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1. Resumen.

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de triacilglicéridos en la
interfase aceite-agua, pueden ser de origen animal (pdncreas de porcino), vegetal
(semillas oleaginosas) o microbiano (bacterias, hongos y levaduras), son ampliamente
utilizadas en la industria de los alimentos, principalmente la industria de
procesamiento de lacteos para la obtencién de quesos y cremas maduradas,
modificacién de grasas de laleche y en la elaboracién de yogurt, entre otros.

En los dltimos anos se ha tratado de mejorar los métodos de obtencién de
lipasas optimizando los medios de cultivo y las variables fisicas que intervienen en el
crecimiento de los microorganismos, como temperatura y pH, entre otros.

En cl presente trabajo se caracteriza el crecimiento y produceidn de lipasas
por R. delemar en fermentacidn sélida utilizando una resina de intercambio iénico
(Amberlita IRA-900) como soporte y se caracteriza la relacién soporte-lipasa,

De dos cepas de Rhizopus delemar se seleccioné la mayor productora de lipasas,
considerando a Rhizopus delemar CDBB H313. La seleccién se hizo en base al
didmetro de halos de hidrélisis de triacilglicéridos en caja Petri,

Se realizo una cinética de crecimiento y produccién de lipasas en medio liquido
obteniéndose la mayor produccién de lipasas a las 48h de la fermentacién (14.07
U/ml). Se observé que el extracto lipolitico es m4s estable a pH de 6 aunque el pH
optimo de la lipasa es de 6.5.

Previo a la fermentacion solida, se hicieron pruebas de crecimiento en caja Petri
utilizando glucosa, maltosa, almidén y dextrina como fuentes de carbono, siendo
dextrina la fuente de carbono con la cual se observé mayor crecimiento de las colonias,
precedida de maltosa y glucosa, descartando al almidén por presentar un crecimiento
bajo.

Fue posible el crecimiento y produccién de lipasa por fermentacidn sélida,
utilizando dextrina, maltosa y glucosa como fuentes de carbono, observéndose la
mayor produccién de lipasas con dextrina (15.66U/ml o 95.62U/g. MS),alrededor de las
20h de fermentacién.

Se adsorbio lipasa de Rhizopus delemar en Amberlita entera y triturada
(didmetro de particula de 0.53mm y 0.10mm. respectivamente), obteniéndose valores
de adsorcién de 10% para la lipasa de R. delemar en Amberlita entera y 98.7% en
Amberlita triturada. Se observé que la cantidad de lipasa que se adsorbe, no se
expresa en su totalidad, es decir hay perdidas de lipasa posiblemente por los
fenémenos de impedimento estérico, bloqueo de sitios activos, gradientes de
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concentracién intraparticular y adsorcién en multicapas, que se pueden presentar
cuando se adsorbe una enzima por el método de adsorcién.

Se trato de desorber la lipasa de R. delemar de la Amberlita, cambiando el pH
del medio y adicionando varias concentraciones de NaCl para favorecer el intercambio
iénico, logrando desorber solamente un 37.7% de lipasa con 5g de NaCl.



2.Antecedentes.

Dentro del amplio campo de la biotecnologia las enzimas han ido adquiriendo
cada dia mayor importancia. Entre gran variedad de estas, son de especial interés
para e} presente trabajo las lipasas o glicerol éster hidrolasas (EC 3.1.1.3)

Aunque el principal mercado de las lipasas sigue siendo para las de origen
animal (extraidas de glindulas) (Lopez-Munguia, 1993), existe un potencial
importante en lipasas de origen microbiano, siendo de especial interés su aplicacién
en productos lacteos, debido a que la composicidn de la grasa de la leche hace
posible ¢l uso de lipasas para el desarrollo de nuevos sabores, mejorando la
palatabilidad, aroma y aceptacién de los productos fermentados de leche. En
varios tipos de quesos las lipasas son de gran importancia, debido a que promueven
la madurez del queso y a su vez generan sabores, proporcionando al queso cuerpo y
textura; algunos ejemplos de esto son: el desarrollo de sabor del queso tipo Cheddar
utilizando lipasas de Aspergillus oryzae, el uso de Penicillium camemberti y
Penicillium candidum en la manufactura de queso tipo Camembert y Brie ( Arnold
et al. 1974),

