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Introducción 

CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES DE ENZIMAS. 

La aplicación de enzimas en la industria constituye, sin duda, una de las áreas de 
mayor impacto en la Biotecnologia. La especificidad, eficiencia, condiciones de operación 
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 síntesis de grandes volúmenes de 
compuestos con una generación mínima de subproductos. Sus condiciones de operación 
media de pH, temperatura y presión permiten una reducción potencial del gasto de 
energía, disminuyendo considerablemente los costos en los procesos (Posorske, 1984). 
La gran variedad de reacciones que catalizan hacen posible su aplicación en diversas 
áreas, como la de alimentos, química, farmacéutica, textil, curtiduría, papelera y 
contaminación ambiental. 

En la industria alimentaria el uso de enzimas se remonta a épocas prehistóricas 
Nuestros antepasados, aunque ignorando los procesos y practicando un arte más que una 
ciencia, han explotado las enzimas en actividades como la elaboración de la cerveza, vino, 
pan, modificación y preservación de alimentos (queso, vinagre, salsa de soya). Se podría 
decir que ha existido un tipo de simbiosis entre la industría de alimentos y In enzimología, 
ya que los alimentos ofrecieron un punto de inicio a la enzimología aplicada. 

El descubrimiento de Büchner de que el filtrado de extracto de levadura podia 
catalizar una fcnnentación, pennitíó que las enzimas fueran estudiadas in vitro y facilitó 
su purificación, análisis y estudios cinéticos (Chaplin y Bucke, I 990). Posterionnente un 
sinnúmero de investigaciones con fines específicos se han realizado, habiéndose logrado 
un gran avance en Ja aplicación práctica de estos conocimientos, beneficiando 
significativamente a la tecnología de alimentos en el presente. Además, se ha facilitado el 
desarrollo y elaboración de una gran variedad de productos, mejorando su calidad y 
alargando el período de vida de anaquel. 

Se estima que existen 25000 diferentes enzimas y de éstas sólo 2100 han sido 
reconocidas por la Unión Internacional de Bioquímica y se han clasificado dentro de 6 
clases de acuerdo a la reacción que catalizan (Neidleman, 1986): como se muestra en la 
Tabla J. 

El mercado mundial de las enzimas se ha estimado en un valor de 625 millones de 
dólares al año. Cerca del 62% de las enzimas producidas encuentran su aplicación en 
alimentos, 33% dentro de detergentes y 5% en textiles. Aproximadamente el 80% de las 
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Introducción 

enzimas producidas a nivel industrial son hidrolíticas y, de éstas, 60% son proteasas, 30% 
carbohidrasas, 3% lipasas y el resto enzimas especiales (Dziczak, 1991) 

TABLA 1. Clases de enzimas 

CLASE FUNCION NUMERO 
RECONOCIDO 

Hidro lasas Hidrólisis de enlaces C-C, C-N, C-0 490 
Oxireductasas Oxigenación o adición de un atomo 537 

de hidrógeno 
Isomerasas Isomerizaciones, racemizaciones 98 

Transfernsas Transforencia de grnpos acil, azúcar 559 
fosforil, metil, aldehídico, cetónico o 

sulfuro de una molécula a otra 
Liasas Adición o formación de C=C, C=O, 231 

C=N 
Ligasas Fornrnción de enlaces C-C, C-0, C-N 83 

con ATP u otros nucleósidos-
trifosfatados 

(Tomado de Neidlcman, 1986) 

Son varias las aplicaciones de lns enzimas en el área de alimentos (Adler-Nissen 
1987; Dzieznk, 1991; Fellows, 1988; Lopez -Mungía, 1986; Neidelman, 1991; Penet 
1991; Holsiger y Kligerman 1991; Posorkc, 1984 ). Las más importantes son: 

* En la industria de edulcorantes, para la producción de jarabes fructosados. El 
proceso involucra el uso de amilasa, arniloglucosidasa, pululannsa y glucosa isomerasa. 

* En la industria láctea, para la modificación y elaboración de leches, quesos, 
cremas, empleando proteasas. lactasas y lipasas. 

* En la industria cervecera, para la producción y clarificación de cerveza con 
amilasas, celulasas, beta-glucanasns y proteasas. 

* En la industria de bebidas, pectinasas para la clarificación de jugos de fn1ta y 
vinos. 

* En la panadería se emplean alfa y beta-amilasas, así como proteasas, para 
mejorar la calidad de los productos de panadería, en hidrólisis parcial del gluten y 
retardar el envejecimiento de la harina. Otras enzimas usadas son amiloglucosidasas, 
glucanasas, fitasas, y lipo-oxigenas.1s. 

* En la producción de aminoácidos, procedimiento el cual demuestra la 
superioridad de la catí1lisis enzimática sobre la química, se emplean enzimas como 
aminoacilasas, aspartasas, fumarasas, triptofünasas, tirosinasas etc. 

5 



Introducción 

Esta breve revisión demuestra el impacto de las enzimas en el sector alimentario. 
Mucho del futuro de la Biotecnología de alimentos puede depender del aprovechamiento 
racional de las enzimas. Las aplicaciones en el procesamiento de los alimentos pueden 
extenderse enormemente y revolucionar la producción de alimentos, ahora aún más con el 
auxilio de la herramienta que constituye la tecnología de DNA recombinante y In 
ingeniería de proteínas. 

El mayor problema que limita el desarrollo de la tecnología enzimática es la baja 
disponibilidad de las enzimas para aplicaciones en gran escala. Solamente el 10% del total 
de enzimas conocidas están disponibles comerciahnente (Demain, 1990). De nhí que gran 
parte de los esfuerzos de la investigación en la actualidad están orientados a mejorar las 
condiciones de producción de estas macromoléculas. Este esfuerzo implica la búsqueda 
de nuevas fuentes de enzimas, el análisis de los factores ambientales y nutricionales que 
inciden sobre su producción, el mejoramiento genético tradicional y las técnicas de 
clonación molecular. 

FUENTES DE ENZIMA: 

Las enzimas son e"'iraídas de todo tipo de organismos vivos, sean plantas 
animales o microorganismos. Durante la década pasada se diversificó e incrementó 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 están siendo 
usadas industrialmente más de la mitad son de hongos y levaduras y más 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 económicas en gran escala debido a 
que presentan ciclos cortos de fermentación en medios de producción de bajo costo. 

b) Los cantidades de enzimas son predecibles y controlables. 

c) El abastecimiento es seguro y la composición 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 

e) Especies distintas producen enzimas diferentes que catalizan la misma reacción. 

Esta versatilidad explica el hecho que enzimas clásicas sean reemplazadas por 

otras que ofrecen mejores condiciones de operación. 
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Introducción 

En la Tabla 2 se presenta algunas enzimas, su aplicación industrial y su fuente de 
obtención. En la práctica la gran mayoría de enzimas microbianas proceden de un número 
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 mutación y selección (Dernain, 1990, Chaplin y Bucke, 1990). 

TABLA 2. Algunas enzimas de importancia industrial y sus fuentes 

ENZIMA FUENTE uso 
ANIMALES 

Lipasa Páncreas Alimentos 
Renina Abo maso Queso 
Tripsina Páncreas Curtiduria 
PLANTAS 

a amilasa Cebada malteada Cervecería 

13 amilasa Cebada malteada Cervecería 
Bromelina Látex de oiña Cervecería 
Papaína Látex de papaya Carnes 
BACTERIANAS 

a arnilasa Bacillus Almidón 

13 amílasa Baci//us Almidón 
Glucosa ísomerasa 1Jacill11s, Streptomyces Jarabes fructosados 
Proteasas Bacillus Detementes 
FUNGALES 

6-Amilasa Asper!{illus Panaderia 
Arninoacilasa AsperJ!il/us Farmacéutica 
Glucoamilasa Asperf!illus, Rhi::opus Almidón 
Catalasa Asperf!il/us Alimentos 
Celulnsa TricJ10derma Desechos 
Dcxtranasa !'e11icilli11m Alimentos 
Glucosa oxidasa Asperf{i!lus Alimentos 
Lactasa Asper>;i!lus Leche 
Lipasa IU1i::opus Alimentos 
Rcnina Mucor miehei Queso 
Pectinasa Asper>;il/us Bebidas 
Protcasas AsperJ?illus Panadería 
LEVADURAS 

Invertasa Saccharomvces Confitería 
Lactasa K/11y11eromyces Leche 
Lipasa Candi da Alimentos 

(Tomada de Chaplin y Bucke, 1990) 
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lntrocl11cció11 

l.2 LIPASAS: 

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

Trig!icérido 

1l 
Diglicérido + ácido graso 

1l 
Monoglicérido + ácido graso 

GI. , 1l . 'd 1cero + ac1 o graso 

Figura 1: Reacción catalizada 
por lipasa 

(Tomada de Macrae, 1983) 

La actividad de las lipasas depende del área de contacto disponible, y es 
usualmente medida sobre emulsiones con un exceso de superficie, comparando con la 
cantidad de proteína enzimática presente. No es posible interpretar la medición en la 
misma forma que para enzimas que actúan sobre substratos solubles. El porcentaje de 
hidrólisis puede acelerarse repentinamente ya que los monoglicéridos son uno de los 
productos de reacción y son también emulsificantes, de manera que queda disponible un 
área de contacto mayor. El requerimiento de sustratos agregados, en forma de micelas o 
partículas en emulsión, es importante para las lipasas, pues éstos proveen una interfase 
para Ja catálisis. 

Las lipasas, están presentes universalmente. Son secretadas por bacterias, hongos, 
plantas, animales o páncreas humano y están involucradas en procesos anabólicos 
(Tombs, 1991). En el pasado, la mayoría de los estudios sobre su modo de acción han 
sido dirigidos hacia las enzimas de los man1íferos, tales como la lipasa pancreática, lipasa 
lipoproteica y fosfolipasa (Godt!Tedesen, 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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Introducción 

Los microorganismos productores de lipasa, que incluyen levaduras, mohos y 
bacterias, están ampliamente difundidos y han sido materia de varias revisiones 
(Godtfredesen, 1990, Sugihara, et al., 1989, Vorderwülbecke, et al., 1992). La Tabla 3 
proporciona ejemplos de microorganismos productores de lipasas y la Tabla 4 presenta 
las lipasas comúnmente disponibles industrialmente y sus fabricantes. 

TABLA 3. Microorganismos Productores de Lipasa 

MICROORGANISMO MICROORGANISMO 
A hsidia corymhifera Flm•ohacterium arborescens 
Ahsidia hyaluspora F11.mri111T1 oxysporum 
Acinetuhacter arlcoaceticus F11sari111T1 sulari 
Aci11etohacter pse11doa/calige11es Geotrichmn ca11did11m 
Achromohacter sp. H11111ic11/a grisea 
Alcaligenes sp. Humicu/a in:m/ens 
Alcaligenes dinitrificans Humicula /am1gi11osa 
A1T1y/0111yces rouxi Lactobacillus sp. 
Arthrohacter sp. Leishmania donovani 
Aspergillus awamori Malhrancheae pulcella 
Aspergil/usjlavus Micrococc11sfreude11reichii 
A.1pergil/11sfi11T1igat11s Mucorsp. 
Aspergillm japonicus Mucor jamnicus 
A.1pergil/11s niger Mucor lypolyticus 
A.1pergil/11s oryzae Mucor miehei 
Bacillus cereus lvlucor pusi/lus 
Bacil/us megaterium Myxococcus xantus 
!Jl1cill11.1· stearotlwrmophilm Penici/lium cr11sto~11m 
Callllidll antartica Penicillium cyclopium 
Candida a11ric11/aria Penicillimn roquefortii 
Cmulida c111wrta Phycomyces nitens 
Candida cilindraceae Pichia miso 
Candida defor1T1a11.1· Propio11ihacteri111T1 acnes 
Cmu/ida foliomm Propio11ibacteri11m g1·a1111/o.111111 
Candida hm1ril'O/a Proteus sp. 
Candida lipolytica Pse11domo11as sp. 
Candida rugosa Pse11domo11as aeruginosa 
Candidll ts11k11bae11sis Pse11do111011asjl1t0resce11s 
Chaetomitm thermophi/e Pse11do111011asjragi 
Chromohacteri11111 chocolatum Pse11domo11as pseudoalcaligenes 
Chromobacteri11m i•iscos1m1 Pseudomonas stutzeri 
Corv11ebacteri11111 acnes Rltizopus so. 
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Continuación de la T ADLA 3 

MICROORGANISMO MICROORGANISMO 
Rhizopus arrhizus Saccharomyces lipolylica 
JU1izop11s cl1i11e11sis Schizosaccharomyces pombe 
R.hizo¡ms de femar Sporotricluun thermophile 
Rhizopus japonicu.1· Staph~·lococcus aureus 
Rhizopus micro.vporus Staphylococcus carnosus 
JU1izop11s nil'eus Streptococcus /actis 
Rhizo¡ms 11odos11s Streptomyces coelicolor 
JU1izop11s oligosporus Streptomycesfradiae 
Rhizopus oryzae Streptomyces pa110ye11sis 
Rhodotoru/a minuta Talaromyces thermophi/us 
!Uwdotoru/a pilimonae 77iielavia mino 
Saccharomvces fraf:{ilis TonJ/a thermophila 

(Tomada de Godtfredesen, 1990) 

Muchas de las lipasas conocidas han sido materia de purificación y 
caracterización, usualmente en relación a su pH, estabilidad, actividad, temperatura y 
posición específica en hidrólisis de trígliceridos y especificidad de ácidos grasos ( Chen y 
McGill, 1992; Gerhartz; 1990; Hegedus y Khachntourians, 1988; Iwai y Tsujisaka, 1974; 
Muderhawa et al., 1985; Nahas, 1988; Odera et al., 1986; Yamaguchi, 1991) 

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

1) No específicas.- liberan ácidos grasos de las tres posiciones del glicerol y por lo tanto 
catali?..an Ja hidrólisis completa de triglicéridos a ácidos grasos libres y glicerol., aunque, 
pueden aparecer como intermediarios 1, 2 (2, 3) diglicéridos o 1, 3 diglicéridos y 
monoglicéridos. 

2) Específicas.- liberan ácidos grasos solamente de las posiciones 1 y 3 de glicerol. Con 
estas lipasas el producto de reacción son ácidos grasos libres, 1, 2 (2, 3) diglicéridos y 2-
monoglicéridos, los cuales son inestables y por migración acil dan 1, 3-diglicéridos y 1-
monoglicéridos, respectivamente (Macrae, 1983). 

