de la cepa silvestre en este andlisis, ni del valor obtenido previamente al determinar la
estabilidad de la produccion. Sin embargo habria que considerar que en una cepa mutante
siempre es posible hacer evidente la poblacion de mutantes inversas, los cuales pueden
influir en determinado momento en la estabilidad de una cepa. No se debe olvidar que las
cepas hiperproductoras han ganado esta capacidad sobreproductora por alteracion de su
estado fisiologico, y no se encuentran en condiciones naturales de las cuales ellas intentan
escapar para retornar a su estado natural, como lo sefiala Vanek et al (1990),
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

1) - La produccion de lipasa en Rhizopus delemar es variable, la poblacidon tuvo una
distribucion en 100% en cuanto al tamafio de halo producido por las colonias con minimo
y méaximo diametro. El mayor porcentaje de la poblacidén produjo halos entre 0.5 - 0.6
cm. y el mayor tamaiio de halo observado en la poblacion fue de 0.8 cm.

2).- Los niveles de produccion de enzima en Rhizopus delemar puede ser considerado
estable al menos en las 7 transferencias probadas en este trabajo,

3) La seleccion de hiperproductoras de lipasa por halos de claridad en Rhizopus delemar

no es un método totalmente confiable. Los factores involucrados en la diferencia de
expresion en medios sdlido y liquido todavia no han sido identificados. E! método puede
usarse para una seleccion primaria, pues permite reducir ¢l tamafio de la poblacién a
examinar en fermentacion sumergida.

4).- La cepa resultd sensible a 2-desoxiglucosa (0.1 g/l) y esta caracteristica permitio
seleccionar cepas hiperproductoras de lipasa y derreguladas al efecto negative de glucosa
en Rhizopus delemar.

5).- Cinco cepas seleccionadas pueden ser consideradas como sobreproductoras de lipasa
pues su rendimiento es 60% mds que la cepa silvestre

6).- Al menos 2 de las cepas obtenidas no son afectadas por altos niveles de glucosa en el
medio de cultivo, por lo que pueden ser consideradas resistentes al efecto negativo de
glucosa.

7) -La frecuencia mutagénica para hiperproductoras es de 5/10000 y para resistentes a
efecto de glucosa es de 2/10000. No se lograron valores de hiperproduccion muy altos,
los incrementos son menores a fos obtenidos con estrategias de manipulacién de factores
nutricionales. Sin embargo, s6lo se ha realizado un proceso de mutagénesis y, como
sefialan muchos autores, la generacion de cepas con acumulacion de propiedades
deseables se logra a través de programas de mejoramiento con vartas etapas incluyendo el
uso alternado de mutigenos y la clonacion . Asimismo estas mutantes pueden ser
probadas en medios mejorados.

8) -Las mutantes obtenidas son estables al menos en el nimero de resiembras probadas en
este trabajo.
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RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion de los factores nutricionales y mecanismos regulatorios
que afectan la produccion de lipasa en Rhizopus delemar y, mediante la manipulacion de
estos parametros, implementar estrategias acertadas en la seleccion de mutantes con
caracteristicas deseadas para incrementar la produccion de enzima. En particular, deben
explorarse mejor los factores que permiten detectar en s6lido colonias con halos grandes
y que pierden la capacidad de hiperproduccion en medio liquido.

Un estudio fino de las mutantes nos permitiria conocer si la derrepresion esta
asociada al mecanismo de transporte de glucosa o respecto a la actividad de enzimas
catabolicas como fosfatasas, fosforilasas etc. Asimismo, puede estar relacionada con
mecanismos regulatorios especificos como el gen CreA o su equivalente. Resulta de
interés en este caso el hecho de que el fenomeno de regulacion por glucosa no se
manifieste en presencia de aceite o de lipidos,

Un aspecto que debe ser estudiado con mayor detalle es el de secrecién de 1a
enzima, pues los resultados parecen indicar que la mutacién se encuentra a nivel de
incremento en secrecion.

Un estudio genético puede llevar a la identificacidn de los puntos mutacionales, lo
que contribuiria a su caracterizacion y faciltaria el disefio de estrategias para la seleccion
de mutantes hiperproductoras

Los avances en biologia molecular y la tecnologia de DNA recombinante han
expandido las posibilidades de realizar la sobreproduccion de enzimas. Esto permitira
profundizar en el conocimiento de la genética de Rhizopus delemar y de los genes que
codifican la produccion de lipasa, asi como conocer los mecanismos involucrados en la
regulacion por carbono, area en la que quedan muchos problemas por resolver entre los
hongos filamentosos.
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