Ademas de las diferenter aplicaciones que se tienen para las lipasas, también
hay un gran ndmero de investigaciones dedicadas a optimizar los procesos de
produccién de estas. Entre otros se encuentran: la optimizacion de las condiciones
de produccién y de maxima actividad de la lipasa de Penicillium caseicolum (Alhir
et al. 1990) y optimizacién del medio de crecimiento para la produccion de lipasa de
Pseudomonae fragi (Alford & Pierce, 1963). Las trabajos anteriores se han hecho-
por fermentacién sumergida, sin embargo, la fermentacién en estado sdlido
también ofrece una importante alternativa para la produccién de lipasas. Por
ejemplo: ge puede citar el trabajo de Rivera-Muiios et.al. (1991), en la produccion de
lipasas de P. candidum, Mucor michei y P. camembertii crecidos aobre salvado de
trigo

Entre la gran variedad de hongos productores de lipasas, también ge
encuentra Rhizopus delemar . Diferentes cepas de este hongo se han sometido a
varios estudios que tienen como principal objetivo la produccién de lipasas. Entre
otros trabajos se han hecho investigaciones sobre su crecimiento y la produccién de
lipasas sobre espuma de poliuretano, quedando a su vez las células inmovilizadas
(Chen & Mc Gill, 1992). También se han hecho estudios sobre su capacidad
preductora de lipasas utilizando glicerol como fuente de carbono (Haas & Bailey,
1993), por otro lado Martinez et al (1993) optimizaron el medio de cultivo para
incrementar la produccién de lipasas en fermentacion lquida, para la cepa CDBB
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H313, Esta misma cepa y medio de cultivo se utilizardn en el presente trabajo, con
la finalidad de caracterizar su crecimiento y produccién de lipasas en fermentacién
sdlida, utilizando Amberlita IRA-900 como soporte,

Por otro lado, en el departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa, lugar de donde se desarrollé el presente
trabajo, se estan realizando trabajos de biodegradacén de gases de proceso por
biofiltracién y produccién de aromas por Ceratocystis fimbriata por fermentacion
en estado sélido (Christen et al. 1992), También se han realizado trabajos sobre la
produccién de enzimas proteoliticas y metabolismo microbiano sobre soportes
sdlidos (Amberlita TRA-300) mediante el uso del hongo del género Aspergillus (Auria
et al.1990), asf como la produccién de lipasas por Yarrowia lipolytica en
" fermentacién liquida y s6lida utilizando Amberlita como soporte (Corzo, 1993).



3. Introduccion.

3.1, Enzimas en la Industria de Alimentos,

Las enzimas son moléculas homo- o hetero-proteicas que catalizan
reacciones quimicas, por lo general son especificas de las reacciones que catalizan y
se ha identificado una gran variedad. Muchas de ellas, tienen una amplia gama de
aplicaciones en el drea de alimentos, produciendo metabolitos de interés y
modificando elgunas propiedades del alimento (Anénimo, 1989).

Algunas de las tantas aplicaciones de enzimas en la industria alimentaria
son: generacion de sabores en productos ldcteos por lipasas y proteasas,
coagulacién de protefnas en la fabricacién de quesos por proteasas, clarificacién de
jugos por pectinasas, produccién de jarabes fructosados por isumerasas, produccién
de leche con bajos niveles de lactosa por hidrolasas y en la panificacién el uso de
amilasas, entre otras (Wasserman, 1990).

Las enzimas son de origen vegetal, animal o microbiano (levaduras, hongos y
bacterias). En el campo de la biotecnologia se ha explotado principalmente la
produccién de enzimas de origen microbiano y en Ia actualidad existe un gran
nimero de investigaciones dedicadas a mejorar los niveles de produccién de
enzimas por manipulacién genética y optimizacién de condiciones, buscando como
principal objetivo obtener eficiencia en varias operaciones del proceso, como son:
establecer condiciones fisicoquimicas de la fermentacién, procesos prdcticos para
recuperar metabolitos (Harlander, 1989), asi como proceso de escalamiento a nivel
industrial (Geraats, 1994).