La especificidad es importante en relación al uso industrial y analítico de las 
lipasas y ha sido determinado para algunas Iipasas en el curso de su caracterización. Así, 
Aspergillus niger, IU1izop11s delemar, Mucor miehei y H11111ic11/a lanuginosa parecen ser 
fuentes atractivas de Iipasas específicas 1,3, mientras que las lipasas producidas por 
Geotricl111m ca11did11111 y Pe11icil/i11111 cyc/opium han mostrado ser inespecíficas 
posicionalmente. La lipasa de G. ca11did1m1 se ha encontrado prcferencialmente adherida 
a ácidos grasos insaturados en hidrólisis de triglicéridos, míentras que la de Fi1sari11111 
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oxysporum al parecer prefiere adherirse a ácidos grasos saturados (Godtfredesen, 1990; 
Park et al., 1988 ). 

TABLA 4. Fuentes industriales de lipasas 

MICROORGANISMO FABRICANTE 

Achromohacter sp. Meito Sangyo 
Alcalige11es sp. Meito 
Arthrolmcter sp. Sumitomi 
Aspergillus niger Amano, Novo, Riihm, 
Candida cylindraceae Amano, Enzyme Dev.Co, 

Meito 
Chromohac/erium visco.l'/lm US Biochemicals, 

Toyo Jozo,Amano, Novo 
H11111ic11/a la1111gi11osa 
/'vfucor miehei Amano, Gist, Rohm, Novo 

Phycomyces 11ite11s Takeda 
Pse11do111011as sp. Amano 
Pse11do111011as aeruginosa Amano 
Pseudommu1s j!11oresce11s Amano 
1U1izop11s sp. Serva, Nagasc 
Rhizop11s arrhizus Precibio (France) 

Boehringer-Mannheim 
Rapidase,Gist-Brocades 

Rhizopus delemar Chemical Dynamics, 
Tanabc 

Rhizopus japo11ic11s 
Amano, Nagase 

Rhizopus 11i11ws Osaka Saiken Lab 
Rhizopus 01yzae Amano 

Amano 

(Tomado de Godtfredesen, 1990) 

Hasta hace unos diez años las lipasas ocupaban sólo una pequeña parte del 
mercado total de las cn7jmas, pero recientemente esta situación ha empezado a cambiar 
con la identificación de nuevas e importantes aplicaciones industriales en el área de la 
oleoquímica, en la industria de alimentos y bebidas, en la industria fannacéutica y en la 
química, así como en la hidrólisis de grasas (Linfield et al., 1984ª, Chen y Macgill, 1993), 
para la síntesis de glicéridos (Ergan et al, 1988 ;LanfieJdb, 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 ) Según la literatura hay un incremento interesante en la aplicación de lipasas en la 
síntesis orgánica. En este campo las lipasas son ahora utilizadas experimentalmente para 
la síntesis de ésteres quirales simples, para la síntesis y producción de bloques quirales y 
para la esterificación regioselectiva de alcoholes polifuncionales (Miyazawa, 1992). 

La aplicación de lipasas como aditivos de detergentes para facilitar la remoción de 
grasas en los procedimientos de lavado es hoy en día la aplicación que representa un 
mayor volumen de uso. Por el número y diversidad de aplicaciones enunciadas, existen 
expectativas de que en un futuro próximo el mercado de enzimas lipolíticas adquirirá 
mayor importancia. 

En la Tabla 5 se presentan las diferentes áreas de aplicación industrial de las 
lipasas microbianas 

TABLA 5. Arcas de Aplicación Industrial de las lipasas microbianas. 

INDUSTRIA EFECTO PRODUCTO 

Alimentos lácteos Hidrólisis de grasa de leche Agentes saborizantes 
Maduración de queso Queso 
Modificación de mantequilla Mantequilla 

Panadería Mejora el sabor y prolonga la Productos de panadería 
vida media 

Bebidas Mejora el aroma Bebidas 
Condimentos Mejora la calidad Mayonesas, condimentos 
Complementos alimenticios Transesterificación Complementos alimenticios 
Cí1micos Desarrollo de sabor y Productos cárnicos. 

remoción de grasa 
Grnsas y aceites Transestcri!icación Mantequilla de cacao, 

Margarina 
Hidrólisis Acidos grasos, glicerol, 

Mono y diglicéridos. 
Química Enantioselectividad Bloques quirates y químicos 
Farmacéutica Síntesis Químicos 

Transesterificación Lipidos especiales 
Hidrólisis Digestivos 

Cosméticos Síntesis Emulsificadores y agentes 
humectan tes 

Peletera Hidrólisis Productos de peletería 
Papelera Hidrólisis Productos de papel 
Limpieza Hidrólisis Removedores de limpieza y 

agentes surfüctantes 

(Tornado de Godtfredesen, 1990) 
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En alimentos el uso más extendido de lipasas ha sido la modificación de productos 
lácteos para obtención de saborizantes y la maduración 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 interesterificación de 
grasas, que genera un cambio en las propiedades fisicas como consecuencia de la 
alteración en las proporciones de ácidos grasos componentes de triglicéridos y de la 
obtención como producto de reacción fracciones enriquecidas en cierto tipo de ácidos 
grasos. Se pueden usar lipasas microbianas en vez del sodio metálico para catalizar este 
proceso. El producto de mayor mercado obtenido de esta manera es un substituto de 
manteca de cacao, que funde a 37ºC, 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 obtenido compite por su precio con el producto del cacao, que alcanza altos 
precios. Las técnicas de inmovilización pueden contribuir a abaratar aún más el proceso 
(Kilara, 1985; Rucka y Turkiewicz, 1990). 

La caracterización de las propiedades únicas de varias enzimas lipolíticas y el 
reconocimiento del potencial de sabor de la grasa de leche, resultante de la composición 
característica de ácidos grasos de cadena corta han conducido al desarrollo de numerosas 
aplicaciones de lipólisis controlada para generación de sabor. Se ha usado crema 
parcialmente hidrolizada por adición de lipasas como fuente de ácidos grasos de cadena 
corta para adición a quesos. En éstos también se han empleado preparaciones crudas de 
lipasas para intensificar el sabor (Tombs, 1991; Moskowitz y Noelck, 1986) mediante el 
incremento de los niveles de ácidos 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 lipolíticas. En la Tabla 6 se presentan 
algunos ejemplos. 

1. 3 FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCIÓN DE ENZIMAS 

El primer aspecto a considerar en el desarrollo de un sistema de producción de 
enzimas es, desde luego, la selección de un microorganismo adecuado para el proceso. 
Precisamente es en este campo donde la biotecnología tiene mayor impacto. 

Principalmente se debe tener en cuenta que el microorganismo no sea patógeno; 
para que su uso sea posible en alimentos. Preferentemente debe ser GRAS (Bemard et 
al., 1985 ). Si la enzima es extracclular se facilita su obtención y se evitan problemas en 
los procesos de purificación a grnn escala. La enzima debe ser producida con altos 
rendimientos, por ello en general el desarrollo de un microorganismo implica algún tipo 
de mejoramiento. Los costos de producción deben ser razonables, lo que implica que el 
microorganismo pueda crecer rápidamente 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 típico es el de producción de glucosa-isomerasa cuyo inductor, la 
xilosa, es un componente de alto costo. 

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

APLICACION PAIS NºPATENTE AÑO 
Modificación de grasa en leche EU 1966460 1939 

EU 3 469 933 1969 
Uso de queso italiano EU 2 531 329 1950 

EU 2 794 743 1957 

Uso en queso americano GB 1 326 516 1971 
Canadá 911 248 1971 
Canadá 911 250 1971 

EU 3 650 768 1972 
Polvo de enzima modificada EU 2 531 329 1950 

de leche EU 2794 743 1957 

Lipolizado de leche EU ; ,:2 638 418 1953 
.. r· : 

Lipolizado de mantequilla de leche Japón ( 3Ís1110 1970 
Sabor GB .J.251 272 1971 

Japón 72-45108 1972 
Canadá 912 905 1971 

EU 3 653 921 1972 
Cultivo lipolizado de grasa de leche EU 3 469 993 1969 

saborizantes de cremas 
Lipolizado de grasa de leche EU 2 965 492 1960 

saborizante de queso azul EU 3 100 153 1963 
EU 3 072488 1963 
GB 1 326 516 1971 

Lipolizado de grasa de leche similar EU 3 780 182 1973 
a cmeso, uso en vóuhurt Janón 3107/71 1971 

(Tomada de Kilara, 1985 

Esto significa que si se obtiene una buena cepa los parámetros de fermentación 
deben ser optimizados para lograr un máximo de producción de enzima. Si existe una 
relación entre la misma y el crecimiento, habrá que lograr las mejores condiciones para 
producción de biomasa, o detectar la fase de máxima producción de enzima, puesto que 
el crecinúento microbiano y la formación de producto ocurren en respuesta al medio 
ambiente (Cooney, 1981 ). Entre los factores ambientales importantes, se tienen 
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temperatura, pH, agitación, transferencia de oxígeno, etc. I!:,rualmente importante es la 
nutrición del microorganismo, especialmente con respecto a las fuentes de carbono, 
nitrógeno, fósforo, azufre y sales minerales (Weinberg, 1982; Zahner y Kurth, 1982). En 
ciertos casos debe considerarse también 111 adición de surfactantcs. Estos parámetros 
deben ser cuidadosamente monitoreados (Stanbury y Whitaker, 1984.) Además de los 
factores ambientales y nutricionales es extremadamente importante tener en cuenta la 
regulación genética de la biosíntesis de enzimas. A continuación se analizan con mayor 
detalle algunos de estos factores. 

1.3. l. FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN LA PRODUCCIÓN DE 
ENZIMAS 

Temperatura. 

Es un parámetro de control importante en un proceso de fennentación (Weinberg, 
1982). El crecimiento microbiano, así como las reacciones metabólicas, están en función 
de la temperatura. En general, los microorganismos crecen en un rango de 20 a 50ºC. Sin 
embargo, es importante notar que hay en el medio ambiente microorganismos que crecen 
a temperaturas abajo de o0c (Micrococcus c1yophil11s y Bacil111s globisporus) y el límite 
superior parece ser de 1 !OºC (171er11111s aquaticus y Pyrodictium occ11lt11111) (Neidhart et 
al., 1990). No es sorprendente que la temperatura afecte la variedad de procesos 
metabólicos en la célula, ya que la composición macromolecular, especialmente el 
contenido de RNA, está en función de la temperatura, así como el porcentaje de 
crecimiento del microorganismo, el que se incrementa lentamente con el aumento de 
temperatura, hasta que se alcanza un punto máximo, que cae rápidamente con 
tempernturas superiores. La temperatura también afecta la eficiencia c!e conversión de 
sustrato en energía para la masa celular, punto particulannente importante en un proceso 
de optimización cuando éste involucra crecimiento (Cooney, 1981; Weinberg, 1982). La 
producción de enzimas no escapa a este efecto. Por ejemplo, la producción de lipasa por 
P. caseicolum es nula a J7° C, con un ligero crecimiento, mientras que a 29ºC se 
produce enzima y crece abundantemente (Cuervo, J 994). 

pH 
Es necesario un pH óptimo para el crecimiento del microorganismo y para la 

formación de producto. La mayoría de los microorganismos crecen a un pH cercano al 
neutro, pero existen extremos como las bacterias lácticas que actúan en fermentaciones 
ácidas y muchos hongos, especialmente levaduras, son también ácido- tolerantes, con pH 
de crecimiento alrededor de J. Habría también que considerar los microorganismos 
alcalófilos que soportan pH superiores a 7 ( Penn, 1990 ). Durante los procesos de 
fermentación los microorganismos sintetizan productos metabólicos los cuales pueden 
cambiar drásticamente el pH del medio. La excesiva producción de ácidos como 
productos finales, amonio, C02 o aminoácidos pueden causar cambios de pH, que a 
menudo dificultan mantener el medio a un cierto pH (Bcrry, 1985). Los agentes con 
capacidad amortiguadora son ampliamente usados en fem1entaciones para reducir las 
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fluctuaciones del pH (Aunstrup et al., 1979). El efecto del pH en producción de enzimas 
puede ilustrarse con el ejemplo de la producción de lipasa por Rhizopus de/emar, en el 
que se produce un incremento de 2.5 veces en fermentaciones con control de pH a lo 
largo de la fermentación comparado con aquéllas en las que sólo se ajusta al inicio 
(Martinez y Farrés 1993). 

Transferencia de oxígeno. 

La mayoría de los procesos de fermentación son aeróbicos y por tanto requieren 
de provisión de oxígeno, 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 sólido usualmente provee abastecimiento de nutrientes pero puede 
restringir el intercambio gaseoso. En cultivo sumergido los nutrientes están más 
disponibles y el medio ambiente puede mantenerse homogéneo por una adecuada 
agitación. Sin embargo, no todos los sustratos son solubles en soluciones acuosas; el 
oxígeno, en particular, tiene baja solubilidad en agua. El abasto adecuado dependerá 
entonces de altos niveles de aereación. En hongos filamentos la tendencia a formar 
esferas en medio liquido puede restringir su adecuada aereación. Actualmente la mayoría 
de fermentaciones se llevan a cabo en medio liquido usando fermentadores en los cuales 
las condiciones se mantenen bajo control (Bushell, 1989 ). En el caso de la producción de 
enzimas y, en particuar, de lipasas, no pueden establecerse reglas generales acerca del 
efecto del oxígeno. Giuseppin (1984) analiza el efecto del mismo sobre la producción de 
lipasa por R. delemar, y encuentran que a bajas concentraciones de oxígeno hay baja 
concentración de enzima al incidir negativamente sobre el metabolismo fungal. 

Agitación. 

El tipo de agitación es importante pues repercute en la difusión y concentración 
de nutrientes al afectar el contacto del microorganismo con el sustrato (Davis y Blevins, 
1979) Además.la agitación desempeña un papel importante en la prevención de fonnación 
de esferas en fermentaciones fúngicas. La mayoría de los avances recientes en tecnología 
de fermentaciones ha sido concernientes al diseño de fermentadores que proporcionen un 
buen grado de homogeneidad y mejoren el abastecimiento de oxígeno. Por lo expuesto 
anteriormente, esto repercutirá en la fom1ación de enzimas. 

l. 3. 2 FACTORES NUTRJCIONALES. 

La disponibilidad de nutrientes es extremadamente importante en determinar la 
magnitud del crecimiento y los niveles de producción de metabolitos. Todos los 
microorganismos requieren de agua, fuente de energía, carbono, nitrógeno, elementos 
minerales, posiblemente vitaminas, además de oxígeno si son aerobios. Dentro de las 
células estos componentes son convertidos a través de una serie de vías metabólicas en 
moléculas complejas que el organismo utiliza para su crecimiento y reproducción. La 
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mayoría de hongos pueden crecer sobre medios conteniendo una fuente de carbono 
simple, nitrógeno, fósforo, azufre y elementos traza. 

Fuente de carbono 

Un abastecimiento adecuado de la fuente de energía y carbono es crítico para el 
crecimiento y la formación de producto. Las fuentes de carbono más comúnmente 
utilizadas por los microorganismos son carbohidratos, ácidos grasos, cetoácidos, 
hidroxiácidos, alcoholes, C02, H2C03, etc. Todos los sustratos tienen una concentración 
límite, por encima o por debajo de la cual se puede afectar el crecimiento celular y la 
biosíntesis de un determinado producto. De allí la importancia de calcular la 
concentración adecuada y seleccionar la fuente de carbono apropiada para cada proceso, 
ya que no todas son igulmente metabolizables por los diversos microorganismos. Entre 
los hongos normalmente se emplean carbohidratos, si bien los ácidos grasos y los ácidos 
orgánicos son también fácilmente metabolizables. La mayoría de hongos pueden utilizar 
un rango amplio de monosacáridos, oligosacáridos y polisacáridos, aunque los sistemas 
de transporte son más eficientes para monosacáridos (Berry, 1985). La selección de 
fuente de carbono debe realizarse tanto en función del microorganismo como del 
metabolito a producir pues no se puede predecir cuál fuente de carbono resulta represiva 
o cstimulatoria. Ejemplos específicos se encuentran en la tabla 7. 

Fuente de nitrógeno. 

Como fuente de nitrógeno los microorganismos pueden utilizar: N2,, NH3, N02, 
N03, diversos aminoácidos como glicina, alanina, serina, cisteína, leucina, tirosina, 
triptófano, arginina, ácido aspártico, ácido glutárnico y otros; además de algunas 
proteínas. De las formas inorgánicas de nitrógeno, el amonio es la fuente más fácilmente 
asimilable dado que los constituyentes celulares, tales como aminoácidos, purinas y 
pirimidinas están al mismo nivel de oxidación. La capacidad del microorganismo para 
utilizar amonio como única fuente de nitrógeno depende de la presencia de enzimas 
involucradas en procesos de arninación y transaminación. La asimilación de otras formas 
inorgánicas de nitrógeno requiere de reacciones enzimáticas adicionales y no todos los 
organismos las poseen (Gaudy,1981). La producción de enzimas, particularmente 
catabólicas, puede ser afectada por la fuente de nitrógeno empleada, como en el caso de 
las proteasas y de las enzimas involucradas en metabolismo de aminoácidos, por los 
posibles efectos rcgulatorios ejercidos, que se detallan más adelante. Una estrategia para 
evitarlos consiste en la utilización de medios complejos (Demain, l 990). 

Fuente de fósforo. 

El fosfato se requiere para mantener el equlibrio ácido-base de la célula. El 
fósforo inorgánico está involucrado en muchas reacciones enzimáticas de la célula fungal. 
Su concentración en el medio de cultivo puede afectar o favorecer la síntesis 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 mayoría de hongos pueden utilizar azufre como sulfato, persulfato y tiosulfato, 
sulfito y disulfito y en forma 6rganica como cisteina y metionina. Los requerimientos de 
sulfuro en hongos son de muy bajas concentraciones. El posible efecto en la producción 
de enzimas está poco estudiado pero Demain (1990) cita el efecto de represión por 
sulfuro en la producción de proteasas, por lo que se obtiene el máximo rendimiento en 
condiciones de limitación del mismo. 

Otros nutrientes inorgánicos. 

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, l, Br no lo son, aunque 
generalmente están presentes en el medio. El papel que desempeñan 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 
resultado en efectos dramáticos sobre ciertas fermentaciones fungales, corno la 
producción de ácido cítrico, que es inhibida por el ión Fe, mientras que se ha establecido 
un requerimiento de Zn para la síntesis de fumarato (Lockwod, 1985). Diferentes 
mecanismos han sido propuestos para explicar los procesos de estimulación a bajas 
concentraciones e inhibición por altas cantidades de metal. Por ejemplo, una pequeña 
cantidad de metal puede igual mejorar la formación de enzimas anabólicas o reprimir la 
síntesis de enzimas catabólicas y altas cantidades pueden hacer lo contrario, 
alternativamente una proteína regulatoria puede actuar como mediadora (Weinberg, 
1982). Aunque es dificil generalizar, se postula que las sales de Fe y Cu inhiben la 
producción 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 ácidos grasos liberados en forma de sales insolubles de calcio 
(Benzonana, ! 968). De igual manera las sales de Na, K, Mg, Mn tienen un efecto 
favorable para la producción de lipasas (Petrovic et al., 1990) 

1. 3. 3 REGULACIÓN DE ENZIMAS 

La actividad y producción de enzimas está controlada por importantes patrones de 
regulación (Bushell, 1989; Demain, 1990; Drew y Wallis. 1985; Gutierrez, et al 1993 
Sánchez y Farrés, 1987; Shiio, l 982;Vanek, et al. 1990; Vining y Chatterjee, 1982;) que 
finalmente determinan su grado de disponibilidad. A modo de revisión se describirán los 
más generales: aquéllos que afectan la síntesis de enzirnas: inducción, retrorrepresión, 
represión catabólica y aquéllos que afectan la actividad de las enzimas, como la 
retro inhibición. 
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Inducción. 

Los genes estructurales que codifican para muchas enzimas están nonnalmente 
inactivos en ausencia de sustrato. Cuando se añade un sustrato, el gen estructural se 
activa y la enzima es producida. Tal proceso se llama inducción o derrepresión y la 
enzima es considerada inducible. Muchas enzimas catabólicas caen dentro de esta 
categoría (Demain, 1990; Drew y Wallis 1985). El inductor es, generalmente, un sustrato 
enzimático, aunque en algunos casos puede ser el producto de la reacción. Con 
frecuencia existen análogos 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 fenómeno <le la inducción. 
Dicho modelo fue confimiado años más tarde con los estudios realizados en sistemas in 
vitro. El modelo de sistema de enzimas inducibles más estudiado es el de la lactosa en E. 
coli, el cual ofrece las bases para el modelo de regulación positiva y negativa. 

Represión "feedback" o retrorrepresión. 

Esta consiste en la inhibición de la síntesis <le una o varias enzimas de una vía 
metabólica, como respuesta a la acumulación del producto final de biosintesis o de un 
derivado del mismo ( correpresor). El aprorrepresor es inactivo en ausencia de 
correpresor e 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 
transcripción por parte de la RNA polimerasa y, por consiguiente, la síntesis de enzima. 
La retrorrepresión es un mecanismo regulador que generalmente está presente en la 
operación de vías <le biosintesis para metabolitos primarios, como son los aminoácidos, 
las purinas, las pirimidinas y vitaminas. 

Represión por fuente de carbono 

Este fenómeno es conocido también como represión catabólica. Es un mecanismo 
conservativo que protege a la célula del desgaste <le su maquinaria de síntesis de 
proteínas. La célula produce enzimas para catabolizar la fuente <le carbono más 
rápidamente asimilable, mientras que reprime la síntesis de enzimas para la utilización de 
otros sustratos hasta que el sustrato primario se haya consumido. Esta estrategia permite 
el aprovechamiento gradual de las fuentes <le carbono existentes en base a su facilidad de 
utilización. El fenómeno de represión catabólica es usualmente causado por glucosa; pero 
en diferentes organismos pueden provocarlo otras fuentes de carbono fácilmente 
metabolizables. En bacterias entéricas el fenómeno ha sido caracterizado en fonna fina a 
nivel molecular y éste es mediado por insuficiencia de los niveles intracelulares de 3', 5' 
monofosfato ciclico de adenosina ( cAMP) en una regulación positiva. Este nucleótido 
tiene un sitio de unión en el promotor, después de adherirse a la proteína específica. 
(cAMP-Proteína receptora o CRP). 

Se carece de información a este nivel de detalle en otros microorganismos. En 
Pseudomonas putidu y P. aureoginosa donde se ha encontrado cAMP, éste no está 
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asociado con la represión (Phillips y Mulfinger, 1981 ). En bacilos la situación no es muy 
clara, pues B. subti/is ha sido considerado incapaz de hacer cAMP, sin embargo, el 
nucleótido rgulatorio se ha producido bajo condiciones limitantes de oxígeno (Mach et 
al., 1984). Estudios en Streptomyces griseus sugieren que ni el 3', 5' monofosfato cíclico 
de adenosina (cAMP) ni el 5'-difosfato 3'-difosfato de guanosina (ppGpp) están asociados 
en la forma esperada como control de mecanismos de represión en la síntesis de 
antibióticos durante el crecimiento rápido o derrepresión en Ja síntesis cuando el 
crecimiento es lento (Vining, 1982). 

En hongos se ha considerado que el cAMP no tiene ningún papel en la represión 
por carbono (Arst y Cove, 1969). Pero, al mismo tiempo, se ha considerado importante 
en la represión por carbono en levaduras (Dombek e lngram, 1988 ). Así por ejemplo el 
contenido de cAMP en Saccharomyces fragilis de células crecidas en lactato fue más 
alto que en las crecidas en glucosa y el contenido de cAJ'vfP en Saccharomyces cerevisae 
de células crecidas en galactosa fue un 70% más alto que las crecidas en glucosa. Sin 
embargo, más tarde se mostró que la represión de galactocinasa por glucosa no involucra 
cAMP. Por otro lado el cAMP estimula la síntesis de galactocínasa en ausencia de 
glucosa. (Matsumoto et al., 1983). Así el cAJ'vfP desempeña un papel en la formación de 
enzimas en levadura, pero éste es distinto al de represión por fuente de carbono en otros 
microorganismos (Demain, 1990). 

La represión catabólica es particularmente importante cuando se desea producir 
enzimas a gran escala ya que la glucosa es normalmente la fuente de carbono más 
asequible en precio y volumen. Un gran número de enzimas con un gran potencial 
industrial están sujetas a este tipo de regulación. (Arguelles, et al., 1990; Demain, 1982; 
1990; Dombek e Ingram, 1988; Khowala y Sengupta, 1992; Lebrihi, et al., 1988; Sánchez 
y Farrés, 1987; Tsuchiya. y Kimura, 1984 ) y es reportado para la lipasa de R/lizopus 
defemar por Kawasaki (1991 ). En la Tabla 7 se presentan algunas enzimas de interés 
comercial sujetas a represión por fuente de carbono. 

Regulación catabólica por nitrógeno 

La represión catabólica puede ejercerse también por la fuente de nitrógeno. Grafe 
( 1982) considera que el fenómeno puede dividirse en control positivo y control negativo. 
La mayoría de los casos reportados se refieren a efectos sobre el metabolismo secundario, 
particularmente de aquéllos que contienen precursores derivados de aminoácidos. El nivel 
y tiempo de adición de los mismos afecta la actividad y la concentración de enzimas 
durante Ja idiofase; así como el transporte de precursores y la expresión de genes del 
metabolismo secundario de regulación general del nitrógeno. 

Un gen que controla la represión por fuente de nitrógeno ha sido identificado en 
Aspergi/!11.1: El gen codifica para una proteína regulatoria que ejerce control positivo 
sobre la transcripción. La proteína regulatoria parece ser activa bajo condiciones de 
derrepresión (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 proteína regulatoria y disminuye la afinidad de la misma para 
reconocimiento del nitrógeno. En condiciones limitantes de amonio; la concentración de 
glutamina podría bajar, y la proteína regulatoria adoptaría una conformación activa, se 
uniría a los sitios de reconocimiento en los genes estructurales e iniciaría la transcripción 
(Demain, 1990). 

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

ENZlMA MICROORGANISMO FUENTE DE CARBONO 
REPRESORA 

Proteasa ácida Aspergillus niger Glucosa, fructosa, xilosa 
a- Amilasa Bacillus liche11ifor111es Glucosa, fructosa, maltosa, 

glicerol, acetato, succinato 

13 Amilasa Bacillus mega11teri11111 Glucosa, maltosa. 
Celulasa 7i·ichoderma reesei Glucosa, glicerol, almidón 
Glucoamilasa A .1pergil/11s niger Glycero, sorbitol, xilosa 

fructosa, piruvato, 
cx-cetoglutarato. 

f3-1,3 Glucanasa Streptomyces sp. Glucosa, glicerol 

13- Glucosidasa Trichoderma reesei Glucosa 

cx-Galactosidasa Monasc:us sp. Glucosa, sacarosa, glicerol 

13-Galactosidasa Escherichia coli Glucosa 

Invertasa Saccharomyc:es cerevisiae Glucosa, fructosa, manosa 

Pectinasa Ac:rocylindrum sp. Glucosa, fnictosa, manosa, 
xilosa, glicerol, malato, 
cx-cetoglutarato, piruvato, 
succinato, fumarato, acetato 

Glucosa isomerasa Streplomyc:es. Glucosa 
phaeochromogenr!s 

Proteasa Bacil/us megaterium Glucosa 

Proteasa ácida A.1pergil/11s niger Glucosa, fructosa, xilosa 

Aspartasa Esd1eric:hia coli Glucosa 

Penicillin acylasa Escherichia coli Glucosa 

Triptofanasa E.l'cheric:hia coli Glucosa 

(Tomada de Demain, 1990) 

Regulación por fuente de fósforo. 

La inhibición en la producción de rnetabolitos por altas concentraciones de fosfato 
se ha observado en diferentes vías biosintéticas (Drew y Wallis., 1985). Dos mecanismos 
generales han sido propuestos para explicar este fenómeno; represión o inhibición de las 
fosfatasas biosintéticas y regulación indirecta vía efectores intracelulares, tales como 

21 



lntrod11cción 

adenosina fosfatasa. La represión de la biosíntesis 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, según señala Bushell ( 1989) · 

Retroinhibición. 