3.2, Lipasas.

En el presente trabajo se hard referencia a un tipo de enzima llamada lipasa;
Las lipasas son definidas como glicerol éster hidrolasas (EC 3.1.1.3), e hidrolizan tn,
di y monoglicéridos en la interfase aceitc-agua. Para que lleven a cabo su funcién el
sustrato debe ser ingoluble en agua. Si decrece el contenido de agua en el medio de
reaccién, las lipasas pueden llevar a cabo reacciones de sintesis e
interesterificacion de grasas y aceites, También, como el resto de las enzimas, las
lipasas se originan de fuentes animales, vegetales y microbianas, como levaduras y
bacterias; los microorganismos utilizan a las lipnsas para degradar triacilglicéridos
de origen animal o vegetal que utilizan como fuente de carbono y energia para su
crecimiento (Novotny et al. 1988). Desde el punto de vista industrial las lipasas
extracelulares presentan ventajas sobre nquellas intracelulares, por el hecho de ser
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mads facilmente recuperables, evitando asi la ruptura celular y facilitando su
purificacién (Priest, 1985).

3.3. Selectividad de las lipasas.

Las lipasas microbianas pueden hidrolizar el triacilglicérido en posiciones 1y
3 obteniéndose dcidos grasos libres, 1-monoglicérido o 1,3-diglicérido que se podrian
hidrolizar posteriormente; a este tipo se le llama lipasa especifica, por otra parte la
lipasa no especifica no distingue entre las tres posiciones del triacilglicérido. La
especificidad de las lipasas depende del tipo y origen de estas (Arnold et al. 1974),

3.4.Fermentacién sélida,

La mayorfa de las investigaciones sobre produccién de enzimas se han hecho
por fermentacion en estado liquido. En los ultimos afios la fermentacion en estado
sblido (FES) ha representado otra opcion para el crecimiento microbiano y la
produccién de metabolftos de interés,

3.4.1. Definicién de fermentacién en estado sélido.

En términos generales se refiere al tratamiento de un material himedo, no
suspendido en el agua y sin escurrimiento acuoso, que permite ¢l desarrollo de una
fermentacién empleando uno o varios microorganismos. En todos los casos los
microorganismos pueden ser hongos, bacteriag o levaduras, Segan Auria et. al.
(.1990), la fermentacién en estado sélido, es un sistema de cuatro fases, donde la
fase continua es una mezcla de gases que fluyen a través de un lecho sélido,
compuesto por un soporte insoluble en agua, que contiene absorbida una solucién
acuosa de nutrientes, sin ohservarse drenaje alguno y considera como la altima
fase al microorganismo que crece en el soporte o en el espacio libre interparticular,
En los procesos de fermentacién en estado sdlido el material himedo puede o no
cumplir con las funciones del sustrato; en ocasiones simplemente actuard como
soporte inerte mientras que en otras serd la fuente directa de carbono y energia. En
el primer caso, el sustrato, junto con los demas nutrientes, deberd absorberse
previamente en el soporte (Oriol et al. 1988).



3.4.2. Ventajas y desventajas de la Fermentacion sélida.

Como se menciond anteriormente la fermentacién en estado sdlido se define
como: cualquier proceso microbiano en donde el crecimiento del microorganismoy
la formacién de producto se lleva a cabo en la superficie y/o dentro de materiales
sélidos con bajo contenido de humedad (Mudgett, 1986). Estos procesos presentan
ventajas apreciables sobre los de fermentacion liquida, pero también presentan
algunas desventajas. Lo anterior lo analizaron: Moo-Young, et. al. (1983);
Raimbault,(1980); Bailey & Ollig, (1987), y se presentan a continuacién:

Ventajas.
- Trabaja en condiciones no estériles,
- No requiere grandes cantidades de agua
- Se obtienen rendimientos altos,
- Produce pocos efluentes
- Da productos concentrados que facilitan su extraccién,
- El volumen del reactor es reducido.
- Requieren menos energia.