Es un mecanismo ampliamente distribuido en los sistemas biológicos para modular 
rápidamente un determinado camino metabólico. 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 tamaño, carga o forma, ya 
que se une a Ja enzima en un sitio fisico diferente al del sustrato natural. La unión del 
inhibidor al sitio regulatorio o alostérico provoca un cambio en ln estructura 
tridimensional de la enzima lo cual impide que el sustrato pueda combinarse con la 
misma. Un ejemplo representativo es la retroinhibición de las dos formas moleculares de 
la heptulosonato· 7-fosfato (primer paso en Ja biosíntesis de aminoácidos aromáticos )en 
Saccharomyces cerevisiae por los aminoácidos tirosina y fenialamina (Sánchez y Farrés, 
1987). Como puede verse este mecanismo se aplica a vías metabólicas importantes para 
producir metabolitos primarios, particularmente y afectarla a enzimas comerciales 
derivadas de estas vías, que en realidad son pocas y estarían relacionadas con producción 
de aminoácidos. 

1. 4. MECANISMOS PARA MEJORAR LA PRODUCCIÓN DE ENZIMAS 

Aunque existen diferencias entre los tipos de microorganismos, así como 
diferencias fundamentales entre procariotes y eucariotes, los mecanismos básicos de la 
síntesis de enzimas son lo suficientemente similares para permitir un tratamiento general 
de procesos de producción microbiológica. Sin embargo, las diferencias en cinéticas de 
producción entre los organismos son tan amplias que hacen necesarios programas de 
optimización individuales. La complejidad y poca comprensión acerca de los mecanismos 
de regulación incluye elementos estructurales del sistema regulatorio que conducen a un 
mejoramiento genético de la cepa, así como a la selección de condiciones ambientales y 
nutricionales.(Gerhnrtz, 1990) 

En términos cinéticos, Ja optimización de Ja síntesis de enzimas significa encontrar 
el más alto porcentaje de síntesis especifica para una cantidad de biomasa dada. La 
síntesis de enzimas depende del metabolismo primario, pues la maquinaria celular debe 
estar funcionando todo el tiempo. Por tanto, las condiciones que favorecen la síntesis de 
enzimas también deben favorecer el crecimiento. La investigación de condiciones óptimas 
para la síntesis de enzimas podría reducirse a Ja investigación de: 
1) condiciones que afectan el crecimiento. 
2) relación entre el porcentaje de síntesis específica de enzima y el crecimiento, que 
expresa la actividad metabólica de la célula. (Cooney, 1981) 
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Las vías metabólicas de metabolismo secundario son más activas después de un 
máximo de crecimiento del microorganismo. Este se logra cuando hay un abastecimiento 
adecuado de nutrientes y las vías del metabolismo primario están completamente activas. 
Se puede producir una reducción en el crecimiento por limitación de algunos nutrientes 
esenciales, generando el crecimiento no balanceado y desviación de los nutrientes a vías 
metabólicas no esenciales. El problema de desarrollo de un medio es precisamente 
encontrar la composición tal que permita que los metabolitos primarios sean usados 
preferentemente dentro de las vías metabólicas deseadas. (Berry, 1985). Los 
constituyentes deben satisfacer los requerimientos elementales para la formación de la 
biomasa celular, la producción de metabolitos y brindar un adecuado abastecimiento de 
energía para el mantenimiento celular. 

El primer paso a considerar en la formulación de un medio, es la relación entre 
crecimiento y la formación de producto. Así debe ser posible calcular las cantidades 
mínimas de nutrientes requeridas para producir una cantidad especifica de biomasa. Esta 
debe ser suficiente para producir una cantidad definida de producto. Se realizan cálculos 
de las concentraciones de substrato necesarias para producir los rendimientos de 
productos esperados. Lo anterior implica el conocimiento de la composición elemental 
(C, H, O, N, S, P, Mg, K ) de los microorganismos para realizar el balance de masa. 
Además debe tenerse en cuenta que algunos componentes del medio puede influenciar la 
disponibilidad de oxígeno en diversas formas debido, por ejemplo, a la presencia de 
azúcares fácilmente metabolizables que demandan alto consumo de oxígeno, o bien, 
alterar la viscosidad final del medio y como consecuencia afectar la transferencia de 
oxígeno. Finalmente, la presencia de ciertos nutrientes, particularmente proteínas, puede 
provocar la presencia de espuma, lo que hace necesario el empleo de antiespumantes, 
muchos de los cuales actúan como agentes surfactantes y reducen el porcentaje de 
transferencia de oxígeno (Stanbury y Whitaker, 1984). Cuando el abastecimiento de 
óxigeno llega a ser limitante los microorganismos pueden responder con cambios en su 
patrón de producción. (Gerhartz, 1990) 

Entre los criterios generales que deben tenerse en cuenta en la optimización de un 
medio pueden señalarse: 

1. Producir el máximo rendimiento de producto o biomasa por gramo de susbstrato 
usado. 
2. Producir la máxima concentración de producto o biomasa. 
3. Permitir el máximo porcentaje de la formación de producto. 
4. Generar el mínimo rendimiento de productos no desados. 
5. Poseer una calidad consistente, ser barato y de fácil disponibilidad todo el año. 
6.Causar problemas mínimos en otros aspectos del proceso de producción, 
particularmente aereación y agitación, extracción y purificación. 
7. Considerar la problemática de escalamiento del laboratorio a planta piloto y 
subsecuentcmente a escala industrial. 
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Hoy en día el establecimiento de condiciones ambientales y el éxito de una 
fermentación depende de la disponibilidad de sistemas de control, en el que las 
computadoras desempeñan un papel importante (Edwards, 1993). 

Los criterios anteriores han permitido incrementar la producción 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). Además de 
la manipulación de los factores ambientales y nutricionales es extremadamente importante 
tener en cuenta la regulación génetica de la biosíntesis de enzimas, pues la 
sobreproducción de metabolitos usualmente ocurre solamente después del rompimiento 
de algún control re¡,'lllatorio. Los organismos vivos poseen redes finas de regulación de 
vías metabólicas para impedir la síntesis 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 está de acuerdo 
con afirmaciones de diversos autores, quienes describen a los microorganismos 
mejorados genéticamente como monstruos que sólo pueden sobrevivir bajo condiciones 
artificiales, o como lisiados a causa de trastrornos genéticos (Vanek et al., 1990) 

Existen ejemplos de hiperproducción en la naturaleza, los cuales son 
comercialmente relevantes: Baci/lus thuringiensis puede sintetizar durante la 
esporulación una proteína 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 
Penicil/ium notatum y l'enici!lium chrysoge1111m. P. 11otat11111 fue el primer 
microorganismo productor de penicilinus que se descubrió y fue subsecuentemente 
reemplazado en procesos comerciales por cepas de l' .. chrysogemmr, que naturalmente 
producen mayores niveles de antibiótico y que fueron mejoradas por varios métodos de 
mutación y selección que permitieron incrementar la producción de la penicilina y, a la 
vez, proveyeron varias lineas independientes de cepas mejoradas (Cape et al., 1982). 

Se pueden reconocer varios tipos de sobreproducción de productos microbianos: 

1) Sobreproducción de cepas silvestres creciendo bajo condiciones naturales. 
2) Sobreproducción de cepas silvestres creciendo con de exceso de nutrientes. 
3) Sobreproducción debido a un insuficiente abastecimiento de nutrientes (moléculas 
señal, acarreadores, etc.) 
4) Sobreproducción debido a la presencia de componentes tóxicos o inductores para 
varios tipos de estres ( ej. metales pesados). 
S) Sobreproducción fisiopatológica por desórdenes o destrucción de mecanismos 
regulatorios inducidos en cepas mejoradas genéticamente (Vanek et al, 1990). 

MEJORAMIENTO GENETICO 

El mejoramiento génetico hoy en día representa la mejor opción para alcanzar el 
objetivo de hiperproducir metnbolitos. Las técnicas de mejoramiento génetico 
comúnmente usadas en el laboratorio pueden ser divididas en: mutación y selección, 
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recombinación en vivo, e ingeniería genética. Las técnicas de recombinación requieren del 
uso de métodos de intercambio de DNA, tales como: conjugación, transfonnación, ciclo 
sexual o la técnica de fusión de protoplastos (Gerhartz,1990 ). 

Los mecanismos genéticos que controlan la producción de enzimas en cada 
especie no son totalmente conocidos, lo que lleva a que la mutación-selección sea la 
técnica preferida en el mejoramiento de cepas (Aunstrup et al, 1979 ). Con este propósito 
resulta importante optimizar las condiciones de mutagénesis en términos de dosis y tipo 
de mutágeno para obtener una máxima frecuencia de mutantes que nos permita hacer una 
selección. La frecuencia de mutaciones deseadas es baja por la naturaleza aleatoria de la 
mutación si el método de selección no es suficientemente discriminatorio. Esto se aplica 
también a la selección de recombinantes. Por ello, se debe tratar a una población elevada 
para el proceso de mutagenésis o recombinación y la subsecuente selección de las 
caracteristicas deseadas, inclusive empleando mecanismos de presión selectiva. 

Los mutágenos son clásicamente divididos en de tres tipos: agentes físicos, como 
la luz ultravioleta y las radiaciones gama; agentes químicos, como el etil metano sulfonato 
(EMS), Nitrosoguanidina (NTG) y mostazas tales como la ICR170. Finalmente; se 
emplean agentes biológicos como los virus y transposones. 

Mucho más importante que el mutágeno empledo es la distinción del tipo de 
mutación inducida, la cual depende de dos factores: el tipo de daño causado en el DNA 
por el mutágeno y la acción de las vías de reparación sobre este daño. La mayoría de 
mutágenos producen más de un tipo de alteración en el DNA, con diferentes grados de 
intensidad. Por ejemplo, la luz ultravioleta da una alta proporción de dímeros 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 entrecrnzamiento de bandas de DNA. Se 
debe señalar que los dímeros de pirimidina son la mayor causa letal y de daño mutagénico 
(Rowlands, 1984). 

Las células poseen mecanismos de reparación para lesiones genéticas (Jacobson, 
1981; Mullenders et al., 1993). El primer sistema involucrado es la fotoreparación o 
fotoreactivación, sistema enzimático el cual depende de la luz visible. Un segundo sistema 
es la reparación-escisión, aplicado principalmente a los dímeros de pirimidina. Ambos 
mecanismos ocurren antes de la replicación de DNA. Un tercer sistema involucrado es 
postreplicacional. Las lesiones que escapan a estos sistemas entran en el sistema 
denominado propenso a errores (error prone), cuyo mecanismo no es muy conocido. 
Parece actuar como vía alternativa, ya que su inactivación resulta en una variedad de 
mutaciones, dependiendo del sistema en estudio y se han reportado transiciones, cambios 
de marco de referencia, dcleciones y duplicaciones. 

A nivel molecular es dificil predecir que tipo de mutágeno es específico 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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mutagéncsis. A veces es necesario el uso combinado o secuencial de diversos mutágenos 
con el fin de generar un amplio rango de mutantes para una selección subsecuente. Sin 
embargo, algunos mutágenos pueden producir daños a nivel cromosoma!, denominados 
aberraciones cromosómicas, mientras que otros, como la luz ultravioleta, generan sólo 
pequeños cambios estructurales en los genes. Otros factores involucrados en la selección 
de un mutágeno incluyen la facilidad de manipulación y la seguridad, dado que todos los 
agentes mutagénicos son potencialmente carcinógenos. En virtud de estos criterios, la luz 
UV cercana es muy conveniente y se prefiere entre otros mutágenos (Bridges, 1976; 
Elander 1976 ). Entre los agentes químicos algunos, como el EMS, son más fáciles de 
manipular que otros como el NTG, pero el nivel de riesgo de exposición es mayor. 
Además el NTG tiene una gran desventaja, esta es la tendencia a producir clusters o 
grupos de mutaciones estrechamente relacionadas, lo que dificulta la caracterización 
posterior de mutantes, además 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 estnicturales que repercuten en mayor 
actividad enzimática o en alteración de péptidos o regiones regulatorias, con el 
consiguiente mejoramiento de la producción de enzima (Demain, 1990; Jhonston, 1985 ) 

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

ORGANISMO PRODUCTO REFERENCIA 
AJpergi/lus ci1111amome11s Amilasas Kurushima et al., 1972 * 
Aspergi/lus niger Acido cítrico Siechertova, 1969 * 

Glucosa oxidasa Fiedurek el al., 1986 
Marl..'Well et al., 1989 

Cep/1alospori11111 aceremonium Cefalosporina C Dennen y Carverl969* 
Matsumura et al., 1982 

Pachysolen ta1111oplti/11s Etanol Jclfries, 1984 
Penici//ium fi111ic11los11111 Celulasa Joglckar y Karanth, 1983 
Pe11ici//i11111 d1ry.mgem1111 Penicilina Elander et al., 1973 * 
Schwa1111iomyces castel/i Amilasa Bozc et al., 1989 
Sporotrichum p111Peru/e11t1111 Cclulasa Eriksson y Johnsrud, 1983 

13 -D-glucosidasa 
Trichoderma ree.l'ei Celulasa Cuskey et al., 1982 

( * Fuente Jhonston, 1985 ) 

A continuación se presenta algunas estrategias generalmente empicadas en la obtención 
de mutantes específicas para contrarrestar los mecanismos de regulación de enzimas 
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Obtención de cepas constitutivas. 

Se puede eliminar la dependencia de formación de la enzima, a la presencia del 
inductor. Esto se logra cuando el locus regulatorio está genéticamente modificado para 
producir un represor no funcional o mediante una mutación en el Jocus operador que 
elimina la posibilidad de unión del represor. Si la regulación es positiva, el gen mutado 
podria ser un activador que no requiere inductor. 

Se han diseñado numerosos procedimientos para seleccionar mutantes 
constitutivas, al!,'llnos de los cuales se basan en la supervivencia y crecimiento de 
mutantes bajo condiciones pobres de inducción. Mientras las células parentales requieren 
inducción, están en desventaja ante las mutantes debido a la baja utilización del sustrato, 
por lo que pasan a ser una pequeña proporción de la población. Una estrategia similar 
puede seguirse para la selección de mutantes afectadas en la utilización 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 Sánchez y Quinto 
( 1975) para obtener mutantes constitutivas e insensibles a efecto de glucosa. 

Obtención de cepas resistentes a retrorrepresión. 

Entre las estrategias empleadas para contrarrestar este efecto está el limitar la 
acumulación intracelular de productos finales corepresores. Esto se logra agregando al 
medio un inhibidor de la vía. Una forma más económica es obtener una mutante 
auxotrófica, 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 ánalogos 
tóxicos del producto final de la vía, las cuales a menudo están alteradas en el nivel de 
síntesis de enzimas y las producen constitutivamente debido a la modificación del 
aprorepresor o a que éste no se une al correpresor o lo hace en forma poco eficiente. 
Estos ejemplos, como puede verse, se presentan en vías para la producción de 
metabolitos primarios o secundarios y dificilmente para la producción de una enzima de 
valor comercial por si misma. 

Obtención de cepas resistentes a represión 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 alimentación controlada de la 
fuente de carbono represiva e incrementar la producción 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 síntesis de 
enzimas normalmente reprimidas toma Jugar 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 selección de mutantes consisten en adicionar un ánalogo de la 
fuente de carbono represiva (Matsumura et al., 1982). Uno de los más empleados es la 2-
desoxiglucosa (DOG) ( Barredo et al., 1988; Boze et al., 1989; Mot y Verachetert, 1987; 
Maloney et al., 1983; Novak et al., 1990). Las mutantes resultantes generalmente estarán 
modificadas en la vía catabólica de la glucosa, con la consiguiente disminución en la 
utilización de la glucosa y derrepresión de un número de enzimas usualmente reprimidas. 
El método de selección ideal consiste en hacer este tipo de mutación 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 metodología fue el aislamiento de una mutante resistente a glucosa en 
Cundida wickerhamii productora de 13-glucosidasa (Leclerc et al., 1985). La mutante fue 
lúperproductora generando 6 a l O veces más de enzima. Actualmente se pueden emplear 
mutantes insensibles a represión catabólica para la producción de diversas enzimas: como 
la glucosa isomerasa, histidasa (Sánchez y Farrés 1987), invertasa, glucoamilasa, maltato 
deshidrogenasa, glucoarnilasa, a amilasa, celulasa y ¡3-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 aplicación en procesos industriales. Los 
microorganismos son una gran opción para su obtención, pero su producción está 
controlada por patrones reguladores que determinan su grado de disponibilidad. De ahí 
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 reducción de 
costos. 

La gran aplicación de las lipasas en la industria y en especial en el área de 
alimentos constituyen un estímulo para el desarrollo de investigaciones dirigidos a la 
búsqueda de nuevas fuentes enzimáticas, mejoramiento de producción de enzimas 
existentes y búsqueda de nuevas aplicaciones. Por otro lado, hoy en día con In 
disponibilidad de tecnologias más sofisticadas, la industria de alimentos se enfrenta al reto 
de satisfacer las necesidades de una población creciente y cumplir las exigencias de un 
consumidor que demanda calidad y mejores estándares 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. Est() podrá realizarse en la medida en que estén 
disponibles en grandes volámenes, se encuentre en el mercado variedad en las mismas y 
se ofrezcan a precios atractivos. El lograr esto dependerá, entre otros factores, del 
mejoramiento de cepas que permitan la obtención de microorganismos sobreproductores, 
pues a la fecha las lipasas pueden considerarse com enzimas con volumen reducido de 
aplicación y alto costo, cuatro veces superior al de proteasas o ami!asas. 

El grupo de investigación de la Facultad de Quimica de la UNAM, al cual 
pertenecemos, mantiene desde hace algún tiempo una línea de investigación en relación a 
las lipasas producidas por diversas especies de hongos filamentosos, entre los que figura 
Rllizop11s tlelemar cuya ubicación taxonómica es Ja siguiente. 

REINO 
DIVISION 
SUBIVISION 
CLASE 
ORDEN 
FAMILIA 
GENERO 
ESPECIE 

Fungi 
Eumycota 
Eumycotina 
Zygomycetes 
Mucorales 
Mucoraceae 
Rhizopus 
R. delemar 
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Las investigaciones del grupo están orientadas a mejorar los niveles de producción 
de enzima, la cual se pretende utilizar en la modificación de productos lácteos. No existen 
reglas generales que permitan mejorar la producción de lipasas en general, y debe 
estudiarse cada caso de acuerdo al microorganismo empleado. La fuente de carbono y la 
concentración de iones como Fe y Mg se han señalado como factores que afectan la 
producción de lipasas. Asimismo se ha demostrado que la adición de lípidos en el medio 
incrementa sustancialmente la producción de lipasas para un número de microorganismos 
(Chander et al., 1977; Chandcr 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 orgánicas, el aceite estimula la 
producción volumétrica por incremento en crecimiento pero la producción de la enzima 
es constitutiva y la glucosa ejerce un efecto negntivo si es usada como única fuente de 
carbono (Díaz y Ruiz, 1994; Espinosa, l 990n; Espinosa, et al l 990b; Kawasaki, 1991; 
Martínez y Farrés 1993 ). La literatura sobre mejoramiento de condiciones de producción 
de lipasa en Rlrizopus delemar es muy escasa. Además de los estudios realizados por el 
grnpo de trabajo Iwai (1966) reporta la producción de la enzima en un medio definido. 
Estudios posteriores del mismo autor se centran en el papel de los fosfolípidos en 
interconversión de las tres lipasas que encuentran en el microorganismo (Iwai, 1980). 
Recientemente, Haas (1993) señala 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 sólo hay un reporte acerca de 
sobreproducción de lipasa por Betz en 1984, quien selecciona cepas hiperproductoras de 
lipasa en Rhizopus arrhizus por citometria de flujo, según señala Queener y Lively 
(1986). Se han realizado diversos trabajos de mutagénesis dirigida tras la clonación de 
lipasas de diversos microorganismos, área de trabajo que tiene la atención de diversos 
grupos industriales, como la compañía Genencor (Poulouse et al., 1988). 

En este estudio se pretende realizar un mejoramiento genético de la producción de 
lipasa en R. 1lele11111r haciendo uso de la mutagénesis tradicional. La necesidad de 
incrementar los niveles de producción deriva del hecho de que los niveles de lipasa 
obtenidos en el laboratorio son doce veces más bajos comparados con muestras de lipasas 
comerciales, en términos de unidades por miligramo de proteína. Por tanto la obtención 
de cepas mutantes de Rliizopus tlelemar hiperproductoras y/o derreguladas en Ja 
producción de lipasas a través de mejoramiento genético tradicional constituye una 
necesidad para incrementar los niveles de producción. 

Experimentos previos en nuestro grupo de trabajo para selección 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 selección en la 
producción de enzima. Por tanto la primera fase de esta investigación fue dedicada a 
estudiar la variabilidad, la estabilidad de la producción media de enzima de Rhizop11s 
delemar y el efecto de los constituyentes del medio de selección. Una vez establecidas 
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las condiciones de selección de mutantes se procedió a la mutagénesis, empleando UV 
como agente mutagénico. Se buscaron tanto colonias hiperproductoras como resistentes 
al efecto negativo de glucosa. Teniendo en cuenta el éxito obtenido con el uso de 2-
dcsoxiglucosn en diferentes reportes de mejoramiento de producción de enzimas se 
decidió usar este análogo para la selección de mutantes, previa evaluación de la 
sensibilidad de la cepa a este químico 



Objetivos 

CAPITUL03 

OBJETIVOS 

l .OBJETIVO GENERAL. 

Este trabajo tiene como objetivo la obtención ele cepas mejoradas de Rl1izop11s 
delemar CDBH313 en los niveles de producción 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 producción de lipasa en la cepa silvestre 
de Rlzizop1u tlelemar. 

b) Determinar la estabilidad de la producción de lipasa en la cepa de 
Rlzizop11s delemar. 

c) Determinar el efecto de los constituyentes del medio en sólido y en 
fermentación sumergida en la producción de lipasa. 

d) Determinar la sensibilidad de Rltizop11s tlelemar a 2-Desoxiglucosa. 

e) Establecer las condiciones de selección de mutantes hiperproductoras de lipasa. 

f) Establecer las condiciones de mutagénesis empleando luz ultravioleta. 

g} Caracterizar las mutantes obtenidas en términos de actividad lipolítica, 
resistencia a efecto negativo de glucosa y estabilidad. 
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CAPITULO 4 

MA TERrALES Y METO DOS. 

MICROORGANISMO 

Se utilizó la cepa de R delemar CDBHJ 13 proveniente de la colección de 
cultivos CINVESTAV IPN. La conseivación se realizó a 4°C en tubos de agur 
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 CUL TlVO. 

Se usó el medio de cultivo "D" reportado por Celerin & Ferguson (1971) 
suplementado con casaminoácidos (Difco Laboratories. Detroit Michigan USA) al 1% y 
tributirina (Sigma Chemical Co., San Louis, Mo.) al 1%. Para medio sólido se agregó 
agar (Difco Laboratories Detroit Michigan USA) al 1.5%. Cuando se usó aceite de olivo 
se añadió por separado a cada matraz en una concentración del 2 %. 

SUSPENSIÓN DE ESPORAS. 

Para la obtención de esporas, se sembró el hongo por picadura en matraces de 
250 mi conteniendo 50 mi de medio PDA. Se incubó durante 6 días en una incubadora 
Gravity Convection Incubator Precision a una temperatura de 29º C hasta esporulación. 
Todas las demás incubaciones en medio sólido 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 suspensión obtenida se transfirió a 
tubos de ensayo y se almacenó a 40 C. 

PREPARACION DE INÓCULO. 

El inóculo para cultivo sumergido consiste en una suspensión de esporns de R. 
1lele111ar con una densidad óptica de 0.06, leída a 540 nm en un espectrofotómetro 
Spectronic 21 D (Milton Roy ) usando como blanco una mezcla de glicerol/agua ( 1: 1 ). 

CONDICIONES DE FERMENT ACION. 

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mi con 50 
mi de medio de cultivo y fueron inoculados con 1 mi de una suspensión de esporas ( D 
O = 0.06 ). Se incubaron durante 96 horas a 29°C y 150 rpm en una incubadora de 

33 



Materiales y Métodos 

agitación rotatoria New Brunswíck. Todos los experimentos se realizaron por triplicado 
y los resultados se presentan como medía y desviación estandard. 

ACTIVIDAD LIPOLITICA. 

La actividad lípolítica en medio sólido se determinó por la producción de halo de 
claridad en cajas petri conteniendo 15 ml de medio" D "(suplementado con tributirina al 
1% y emulsificado en una licuadora a J?ºC), después de 72 horas de incubación a 29°C. 

En fermentación sumergida la actividad lipolítica de los filtrados libres de células 
se midió por caída de pl-I, después de dializar las muestras contra agua destilada durante 
24 horas a 4ºC, usando un potenciómetro (Orion M 520A ) cuyo electrodo fue 
colocado en un tubo de 30 mi con la solución de trabajo dentro de un baño de control de 
temperatura (Exacal Neslab instruments U.S.A.) y agitación magnética (stirrer M 4802-
00). Se usó una mezcla de solución de tributirina (99 %) (Sigma Chemical Co San Louis 
Mo.) al 5% (v/v) en agua destilada fría, 0.01% de tween 80 (Canamex S.A. de C.V. 
México) y una solución buffer tris-maleatos (tris hidroximetil- aminometano p.a. Merck 
F.R.G. ) 5 rnM pl-I 7 

Los resultados obtenidos se compararon con una curva patrón de ácido butírico 
al 5%. Se obtienen valores de actividad en micrornoles de ácido butírico 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 ácido butírico en un 
minuto de reacción bajo las condiciones señaladas por Menassa y Lamberet en 1982, 
reportado por Espinosa et al. (1990). 

PROTEINA EXTRACELULAR. 

Fue cuantificada usando el método de Lowry (1951), después de dializar las 
muestras contra agua destilada durante 24 horas a una temperatura de 4ºC. La lectura 
se realizó a 590 nm y los resultados obtenidos se compararon con una curva patrón de 
Albúmina (500 ~tg/ml) 

BIOMASA 

La biomasa fue cuantificada por peso seco. Después de filtrar las muestras de 
fermentación en sistema rnilliporc, usando papel filtro Whatman Nº 1 a peso constante, 
la biomasa fue colocada en una estufa a 60ºC por 24 horas, transcurrido este tiempo se 
pesaron las muestras y la biomas fue calculada por diferencia de peso. 

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

Se aplicaron 5, 10, 15 y 25 ~11 de enzima comercia! Amano a una concentración 
de 1.4 U/mi en círculos de papel de filtro Whatman N° l de 0.5 cm de diámetro, sobre 
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medio de agar con tributirina. Se incubó a 29ºC. Después de 72 horas se midió el 
diámetro de halo y se estableció la relación del mismo con la concentración de enzima. 

DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD 

Se sembró R. tlelemar en cajas petri conteniendo 15 mi de medio" D " con 
tributirina 1 % y desoxicolato de sodio 0.3 gil. Después de 72 horas de incubación a 290 
C se midió el halo de 500 colonias, y se estableció la frecuencia de tamaño de halos de la 
población. El valor del halo se obtuvo por diferencia entre el diámetro total y el 
diámetro de la colonia. 

DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD 

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

DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LOS CONTITUYENTES DEL MEDIO DE 
SELECCIÓN 

Teniendo como base el medio " D " suplementado con aminoácidos se diseñaron 
6 diferentes medios (Tabla 9)en Jos que se alternaron Ja fuente de carbono, tributirina al 
!%; el inhibidor, desoxicolato de sodio 0.3 gil (Sigma Chemical Co., San Louis, Mo.) y 
el estimulador, aceite de oliva al 2% (Formex Ybarra, S.A DE C.V. México). Se 
probaron en sólido y en fermentación sumergida. 

En medio sólido la actividad fue determinada a las 72 horas de incubación a 
29ºC y en fermentación sumergida a las 96 horas bajo las condiciones ya señaladas. 

TABLA 9: Medios probados en sólido y en fermentación sumergida 

MEDIOS ~'UENTE DE INHIDIDOR ESTIMULADOR 
CARDO NO Desoxicolato de Aceite de oliva 
Tributirina sodio 

1 + + + 
2 + - + 
3 + - -
4 + + -
5 - - + 
6 - + + 
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SENSIBILIDAD DE R/1izop11s 1/elemar A 2- DESOXIGLUCOSA. 