Desventajas.
- Se encuentran importantes problemas de transferencia de calor y masa
- El sustrato requiere casi siempre de un pretratamiento quimico y/o fisico.
- El tamafio del inoculo debe ser muy alto,
- Requiere mucha mano de obra.

No es sencillo seleccionar la tecnologia adecuada con las ventajas y
desventajas que aqui se presentan, debido a que cada caso requerira de un analisis
particular.

3.4.3. Antecedentes de la fermentacién sélida,

La fermentacion en estado sélido ha sido utilizada desde la antigiiedad y
revisada por varios autores. (Aidoo et al. (1982), Pandey (1991)) y se muestra a
continuacién la evolucién histérica de este proceso fermentativo.



Tabla 3.4.3. Antecedentes de la Fermentacién Sélida.

2600 a.c. Elaboracién de pan por los Egipcios
2500 a.c. Fermentacién de pescado, preservacion con azidcar, sales
etc. Inicializa el proceso del koji en China y Japon.
1000 a.c. Elaboracién de queso por Penicillium roqueforti.
| Siglo XVIII Elaboracién de vinagre de manzana.
1860-1900 Composteo para tratamiento de aguas residuales.
1900-1920, Elaboracién de dcido kéjico y produccion de enzimas
fungicas,
1920-1940. Produccién de dcido gluednico y citrico.
1940-1950, Gran desarrollo en la industria de la fermentacidn,
Produccién de penicilina en sistema sélido y liquido.
1950-1960 Transformacién de esteroides por cultivos fingicos.
1960-1980. Produccién de micotoxinas y de proteinas para el
enriquecimiento de alimentos.
1980. Elaboracién de varios productos como aleohol, dcido
iberélico, dcido citrico y produccién de enzimas.

Como se puede observar, en los tltimos afios la fermentacién en estado sélido
ofrece un potencial interesante para la produccién industrial de enzimas, dcidos
orgénicos y antibi6ticos por medio del emples de microorganismos; algunas especies
de hongos y levaduras en condiciones ambientales de baja humedad y asepsia
natural pueden proporcionar concentraciones elevadas de producto poco usualesy
una reduccion de requerimientes de energfa para la esterilizacidn, la transferencia
de oxigeno y recuperacion de producto.

3.5. Generalidades de la fermentacién en estado solido.

3.5.1. Microorganismos.

En general el tipo de microurganismo que puede crecer en condiciones de
fermentacion sélida queda determinado por la actividad de agua (Aw), la cual es
definida como la humedad relativa del aire en equilibrio con el sustrato. La actividad
de agua determina Ia transferencia de agua y solutos a través de la membrana
celular y su control puede ser empleado para modificar la produccién metaboliea de
un microorganismo (Pandey et al. 1991),



3.5.2. Soporte.

La matriz sélida debe tener la capacidad de absorber la cantidad de agua
necesaria para que el microorganismo lleve a cabo adecuadamente las reacciones
metabélicas vinculadas a su crecimiento y desarrollo (Viniegra, 1988).

Los soportes utilizados en la fermentacién s6lida son muy variables y en su
mayoria son de bajo costo y provienen de desechos industriales. Segin la revisién
de Pandey et. al. (1991), se ha utilizado bagazo de caiia para produccién de
penicilina por Penicillium chrysogenum, salvado de trigo para produccién de
lipasas por Penicillium spp., Geotrichum candidum, Mucor meihei, Rhizopus
arrhizus y Rhizopus delemar, asi como frijol de soya para el crecimiento de
Rhizopus oligosporus.

En la mayoria de los casos se trata de soportes que no tienen propiedades bien
definidas, lo que dificulta un mayor entendimiento de aspectos tales como la
cinética de crecimiento y fenémenos de transporte. A fin de evitar esto, se ha
empleado en estudios recientes una resina polimérica aniénica (Amberlita IRA-
900) impregnada con una solucién nutritiva, para la caracterizaciéon del
crecimiento de Aspergillus niger (Auria et al. 1990), asf corao para el crecimiento de
la levadura Candida utilis. utilizando glucosa y etanol como fuente de carbono
(Christen et al.. 1993). El uso de estos soportes permite al microorganismo usar
carbohidratos monoméricos inmediatamente, se evita la destruccién de la matriz
sélida durante el crecimiento, lo que permite asegurar condiciones geométricas de
empaque constantes y ademas facilita comparaciones con cultivos sumergidos
(Oriol et al. 1988). Algunos de estos soportes se pueden utilizar para inmovilizar a
la célula, como lo muestra Chen & Mec Gill (1992), donde se utiliza espuma de
poliuretano como soporte para el crecimiento, inmovilizacién y produccién de
lipasas de Rhizopus delemar; en el drea de produccion de aromas se ha utilizado
celita y poliuretano donde se absorbe y atrapa lipasa de Candida cylindracea para
producir L- mentol-5-fenil valerato, segin la revisién de Christen & Lépez (1994).
Como se puede observar, existe una amplia gama de soportes para fermentacién
en estado adlido y el uso de cada uno dependerd del objetivo del estudio.

3.5.2.1. Pretratamiento del soporte.

Los pretratamientos tienen la funcién de aumentar el drea de contacto,
reteniendo agua y nutrientes solubles, proporcionar lugares de facil penetracién
microbiana, entre otros. Pueden ser tratamientos quimicos o mecdnicos, desde
descascarado, lavado con agua, humidificacion, vaporizacion, pulido, tamizado,
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fragmentacion, molienda hasta tratamientos quitmicos con dleali, cloruro de sodio, o
soluciones dcidas.
3.5.3. Parémetros del proceso.

En general para la fermentacién en estado sdlido existen varios pardmetros
importantes que ayudan a la obtencién de mejores resultados. Estos parametros
son: temperatura, aireacion, Aw, pH, humedad, tamatfio de partfcula e inoculo.
Debido a que cada sistema en particular requiere de condiciones especificas, a
continuacién se mencionan algunoe de los aspectos mds relevantes de cada
pardmetro.

3.5.3.1. Efecto de la temperatura,

Este pardmetro en particular debe mantenerse fijo, ya que el crecimiento
celular siempre trae asaciadas importantes cantidades de calor metabélico, que
tienden siempre a calentar el medio de cultivo y pueden acelerar o parar el
desarrollo celular o secar el medio de cultiva.

3.56.3.2, Efecto de la aireacién.

La tasa con que se alimenta el aire es siempre directamente proporcional al
desarrollo del fenémeno de secado, indescable en todo sistema de fermentacion
s6lida, debido a que la deshidratacién del medio de cultive provaca que la
transferencia de nutrientes y metabolitos producides sea muy lenta, la presién
osmética del medio aumenta y se acclera el proceso de conidiacién e inicia la
sintesis de metabolitos secundarios. Para controlar este pardametro se sugicre
alimentar el aire siempre saturado.

3.5.3.3, Efecto de Aw (actividad de agua).

La actividad de agua se puede definir como la humedad relativa de la
atmésfera gaseosa, que se encuentra en equilibrio con la humedad del sustrato.
Este cancepto no solo incluye la presencia del solvente sino también la disposicién
del mismo en funcién de los solutos y metaholitos presentes. En la fermentacién
sélida, al principio cuando el agua se encuentras mas disponible se ve alterada por
fuerzas intermoleculares desiguales entre las moléculas del soluto a solvente,
solvente « solvente y de sustrato a solvente; después el agua se incorpora a las
células y finalmente las fuerzas entre metabolitos extracelulares y solvente
también impedirdn al agua estar disponible,
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3.6.3.4. Efecto del pH.

En el desarrollo de la fermentacién se pueden producir metabolitos que
ocasionan algunas veces la diminucién o el aumento de pH en el sistema, esto
puede traer como consecuencia la inhibicion de la actividad metabélica del
microorganismo. La capacidad amortiguadora de algunos sustratos ayuda a la
eliminacién de control de pH durante la fermentacion. Esta ventaja es aprovechada
al ajustar el pH inicial de los sélidos durante la impregnacién de los nutrientes
(Raimbault, 1980).