Se plaqueó una suspensión de lx 107 esporas I mi de Rliizopus 1/elemar en 
medio "D" con desoxiglucosa n tres diferentes niveles de concentración: 0.01, O.OS y 0.1 
gr/\ para detenninar el grado de sensibilidad de la cepa a este químico. 

MUTAGENESIS. 

10 mi de una suspensión de esporas con una concentración de lxl07esporas I 
mi., sobre una caja petri bajo agitación constante, se expusieron a la acción de la luz 
ultravioleta de una lámpara manual (UVP, INC. modelo UVL- 21) de 366 nm de 
longitud de onda, a una distancia de 15 cm. Se tomaron muestras de 1 mi cada 60 
segundos por 5 minutos y se realizaron las respectivas diluciones para evaluar 
sobrevivencia en medio PDA. Las muestras originales se conservaron a 4ºC. Todas las 
manipulaciones se realizaron bajo una campana de flujo laminar y en completa 
oscuridad. Las cajas petri para determinar el número de sobrevivientes fueron cubiertas 
con papel aluminio e incubadas a una temperatura de 29ºC +/ - 1 oc durante 72 horas. 
En la Figura 2 se presenta el procedimiento se¡,'llido en el proceso de mutagénesis 

CONDIClONES DE SELECCION DE MUTANTES 

Las mutantes se selecccionaron por su capacidad de producir halos de 
claridad sobre medio "D" con tributirina emulsificada como única fuente de carbono y 
tomando como nivel base el mayor tamaño de halo encontrado en la población no 
mutagenizada. Con el propósito de detectar mutantes resistentes al efecto negativo de 
glucosa, las colonias fueron después p\aqueadas en medio conteniendo tributirina y 2-
desoxiglucosa a tres diferentes niveles de concentración O.O 1, 0.05 y 0.1 g/1. Un plaqueo 
directo en este medio de selección usando la concentración de 0.1 g/1 fue también 
realizado. Las cajas petri fueron cubiertas con papel aluminio e incubadas a una 
temperatura de 29ºC +/- 1 ºC durante 72 horas. en medio "D" y durante 84 horas en 
medio con 2-desoxiglucosn. La Figura 2 muestra el procedimiento seguido en el 
proceso de mutagénesis y selección. 

CARACTERIZAClON DE MUTANTES. 

Después de crecer las cepas en medio PDA con 2-desoxiglucosa durante 6 días a 
29ºC hasta esporulación se obtuvo una suspensión de esporas y las fem1entaciones se 
llevaron a cabo en la condiciones ya señaladas. Se determinaron la actividad lipolítica, 
biomasa y proteina extracelular. La Figura 3 presenta el procedimiento realizado para la 
caracterización de mutantes. 
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MUTAGENESIS 

CONDICIONES 

IX 107 ESPORAS' mi 
LUZUV:366 nm 
DISTJ\NCIJ\: 15 cm 
TIEMPO: 60, 120, 180, 240, 300(s) 
J\GITACION: CONSTANTE 
MANIPULACIONES EN OSCURIDAD 

1 1 
PLAQUEO MEDIO PDA !'LAQUEO MEDIO "D' PLAQUEO MEDIO "D" 

DETECCION DE CON TRil3UTIRINA CON 2-DESOXIGLUCOSA 
SOBREVIVIENTES DETECCION DETECCION RESISTENTE.' 

CURVA SOBREVIVENCIA IDPEIU'RODUCTORAS A EFECTO NEGATIVO DE 
GLUCOSA 

SELECCION MEDIO '.D" CONSERVACION 
CON 2-DESOXIGLUCOSA MEDIOPDA 

o.q I; 0.05, O. Fg/1 < · • • CON 2-DESOXIGLUCOSA 

CONSERVACION 
MEDIOPDA 

CON 2-DESOXIGLUCOSA 

FIGURA2 
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CARACTERIZACION DE MUTANTES 

OBTENCION DE ESPORAS 
MEDJOPDA 

CON 2-DESOXIGLUCOSA 

1 

1 
FERMENTACION 

1 
1 

1 1 1 
ACTIVIDAD 

1 1 
BIOMASA 

1 
PROTEINA 

L!POLJTJCA EXTRA CELULAR 

FIGURA3 
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CAPITULOS 

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 lipolíticos en medio 
sólido es la técnica de difusión radial, la cual se fundamenta en la difusión 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 
propósito de establecer un parámetro indicador de actividad que pudiera facilitar la 
selección de cepas hiperproductoras de lipasa en Rllizop11s t!ele11111r, el primer paso en el 
desarrollo de este trabajo consistió en determinar la relación existente entre el diámetro 
del halo y la concentración de la enzima (en relación a volumen). Para esto, círculos de 
papel filtro, según se describe en materiales y métodos, impregnados con 5, 10, 15 y 25 
µl de enzima comercial (1.4 U/µl) se incubaron sobre medio con tributirina. Después de 
72 horas se midieron los halos de claridad producidos y se relacionaron con el logaritmo 
de concentración de la enzima, detem1inándose de este modo la relación existente entre 
el diámetro del halo y la concentración de la enzima. La relación obtenida se presenta en 
Figura 4. 

Los resultados muestran que existe una correlación lineal entre el halo de 
claridad producido y la concentración de enzima, lo que indicaría que a mayor diámetro 
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 difusión de la 
enzima pueden influir en la extensión de la zona de claridad, ya que la actividad de las 
lipasas no sólo depende de la concentración de la enzima, sino también del área en 
contacto entre la enzima y el sustrato. Por lo que en el presente trabajo los valores de 
actividad se expresan en función de diámetro de halo cuando así se midieron y sólo se 
expresarán en términos de unidades cuando se evaluó la actividad por el método de 
caída de pH. La medición de diámetro de halo se empicará para analizar a las colonias en 
términos de variabilidad y estabilidad, pues, permite evaluar un gran número de colonias 
con facilidad y economía. La técnica de caída de pH se emplerá para determinar los 
valores de actividad en unidades internacionales en muestras provenientes de 
fermentación sumergida. 

VARIABILIDAD DE LA CEPA: 

La producción de metabolitos microbianos presentan normalmente variabilidad y 
es importante establecer los valores extremos que se presentan en una población para 
reconocer cepas hiperproductoras. En virtud de lo anterior el siguiente paso en el 
desarrollo del presente trabajo consistió en determinar el grado de variabilidad para 
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lipasa de R/1i:r.op11s tlelemar. Para ello se plaqueó una suspensión de esporas sobre 
medio de agar con tributirina y se midieron los halos de claridad de 500 colonias. 

o.sr. 

0.35 

l\f:IACION DEL DIAMETRO DEL HALO CON EL 
LOGARITMO DE LA CONCEN'l'llACJON DE f:NZIMA. 

0,3 ;--.--.--..,.--,.--1-.....---.--.--..-1---.---.--.--.----l 
0.5 l.5 

Logaritmo de concentración de enzima (U ) 

La relación lineal descrita en esla figura muestra una pcndicnle de 0.041803729, una ordenada al 
origen de 0.340680845 y un cocficienle de correlación de r- 0.994046098. 

FlGURA 4 

La población tuvo una distribución normal, en donde la mayoría de colonias 
produjeron halos de 0.5 -0.6 cm, el 33% alcanzó 0.6 cm. y menos del 5% presentaron 
halos de claridad de 0.8 cm. La distribución se muestra en la Figura 5. 

Como se puede obse1var existe gran variabilidad en la producción de lipasa, en 
este microorganismo, ya que los valores máximos tienen una magnitud del doble al de 
los mínimos detectados con esta metodología. Este problema ya ha sido señalado para la 
manipulación de este organismo (Espinosa, comunicación personal). Entre los hongos 
suele presentarse una alta variabilidad por la coexistencia en una población de elementos 
con diferentes características genéticas, producto de segregación y recombinación 
mitótica, por lo que los niveles de producción de un metabolito no son discretos, sino 
que siguen un patrón de distribución generalmente nonnal. Esta variación no está 
restringida a aislamientos naturales sino también alcanza los obtenidos en tratamientos 
mutagénicos y en procesos de recombinación. Existen pocos casos de hongos en los que 
existan estudios de niveles de variación genética y entre ellos destaca Neurospora 
crassa, Aspergillus 11id11lc111s y Schizophyl/11111 com1111111e, en los que se han analizado 
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fenómenos como crecimiento y tiempo de fiuctificación (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 producción de poligalacturonasa en diferentes cepas de Aspergi//11s 
flavus aisladas como contaminantes agrícolas. Ellos encontraron una alta variación en la 
producción de enzimas entre aislamientos, pues de 87 aislamientos probados l S no 
produjeron poligalacturonasa o, si se ésta se produjo, no fue detectada en los límites de 
sensibilidad del ensayo. La producción de la misma, como en el caso de este trabajo, 
presenta una distribución normal y hay una variación ligeramente superior al l 00% entre 
el valor minimo y el máximo. Estos autores señalan que la presencia o ausencia de la 
enzima y la consiguiente variación en la producción de la misma son resultado de una 
adaptación ecológica, al provenir de diferentes sitios y poseer otras características 
igualmente variables. 

La diversidad de una población puede desarrollarse a través de largos períodos 
de una coevolución con fuentes específicas de nutrientes. Esta diversidad puede también 
estar vinculada con la variación en el número 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 monocariótico y 
dicariótico del hongo Hebeloma cyli11drosporu111 con el intento de establecer si esta 
actividad podría ser usada como base de selección en un programa que pretende detectar 
cepas o micelio que muestren mejoramiento en la asimilación de nitrógeno. Ellos 
encontraron que alta variabilidad en la población estudiada, en donde los niveles más 
altos superan en diez veces a los más bajos, y los niveles de actividad dependían del 
hecho de que el micelio fuese mono o dicariótico, pues los dicarióticos mostraron un 
promedio de 3 veces más actividad que los monocarióticos. 

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 selección de hiperproductoras de lipasa sobre el mayor halo encontrado 0.8 cm en 
una población normal. 

La diversidad de una población puede desarrollarse a través de largos períodos 
de una coevolución con fuentes específicas de nutrientes. Esta diversidad puede también 
estar vinculada con la variación en el número 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 monocnriótico y 
dicariótico del hongo Hebe/oma cy/indrospomm con el intento de establecer si esta 
actividad podría ser usada 'como base de selección en un programa que pretende detectar 
cepas o micelio que muestren mejoramiento en la asimilación de nitrógeno. Ellos 
encontraron que alta variabilidad en la población estudiada, en donde los niveles más 
altos superan en diez veces a los más bajos, y los niveles de actividad dependían del 
hecho de que el micelio fuese mono o dicariótico, pues los dicarióticos mostraron un 
promedio de 3 veces más actividad que los monocarióticos. 
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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 selección de hiperproductoras de lipasa sobre el mayor halo encontrado 0.8 cm en 
una población nonnal. 

VAlUABILIDAD DE HALO DE LIPOLISIS DE AISLADOS DIVERSOS DE 

l//ii:op11S 1/e/emar 

NUMERO DE CO!.ONl/\S 

200 

151l 

100 

0.1 º' 06 '" º' 
DIA.,mTRO DEL HALO (cm) 

FlGURA5 

ESTABILIDAD DE LA CEPA 

El valor determinado en la etapa anterior puede ser irrelevante si la cepa presenta 
pérdida de la capacidad de producción 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 R/iizop11.~ 1fefem11r por 7 veces consecutivas cada 10 
días a fin de establecer el grado de variación en la producción de enzima. Los resutados 
obtenidos se presentan en la Figura 6 

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

VH.RJlo'IL'AC:lON Dg J.,\ J.:STAIJII.ll>AI> l)¡.~ PUOUUCCION 1>1<: Lll'AS.\ l!N J,A ($PA 
CDDIJ JJJ I>I~ Rllizop11.\· út:lemnr 

C'flVIDAD UPOLITICA (U/mi) 

20 

15 

10 

NU~IERO DE RESIEMBRAS 
l'IGUl!A6 

J 0...-sviación stn.ndard 

lffi Actividad 

TABLA JO. Análisis de estabilidad de la producción de lipasa en la cepa CDBHJ 13 de 
R. delemar tras siete resiembras 

RESIEMBRA ACTIVIDAD LIPOLITICA CLASIFICACION 
(U/mi) DUNCAN 

Media O" 

1 15.42 ± 0.43 b 
2 16.46 ± 0.76 d 
3 16.07 ± 0.60 e 
4 17.05 ± 0.78 d 
5 15.78 ± 0.33 e 
6 14.43 ± 0.28 a 
7 13.95 ± 0.16 a 

Lc1ms difcrcnlcs indican diferencia significativa al 5% de signi.ticancia 
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Los resultados indican que hay una tendencia hacia In disminución de la actividad 
enzimática, particularmente después de la quinta resiembra. Los niveles sólo son 
menores en 10% del valor inicial. Estos niveles son inferiores al rango de variación 
mostrado por colonias aisladas en forma independiente para verificar la variabilidad 
natural de la cepa. El nivel de pérdida de capacidad de producción de enzima es menor 
comparado con los resultados obtenidos por otros autores, como en el estudio realizado 
por Künkel et al (1992) sobre la inestabilidad genética de la cepa industrial de 
Pe11ici/111111 chrisoge1111111 donde se determino un descenso marcado en la producción de 
penicilina tras seis resiembras, el cual fue acompañado de un incremento de la capacidad 
de esporulación, observación que coincide con el comportamiento de R. tle/emar. 
También reportan una disminución en el contenido de DNA en las segregantes bajas 
productoras dato que se deberá estudiar para R. t!elemar. Un estudio molecular y 
cromosómico de la población se podria realizar haciendo uso de técnicas como 
electroforesis en pulso y detenninación de cariotipos moleculares, para determinar 
estado ploidía y número de copias de gen. 

ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE SELECCIÓN 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 relación mostrada entre el diámetro de halo de claridad y actividad 
enzimática, mutantes seleccionadas con este criterio no se comportaron como tales al 
cultivarse en fermentación sumergida. La oxigenación y los constituyentes del medio de 
selección pudieran ser factores limitantes en la selección de mutantes de Rhizop11s 
t!e/emar hiperproductoras de lipasa para fermentación sumergida, por ello el efecto de la 
tributirina, desoxicolato de sodio y aceite de oliva sobre la producción de lipasa fue 
evaluada, para esto se diseñaron seis medios de cultivo con presencia y ausencia de los 
diferentes componentes y se probaron tanto en medio sólido como en fennentación 
sumergida, para tratar de esclarecer el fenómeno. 

MEDIO DE SELECCION EN BASE SOLIDA 

Se seleccionaron estos tres componentes pues la tributirina y el aceite de oliva 
son fuentes lipolíticas generalmente usadas para detección de microorganismos 
lipolíticos que permiten la identificación de colonias productoras por generación de 
halos de claridad alrededor de las mismas. Por otro lado, R/iizop11s requiere el uso de 
inhibidores para limitar su crecimiento y evitar la expansión 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 función. 

Los resultados obtenidos en medio sólido se presentan en la Tabla 11. Como 
podemos observar en la tabla, el mejor medio para nuestro propósito fue el que contiene 
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tributirina y desoxicolato de sodio porque pennitc obtener colonias separadas y apreciar 
más nítidamente el halo de actividad. 

Los medios anteriores no contenían glucosa, componente usual en el medio 
empleado en fermentación sumergida, por lo que también se probaron las combinaciones 
anteriores con adición de glucosa al 1% y al 4%. Los resultados fueron similares a los 
obtenidos en su ausencia, y solamente variaron en la proporción 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 resolución se variaron los niveles de desoxicolato de 
sodio, manteniendo el nivel de aceite de oliva y glucosa al !%. Se logró visualizar un 
halo definido, pero opaco, usando el doble de concentración de desoxicolato de sodio, 
por lo ya no se usaron concentraciones mayores. 

TABLA 11. Efecto de los constituyentes del medio de selección sobre el crecimiento 
y producción relativa de lipasa en medio sólido 

MEDIO COMPONENTES CRECIMIENTO HALO 
T D A.O 

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 TRREGULAR. 

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 = TRlBUTIRINA. D = DESOXICOLA TO DE Na, A.O = ACEITE DE OLIVA). 

PRODUCCION EN MEDIO LIQUIDO. 

Los mismos medios probados en agar fueron evaluados en cuanto a su 
producción en fermentación sumergida, los promedios de actividad lipolítica y biomasa 
con sus respectivas desviaciones estandares, así como la actividad lipolítica especifica en 
cada medio se presenta en la Tabla 12. 
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Al realizar el análisis estadístico de los datos se encontró que existe diferencia 
altamente significativa en la actividad Iipolítica producida en los diferentes medios así 
como en la cantidad de biomasa presentada en cada caso. La prueba de Duncan (Tabla 
13) separa a los medios en cuatro grupos, según la actividad producida en ellos, en los 
medios 3 y 4 se obtiene la menor actividad lipolitica, en los medios 1 y 2 es mejor a los 
anteriores, le si¡,'l!en en cantidad el medio 5, y la mayor actividad es producida en el 
medios 6. Cuando se analizó los medios con respecto a la biomasa producida en ellos 
Duncan los clasificó 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 S y 6. 

TABLA 12. Efecto de los constituyentes del medio de selección en crecimiento 
y actividad enzimática en fermentación sumergida. 

MEDIO COMPONENTES ACTNIDAD BIOMASA ACTIVIDAD 
T D A.o LPOLITICA LIPOLITICA 

(U /mi) ( mg/ml.) ESPECIFICA 
(U/mg) 

1 + + + 10.80 ±0.97 0.83 ±0.08 13.01 

2 + - + 9.81 ± 1.0 1.33 ± 0.15 7.38 

3 + - - 7.30 ± 0.44 0.41 ± 0.07 17.80 

4 + + - 7.78 ± 0.58 0.46 ± 0.08 16.91 

5 - - + 14.63 ± 0.43 15.36 ± 0.06 0.95 

6 - + + 16.51 ± 0.42 14.87 ±0.60 1.11 

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

TABLA 13. Clasificación 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 e 

Letras diferentes indican diferencia significativa al 5% de signilicancia. 
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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 producción 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 alta 
producción específica. Este efecto negativo de la tributirina podría representar 
problemas en la selección de mutantes, pues pudieran seleccionarse aquellas resistentes 
al posible efecto tóxico de la misma pero no hiperproductoras de enzima. El incremento 
sustancial en la formación de lipasa por adición de triglicéridos o aceites ya ha sido 
señalado para microorganismos: como Candida paralipolytica y Rhizopus japonicus 
(Macrae 1983) y también ha sido reportado para la lipasa de Rliizop11s tlelemar 
(Espinosa et al (1990). 

Como podemos apreciar al comparar las condiciones en que aparece el 
desoxicolato de sodio independientemente de la fuente de lípidos, en los valores 
mostrados en la tabla; se observa que el desoxicolato de sodio ejerce un ligero efecto 
positivo sobre la producción de enzima. Esto posiblemente se deba a que favorece la 
secreción. Macrae (1983) indica que para muchos microorganismos una proporción 
sustancial de lipasa extracelular aparentemente permanece adherida a las paredes 
celulares. La presencia de la enzima unida a las paredes celulares puede inhibir la 
excreción de lipasa adicional al medio de cultivo, reduciendo de este modo el 
rendimiento de lipasa extracelular. Es de esperarse que sustancias que estimulan la 
liberación de lipasa de las paredes celulares incrementen la formación de lipasa 
extracelular, así por ejemplo, en G. ca11did11m la adición de altos niveles de iones de 
magnesio al medio de crecimiento causa liberación de la lípasa de las paredes celulares 
incrementando la producción de la lipasa extracelular. Esto mismo podría ocurrir con el 
desoxicolato de sodio, al modificar la permeabilidad de la membrana celular. Hugo 
(1992) sugiere que los detergentes aniónicos pueden interaccionar con la pared celular y 
otras estructuras externas de la membrana citoplasmática de celulas microbianas 
causando disgregación debido a su acción sobre los componentes lipídicos de la pared, 
modificando la permeabilidad, causando lisis o provocando la muerte; el grado de daño 
depende del microorganismo y de la concentración usada. En E. coli y Proteus vulgaris 
el desoxícolato de sodio interfiere con la flagelación y motilidad (DMello &Yotís, 1987). 
Por otro lado, las sales biliares han sido reportadas por Haas y Baíley ( 1993) entre los 
agentes que favorecen la producción de lipasas. 

Los halos de claridad pueden ser observados más nítidamente en medio con 
tributirina que en medio con aceite de oliva. Por lo tanto, a pesar del efecto negativo que 
ejerce la tributirina sobre la producción de enzima en fermentación sumergida, el medio 
de selección en sólido incluye tributirina para detectar los halos y desoxicolato de sodio 
porque permite obtener colonias aisladas. El mejor medio para fermentación sumergida 
contiene glucosa y aceite de oliva y nín¡,'llno de los otros ingredientes Pero ésto indica 
que es posible se presenten diferencias entre las mutantes aparentes en sólido y los 
valores obtenidos en líquido. 
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DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A 2- DESOXIGLUCOSA. 

Con la finalidad de establecer la concentración de 2- desoxiglucosa en el medio 
de cultivo a usarse para la selección de mutantes, se determinó la sensibilidad de la cepa 
a este análogo. Una suspensión de lxl07 esporas/mi. se plaqueó en medio "D" con el 
análogo a 3 diferentes concentraciones, 0.01, 0.5 y 0.1 gil. No se obtuvo crecinüento en 
0.5 y 0.1 gil y sólo en la concentración O.Olg/I se desarrollaron un promedio de 3 
colonias por caja, por lo que en adelante se trabajaría con esta concentración. Estos 
niveles de resistencia están dentro del rango reportado para otros microorganismos 
(Barredo et al., 1988, Boze et al., 1989, Mot y Verachtert, 1987). 

MUT AGENESIS: 

El método más común usado para la obtención de cepas hiperproductoras es el 
tratamiento de la población 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 selección indicado (Demain 1973). Es importante buscar 
aquellas colonias con un sólo cambio genético ya que, como señala Baltz (1986), la 
productividad de un metabolito puede ser influenciada por varios genes y se debe 
maximizar la frecuencia de mutaciones deseadas, así como minimizar las mutaciones no 
letales en un sitio secundario que pueden desplazar el efecto positivo de las mutaciones 
deseadas. La solución en este caso es maximizar la frecuencia de sobrevivientes que 
contengan en promedio una sola mutación y evitar el contacto excesivo con el 
mutagéno, que en realidad puede reducir dramáticamente la frecuencia de mutantes. 

En este caso se probaron cinco tiempos de mutagénesis, ubicados en el rango de 
O a 300 segundos. Se empleó una distancia fija y luz de onda corta. La curva de 
supervivencia se observa en la Figura 7. Según reporta la literatura, la relación entre 
rendimiento de la mutación y dosis de radiación es más compleja para UV que para otro 
tipo de radiaciones. Finchman et al. ( 1979), señalan que las sobrevivientes a periodos 
largos de exposición tienden a no ser mutantes y sólo puede explicarse si la fracción de 
las células o la población nuclear es relativamente resistente tanto a la mutación como a 
la muerte. Por otro lado, se ha visto que a bajas dosis el número de mutantes obtenidas y 
el tiempo de exposición guardan una relación 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 caída drástica de la población, si bien la mortalidad 
alcanzada es sólo del 70%, ligeramente inferior al manejado en la mayor parte de la 
literatura, que es el 90% o superior. 

SELECCION DE MUTANTES 

La selección y acumulación de cepas con propiedades deseables puede llevarse a 
cabo en sólido o en líquido. Si el rendimiento en placa tiene alguna relación con el 
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cultivo sumergido, el método tiene una aplicación directa en la selección de mutantes 
superiores o sobreproductoras (Demain, 1973 ). Esta técnica ha sido muy empleada en 
programas de mejoramiento de cepas y fue tomado en cuenta para en el proceso de 
selección. La búsqueda de hiperproductoras de lipasa se realizó por plaqueo en medio 
"D" emulsificado con tributirina. como única fuente de carbono o, según el caso, en 
presencia de análogo. Se plaquearon aproximadamente 1 O 000 colonias. Se les midió el 
halo después de 72 horas de incubación a 29ºC en los medios señalados. Ninguna 
colonia produjo halos mayores de 0.8 cm. de diámetro, que fue colocado como límite 
para selección de hiperproductoras, de acuerdo a los resultados obtenidos al determinar 
la variabilidad de la cepa. Posiblemente el lapso de incubación fue corto, pues el 
microorganismo necesitaba recuperarse del efecto del agente mutagénico y el tiempo 
empicado fue el mismo usado para la población en condiciones normales. No se 
apreciaron diferencias morfológicas entre colonias. En algunos casos la morfología ha 
sido asociada. con niveles de represión para algunas enzimas y sobreproducción, pero 
mayormente en relación a metabolitos primarios. 

CURVA DE SUPERVIVENCIA. 
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FIGURA 7 

La cuenta de colonias se realizó de la dilución 10· 

Ante la no detección de colonias hiperproductoras en condiciones en el que el 
umco criterio de selección era el diámetro del halo, se recurrió a la búsqueda de 
mutantes resistentes al análogo DOG. Entre las mutantes resistentes a análogos a 
menudo se encuentran mutantes regulatorias altamente productoras (Demain, 1973). Las 
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SOO colonias.con mejores halos fueron replicadas en medio "D" con 2-desoxiglucosa en 
los 3 niveles de concentración considerados previamente (0.01, O.OS, 0.1 gil.). El 
número de colonias desarrolladas en cada nivel se muestra en la Tabla 14. 

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

2-DESOXIGLUCOSA (gil.) O.O! o.os 0.1 

COLONIAS 312 146 42 
DESARROLLADAS 

POBLACION REPLICADA soo 

Las 42 colonias obtenidas en medio "D" con 0.1 g/I. de 2-deoxiglucosa, fueron 
replicadas nuevamente en medio con 2-desoxiglucosa. Después de 84 horas de 
incubación a 29ºC se midió 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. Diámetro de halo de lipólisis de colonias desarrolladas en 0.1 g/I. de 
2-desoxiglucosa 

TAMAÑO DE No. DE COLONIAS 
HALO 
(cm) 

1.3 1 
1.2 4 
1.0 8 
0.9 10 
0.8 9 
0.7 6 
0.6 4 

Por otra parte se tomaron esporas provenientes del tratamiento mutagénico y se 
plaquearon directamente sobre medio "D" con 2-desoxiglucosa O. lg/I, ya que era el 
único medio en el que se habían detectado colonias hiperproductoras. Con este 
procedimiento cuatro colonias crecieron de un total de 2 x 1 O.¡ esporas plaqueadas y 
posteriormente se les determinó el diámetro de halo que se muestran en la Tabla 16. 

CARACTERIZACION DE MUTANTES EN FERMENT ACION SUMERGIDA 

La producción en fermentación sumergida es el criterio final de evaluación de 
eficiencia del método de selección en sólido. Si el rendimiento en placa tiene alguna 
relación con el cultivo sumergido el método tiene una aplicación directa en la selección 
de mutantes con niveles de producción superior. Como se ha dicho antes, factores como 
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características de crecimiento de la cepa en sólido, difusión de la enzima y permeabilidad 
pueden generar diferencias de comportamiento entre las condiciones de selección y 
producción. 

Las 1 O colonias que presentaron halos más grandes, independientemente del 
método de selección con el que fueron encontradas, se probaron para la producción de 
enzima en fermentación sumergida. Estas se muestran en la Tabla 16. Se debe hacer 
notar que algunas de las cepas consideradas presentaban diferencias en cuanto 
crecimiento. Así, la cepa 4 tuvo un desarrollo más lento que las otras mutantes y las 
cepas 13, 34, 45 presentaron halos grandes pero las colonias fueron mucho más 
pequeñas que las demás mutantes. 

TABLA 16. Colonias probadas en fermentación sumergida 

COLONIA DIAMETRO MODO DE OBTENCION 
DE HALO EN MEDIO CON 2-

(de Lipólisis) DESOXIGLUCOSA 

1 0.9 
2 1.0 
3 0.9 FLAQUEO DIRECTO. 

4 1.2 
25 1.2 
32 1.3 
75 1.0 REPLICACION 

13 
. 