3.5.3.5. Efecto de la Humedad.

La humedad es uno de los pardmetros mas criticos en la fermentacién en
estado sdlido. Es importante tener un sustrato con suficiente humedad para el
crecimiento del hongo, sin superar el nivel que traeria como consecuencia el
crecimiento de bacterias, disminucion de la porosidad del soporte y disminucién de
la difusién de oxigeno. El 6ptimo de humedad dependera del tipo de productos
deseados y condiciones del cultivo.

3.5.3.6. Tamaiio de particula,

Del tamaiio de particula depende la transferencia de calor, intercambio de
gases que habrd en el fermentador y el drea de crecimienta. Si el tamafio de
partfcula es muy pequefio, habra una mayor superficie para el crecimiento del
microorganismo, provocando grandes caidas de presién y zonas anaerobias en el
fermentador.

3.8.3.7. Efecto de la concentracién del inoculo.

En la fermentacién sélida se debe inocular elevadas concentraciones de
espora, para asegurar que no se presenten contaminaciones durante la
fermentaci6n. Si la densidad es alta puede haber escasez de nutrientes necesarios
_ para la formacién del producto.

3.8, Generalidades de la Adsorcion,

El crecimiento de Rhizopus delemar sobre una resina de intercambio iénico
(Amberlita IRA-900), involucra la adsorcién entre las enzimas producidas en la
fermentacién y la resina. Monsan (1987) menciona algunos de los fenémenos
involucrados en Ia adsorcién de enzimas y se mencionan a continuacién.,
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3.6.1.Tipos de enlace enzima - soporte.

Cada sistema enzima- soporte estd sujeto a varios tipos de fuerza de
atraccién como pueden ser:

- Fuerzas de Van der Waals.

- Interacciones hidrofébicas.

- Puentes de hidrégeno,

- Transferencia de cargas.

- Intercambio de ligandos,

- Intercambio de iones.

- Quimiosorcién.

3.6.2. Concentracién de Enzima,

La adsorcién de la enzima es creciente hasta un punto de saturacién del
soporte y posteriormente se mantiene constante, tendencia descrita en las
isotermas de saturacién de Langmuir y Freundlich.

3.6.3. Tiempo de contacto. .

La velocidad de adsorcién dependerd de las caracteristicas fisicoquimicas de
la enzima y dol soporte; de las dimensiones de las moléculas, las cargas eléctricas
presentes, etc., y aumentara con la temperatura,

3.6.4. Efecto del pH.

Esté orientado hacia la modificacién de cargas naturales tanto del soporte
como de la enzima, seguin el valor de pH de los grupos ionizables, Se ha observado
que la adsorcién es mdxima alrededor del punto isceléctrico, donde la solubilidad de
protefnas es minima,

3.6.5. Composicién del medio.
Se ha visto que a determinadas concentraciones, la presencia de solventes
organicos y de sales produce un efecto favorable a la adsorcion.

3.6.6. Cantidad de soporte.

En una solucién dada es posible aumentar la cantidad de soporte hasta lograr
la adsorcion de casi la totalidad de la enzima.,
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3.6.7. Area especifica del soporte.

Es un pardmetro fundamental que puede decidir el que un soporte dado sea
adecuado para adsorber una enzima. Los posibles fendmenos de impedimento
estérico, asf como los gradientes de concentracion intraparticular, pueden disminuir
la actividad enzimética observada, a pesar de adsorber una cantidad considerable
deenzima,

3.6.8. Deaventaja de la adsorcién.

La molécula de enzima no es modificada por la adsorcién pero la actividad del
complejo no es proporcional a la enzima adsorbida, ya que puede existir adsorcién
en multicapas que limita el acceso del sustrato a las capas internas,