1.2 
34 1.0 
45 1.2 

ACTIVIDAD LIPOLITICA EN FERMENTACION SUMERGIDA 

Los resultados presentados en las Figuras 8 y 9, así como en la Tabla 17, 
indican que la actividad obtenida en medio con agar no guarda relación directa con los 
valores obtenidos en fermentación sumergida. Esto indica que los halos no son 
necesariamente indicadores de alta actividad volumétrica producida en medio líquido, 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 selección en sólido puede ser útil para una selección primaria porque 
permite reducir el número de colonias a probar, pero es imprescindible evaluar los 
resultados en medio líquido. Esto representa un problema para el manejo de un gran 
número de cepas. 

Los resultados obtenidos en fermentación sumergida fueron analizados 
estadisticarnente para determinar si existía diferencia significativa de la actividad 
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lipotitica al usar glucosa al 1 % y 4 % para cada una de las cepas. Se encontró 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 
l y 2 la actividad lipolítica 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 examinó biomasa, se determinó diferencia significativa entre la biomasa 
producida con glucosa al 1% y la producida al 4%, es mayor al 1%. Además 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 l % y 4%. La clasificación de las cepas 
respecto a la actividad lipolítica 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 lipolítica y Biomasa de las cepas con glucosa al 1 % y glucosa al 
4% en medio con aceite. 

ACTIVIDAD LlPOLITlCA BIOMASA 
(U/mi) (m~/ml) 

CEPA GLUCOSA 1% GLUCOSA4% GLUCOSA 1% GLUCOSA4% 
MEDIA a MEDIA a MEDIA a MEDIA a 

1 22.40 ± 1.09 27.22 ±0.08 15.80 ±0.89 14.68 ±0.92 
2 21.53 ±0.14 27.23 ±0.30 16.97 ± 0.62 12.99 ±0.73 
3 23.24 ± 1.11 24.96 ±0.30 14.47 ± 0.25 13.70 ±1.47 
4 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 16.27 ± 0.1.2 
25 21.68 ± 0.38 22.85 ±0.83 16.30 ± 0.53 16.16 ±0.27 
32 13.86 ±0.14 7.68 ±O.SS 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 8.22 ±0.24 15.76 ± 0.91 15.82 ±0.94 
75 10.63 ±0.08 8.31 ± 1.33 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 =cepa silvestre 

En relación a los niveles de producción y sensibilidad al efecto de glucosa las 
cepas 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 
seóa indicativo de que se trata de cepas insensibles a represión catabólica pero no están 
afectadas en el nivel de producción. 
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TABLA 18 Clasificacion de las cepas respecto a la actvidad lipolítica y biomasa 
producida en medio con glucosa al 1 % y glucosa al 4% de acuerdo a Duncan 

CEPAS ACTIVIDAD LIPOLITICA CEPAS BIOMASA 
GLUCOSA 1% GLUCOSA4% GLUCOSA 1% GLUCOSA4% 

1 * * g g 1 e d 
2** f g 2** e a 
3 N.S. g f 3 N.S. a c 
4** g d 4* e b 
13* * d b 13 N.S. d f 
25N.S. f e 25 N.S. c f 
32 * 
34N.S 
45. 

75 * 
S** 

e b 32N.S. e d 
a a 34N.S. e d 
b b 45 N.S. c e 
c b 75N.S. c f 
e c S** b f' 
Letras diferentes indican diferencia al 5% de significancia 

(Comparación con glucosa al 1% y 4%: *•=diferencia altamente significativa, 
•=diferencia significativa, N.S =No significativa). 

ACTIVIDAD LIPOLITICA DE DIVERSAS CEPAS MUTANTES DE /l delemur. 
HN IT:RMI!NTACION SU?\.ffiROlílA CON Ol.lJCOSA AL 1~• Y At'EITE AL :m, 

ACl'IVIDAD Lil'OLITICA (U/mi) 

20 

15 

10 

5 
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ll'§)ll ACTIVIDAD ESPECIFICA ACTIVIDAD fil lllO~L\SA 

FIGURAD 
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ACTlVlDAD L!POLIT!CA DE DIVERSAS CEPAS MUTANTES DE 

R.delemar F.N FF.RMF.NTACION SUMERGIDA EN ~ffiDIO CON G!.UCOSA AL 4% y ACEm¡ AL 2% 
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ACTIVIDAD Lll'OLITICA (U/mi) 

2 3 13 25 

CEPAS 

fll ACTIVIDAD ESPECIFICA fáillj ACTIVIDAD JI JllOMASA 

FIGURAS 

Las cepas 1, 2, 3, 25 y 4 pueden ser consideradas sobreproductorns. Las cepas 1, 
2, 3 y 25 mantienen su patrón de comportamiento productor en ambos casos, 
independientemente de la concentración de la glucosa 1 % y 4 %, incluso los valores de 
actividad de las cepas 1, 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 represión catabólica. Las cepas 1 y 2 fueron las mejores productoras 
y presentaron valores de actividad similares entre sí, 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 más de 5 
unidades (22%). Estos valores están todavía por encima de los producidos por la cepa 
slivestre en glucosa al 1 %. 

Los medios de producción probados corresponden a condiciones que garantizan 
el máximo de producción volumétrica de lipasa, pero en ellos no se manifiesta 
claramente el 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 fenómeno. Los resultados mostrados en 
las Tablas 19 y 20 indican que las cepas siguen mostrando el comportamiento de 
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sobreproducción (60% más que la cepa silvestre, inclusive como se puede observar la 
actividad específica es mucho mayor que en la cepa silvestre) y resistencia a efecto 
carbono, que indica desrregulación. Los valores obtenidos son menores a los reportados 
para fermentaciones previas al no haber aceite en el 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 número de hiperproductoras es 
de 5/ I 0000 y en cuanto a resistenes a represión son 2/10000 que además 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 (Eriksson y Johnsrud, 1983; Fiedurek et 
al, 1986). 

CEPA 

s 
1 

2 

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

ACTIVIDAD LIPOLITICA BIOMASA ACTIVIDAD 
(U/mi) (mPiml) ESPECIFfCA 

MEDIA a MEDIA a (U/mg) 

10.68 ± 0.23 6.88 ± 0.22 1.55 

16.97 ± 0.43 6.79 ± 0.17 2.49 

16.39 ± 0.49 6.73 ± 0.16 2.43 

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

CEPA ACTIVIDAD LIPOLITICA BIOMASA ACTIVIDAD 
(U/mil (ml'./ml) ESPECIFICA 

MEDIA a MEDIA a (U/mg) 

s 6.77 ± 0.55 6.90 ± 0.18 0.97 

l 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 alteración de una función regulatoria, en 
algún gen vinculado con la biosíntesis de lipasa, o en algún gen que controla el 
mecanismo de regulación por glucosa en Rllizop11s tlelemar, de acuerdo a lo mencionado 
por Jhonston, ( 1985), así como en el transporte de glucosa o en el mecanismo de 
secreción de la enzima. Debe también considerarse que se puede tratar de mutantes 
pleiotrópicas, cuya alteración resulte en cambios en varios caracteres. Es frecuente que 
con la luz ultravioleta se generen pequeños cambios mutacionales en genes estructurales 
o regulatorios. Gerhartz (1990) señala que cuando los cambios en componentes 
estructurales a través de la mutación corresponden a la pérdida de una función 
regulatoria, éstos resultan en el mejoramiento de producción de una enzima. 

SECRECION. 

Uno de los fenómenos generales que pueden explicar la resistencia a 2 
desoxiglucosa es una alteración en la permeabilidad y una modificación en los niveles de 
secreción. Para evaluar esta hipótesis se detem1inó la proteína extracelular en las cepas 
consideradas hiperproductoras, tanto en glucosa al J % como al 4% y los resultados se 
presentan en las Tablas 21 y 22. Los valores de proteína extracelular obtenidos en todas 
las cepas fueron menores al de la cepa silvestre. Los más bajos fueron presentados por las 
cepas 1, 2 y J, estos representan el 5 J, 42, y 37% respectivamente de los presentados por 
la cepa sillvestre, mientras que en las cepas 4 y 25 fueron 18 y 12% respectivamente. 
menores ésta. Esto indicaría que no está afectado el nivel de secreción, pero si resulta que 
en las cepas hiperproductoras la mayor cantidad de proteína excretada corresponde a 
lipnsa. Esto hace suponer que el proceso de mutagénesis mejoró específicamente el nivel 
de sccrección para la enzima lipolítica, probablemente por modificación del péptido señal. 

TABLA 21. Determinación de proteína extracelular en las cepas mutantes con mayor 
actividad lipolítica en mediocon aceite de oliva al 2% y glucosa al 1% 

PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVJDADI 
CEPA EXTRACELULAR LlPOLITICA PROTEINA 

(nw/m!) llllml) <U/mí!) 

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.l l 21.68 0.30 
s 82.59 13.92 0.16 
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TABLA. 22. Determinación de proteína extracelular en cepas mutantes con mayor 
actividad lipolítica en medio con aceite de oliva al 2% y glucosa al 4% 

PROTEJNA ACTIVIDAD ACTIVIDAD/ 
CEPA EXTRA CELULAR LlPOLITJCA PRO TE IN A 

(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 diámetro de halo. La medida de los diámetros de halo después 
de cada resiembra se presentan en la (Tabla 23) 

TABLA 23. Estabilidad en la producción de lipasa en cepas mutantes medida por 
diámetro de halo de Lipólisis tras séis resiembras. 

CEPA R E s l E M B R A s 
1 2 3 4 5 6 media a 

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 O.ID 

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 o.os 

El análisis estadístico de los datos revela que hay diferencia altamente significativa 
entre las cepas analizadas. La prueba de Duncan separa a las cepas en 4 grupos ( Tabla 
24 ) La cepa silvestre es la que presenta menor diámetro de halo en las cepas 1 y 3 el 
diámetro 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 Clasificación de cepas mutantes de acuerdo a su estabilidad 
según Duncan 

CEPAS CLASIFICACION 
DUNCAN 

1 b 
2 c 
3 b 
4 d 
25 d 
s a 

Letras diferentes md1can d1fcrenc1a s1gmticativa 
al 5% de signiticancia 

El análisis también indica que el diámetro del halo no cambia para las resiembras 
lo que significaría que la actividad lipolítica no varía o disminuye en las resiembras 
sucesivas. Sin embargo, se dctenninó que existe una tendencia de variación de actividad 
respecto al diámetro inicial presentado por las cepas, en un rango no mayor del 15%, 
caso específico la cepa 25, pero existen casos en que los niveles detectados son mucho 
más estables, alcanzando niveles de 96 % en relación al valor inicial. Estos resultados 
penniten decir que las mutantes obtenidas mantienen sus niveles de producción de enzima 
y son estables al menos por el número 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 análisis, ni del valor obtenido previamente al determinar la 
estabilidad de la producción. Sin embargo habría que considerar que en una cepa mutante 
siempre es posible hacer evidente la población 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 alteración de su 
estado fisiológico, y no se encuentran en condiciones naturales de las cuales ellas intentan 
escapar para retornar a su estado natural, como lo señala Vanek et al (1990). 
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CAPITUL06 

CONCLUSIONES 

I) • La producción de lipasa en R!tizopus delemar es variable, la población tuvo una 
distribución en 100% en cuanto al tamaño de halo producido por las colonias con mínimo 
y máximo diámetro. El mayor porcentaje de la población produjo halos entre 0.5 - 0.6 
cm. y el mayor tamaño de halo observado en la población fue de 0.8 cm. 

2).- Los niveles de producción de enzima en R/tizopus delemar puede ser considerado 
estable al menos en las 7 transferencias probadas en este trabajo. 

3) La selección de hiperproductoras de Ji pasa por halos de claridad en Rlzizop11s delemar 
no es un método totalmente confiable. Los factores involucrados en la diferencia de 
expresión en medios sólido y líquido todavía no han sido identificados. El método puede 
usarse para una selección primaria, pues permite reducir el tamaño de la población a 
examinar en fermentación sumergida. 

4).- La cepa resultó sensible a 2-desoxiglucosa (0.1 gil) y esta caracteristica permitió 
seleccionar cepas hiperproductoras de lipasa y derreguladas al efecto negativo de glucosa 
en Rlzizopus delemar. 

5).- Cinco cepas seleccionadas pueden ser consideradas como sobreproductoras de lipasa 
pues su rendimiento es 60% más que Ja 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 hiperproducción muy altos, 
los incrementos son menores a los obtenidos con estrategias de manipulación de factores 
nutricionales. Sin embargo, sólo se ha realizado un proceso de mutagénesis y, como 
señalan muchos autores, la generación de cepas con acumulación de propiedades 
deseables se logra a través de programas de mejoramiento con varias etapas incluyendo el 
uso alternado de mutáge.nos y la clonación . Asimismo estas mutantes pueden ser 
probadas en medios mejorados. 

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

Continuar la investigación de los factores nutricionales y mecanismos regulatorios 
que afectan la producción de lipasa en Rliiwp11s tlelemar y, mediante la manipulación de 
estos parámetros, implementar estrategias acertadas en la selección de mutantes con 
características deseadas para incrementar la producción de enzima. En particular, deben 
explorarse mejor los factores que pem1iten detectar en sólido colonias con halos grandes 
y que pierden la capacidad de hiperproducción en medio líquido. 

Un estudio fino de las mutantes nos permitiría conocer si la derrepresión está 
asociada al mecanismo de transporte de glucosa o respecto a la actividad de enzimas 
catabólicas como fosfatasas, fosfo1ilasas etc. Asimismo, puede estar relacionada con 
mecanismos regulatorios específicos como el gen CreA o su equivalente. Resulta de 
interés en este caso el hecho de que el fenómeno de regulación por glucosa no se 
manifieste en presencia de aceite o de lípidos. 

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

Un estudio genético puede llevar a la identificación de los puntos mutacionales, lo 
que contribuiría a su caracterización y faciltaría el diseño de estrategias para la selección 
de mutantes hiperproductoras 

Los avances en biología molecular y la tecnología de DNA recombinante han 
expandido las posibilidades de realizar la sobreproducción de enzimas. Esto pemiitirá 
profundizar en el conocimiento de la genética de Rliizopus delemar y de los genes que 
codifican la producción de lipasa, así como conocer los mecanismos involucrados en la 
regulación por carbono, área en la que quedan muchos problemas por resolver entre los 
hongos filamentosos. 
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