3.9. Justificacién.

Dentro de un screening de 20 hongos productores de lipasas se selecciond
Rhizopus delemar, este es un hongo filamentoso que presenta un comportamiento
bueno en fermentacién liquida, Sin embargo se ha demostrado que su produccién de
lipasas y proteasas en un sistema sélido utilizando salvado de trigo como soporte es
baja. Por otro lado la lipasa de Rhizopus delemar ademés de producir sabores
tipicos a queso cuando actiia sobre un sustrato ldcteo, ha demostrado ser versdtil
por sus miiltiples aplicaciones industriales, por ejemplo: sfntesis de esteres
(Langrand ef al. 1988), produccién de pan (Mohsen, 1986), sintesis de
emulsificantes alimentarios (Nagao, 1989) y transesterificacién en modificacién de
grasas (Osterberg, 1989), entre otros. Por lo tanto y debido a sus multiples
aplicaciones industriales, no es necesario abrir un mercado para esta lipasa. El
presente trabajo surge de la necesidad de optimizar la produccién de lipasas de
Rhizopus delemar en un sistema sélido utilizando Amberlita como soporte,
analizando su comportamiento cuando se utiliza un medio nutritivo que ha dado
buenos resultados en la produccién de lipasas en fermentacion liquida.
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4. Objetivo
- Caracterizar el crecimiento y la produccién de lipasas por Rhizopus delemar
en fermentacién sélida asf como la relacién Enzima /Soporte.

5. Estrategia.

1.- De dos cepas de Rhizopus delemar seleccionar la de mayor actividad
lipolitica y evaluarla con preparaciones comerciales de lipasas.

2.- Reproducir los experimentos de cinética de crecimiento y produccién de
lipasa por Rhizopus delemar en fermentacién sumergida hechos por Martinez et al.
(1993).

3.- Establecer la cinética de crecimiento y produccién de lipasas por Rhizopus
delemar en fermentacion sélida utilizando tres fuentes de carbono dextrina,
maltosa y glucosa con un flujo de aireacién de 0.6Vh.gMS.

4.- Hacer una comparacién parcial de la produccién de lipasas entre los dos
tipos de fermentaciones.

5.- Estudiar la relacién soporte/enzima, con la finalidad de obtener los

porcentajes de adsorcion y desorcién de lipasa en Amberlita, e inferir en los
resultados de produccién de lipasas en medio sélido.
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Fig. 5.1. Estrategia. Diagrama de flujo.

Evaluacion de 2 cepas.

Produccion de lipasas por
fermentacion liquida.

Produccidn de lipasas por
fermentacion sdlide.
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Extrapotacidn.
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> soparte/lipasa.




6. Material y Métodos.
6.1. Microorganismos.

En el presente trabajo se inicializaron los experimentos haciendo una
comparacién de la produccidn de lipasas entre las siguientes cepas.

Tabla. 6.1. Cenas utilizadas en la seleccién.

Cepa. Origen.
Rhizopus delemar CDBB H313 CINVESTAV IPN México.
‘ Rhizoeus delemar NRRL 1472 CINVESTAV IPN México.

La cepa Rhizopus delemar CDBB H313 se mantuvo en agar papa dextrosa
a 29°C y fue resembrada cada mes. El liofilizado de la cepa NRRL 1472 de
Rhizopus delemar se recupero en medio nutritivoy posteriormente se sembré en
agar papa dextrosa , 8e incub6 a 29°C durante 6 dias para su propagacién.

6.2. Obtencién de esporas.

Las esporas de Rhizopus delemar fueron sembradas en matraces
Erlenmeyer de 260ml, con 50ml de agar papa dextrosa, e incubadas a 29°C durante
6 dias; las esporas se cosecharon con 10ml de agua destilada, 2inl de Tween 80,
perlas de vidrio y agitacion constante durante 5min. De esta solucién de esporas se
tomé 1ml y se hizo una dilucién 1:9 en agua destilada. El conteo de esporas se hace
en cdmara de Neubauer, cuantificindolas mediante la siguiente formula:

Esporas/ml = No de esporas promedio x factor de correccién x dilucién.
Donde el factor es 25 X 104 (Dado por la geometria de la celda).

El nimero de esporas por mililitro de medio utilizado en la fermentacién
sumergida fue: 1X 107, en la fermentacién en sélido se utilizaron 1X 107
esp/g. MS.

Donde MS se refiere o . (Amberlita)



8. Material y Métodos,
6.1, Microorganismos.

En el presente trabajo se inicializaron los experimentos haciendo una
comparacién de la produccién de lipasas entre las siguientes cepas.

Tabla. 6.1, Cegu utilizadas en la seleccién.

Cepa. Origen.
Rhizopus delemar CDBB H313 CINVESTAV IPN México.
Rhizopus delemar NRRL 1472 CINVESTAV IPN México.

La cepa Rhizopus delemar CDBB H313 se mantuvo en agar papa dextrosa
a 29°C y fue resembrada cada mes, El liofilizado de la cepa NRRL 1472 de
Rhizopus delemar se recupero en medio nutritivo y posteriormente se sembré en
agar papa dextrosa , se incubd a 29°C durante 6 dias para su propagacion,

6.2. Obtencién de csporas.

Las esporas de Rhizopus delemar fueron sembradas en matraces
Erlenmeyer de 250ml, con 50ml de agar papa dextrosa, e incubadas a 29°C durante
6 dias; las esporas se cosecharon con 10ml de agua destilada, 2ml de Tween 80,
perlas de vidrio y agitacién constante durante 5min. De esta solucién de esporas se
tomé 1mi y se hizo una dilucién 1:9 en agua destilada. El conteo de esporas se hace
en cdmara de Neubauer, cuantificindolas mediante }a siguiente formula:

Esporas/ml = No de esporas promedio x factor de correccién x dilucién.
Donde el factor es 25 X 104 (Dado por la geometrfa de la celda).

El nimero de esporas por mililitro de medio utilizado en la fermentacidn
sumergida fue: 1X 107, en la fermentacion en sélido se utilizaron 1X 107
esp/g.MS.
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6.3. Condiciones experimentales en los medios de cultivo,

6.3.1. Condiciones de cultivo en la seleccion de la cepa.

De una solucién de esporas que contenia 1X 107 esp/ml, se hicieron 5
diluciones 1:9, es decir, Iml de solucién de esporas y 9ml de agua destilada
previamente esterilizada, de tal forma que se obtuvieran 1X 102 esp/ml de solucion,
de esta solucién se tomo 1ml y se inoculé en cajas petri que contenian agar papa
dextrosa y 1% de tributirina emulsificada en el medio. Posteriormente se incubaron
a 29°C durante un periodo de 120h, A 100 colonias de cada caja se les midié el
crecimiento del halo de hidrélisis (formado por la accién de las lipasas producidas
durante el crecimiento del hongo sobre la tributirina), cada 24h.

6.3.2. Composicién del medio de cultivo para fermentaciéon liquida y
sélida. '

Se partié de un medio de cultivo previamente optimizado: para el crecimiento
y produccién de lipasas de Rhizopus delemar dondc la pasta de soya fue
substituida por caseinato de sodio, debido a que su baja solubilidad representa
problemas en la preparacién del medio nutritivo y en la determinacién de biomasa,
sin embargo, en la optimizaci6én del medio de cultivo, el caseinato de sodio también
fue seleccionado como una buena fuente de nitrégeno para Ia produccién de lipasas
(Martinez et al. 1993). .

Composicién del medio de cultivo base.

Caseinato de sodio 12¢/1
Dextrina amarilla 6/
Aceite de oliva 10m  (inductor)
Tween 80 2.3ml/1 (surfactante)
Sales.
Mg S04 0.5¢1
KoHPO4 1.0gn
KNO3 2.5¢/
Elementos traza. )
ZnS04 . 7TH20 439.8mg/l
Fe(NO3)2 723.56mg/l
MnS0Q4 .4 Ho20 203.0mg/
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6.3.3. Condiciones de cultivo ¢n la fermentacién liquida.

La fermentacién en medio liquido se llevd a cabo en matraces Erlenmeyer de
250ml, conteniendo un volumen de medio de cultivo de 60ml previamente ajustado
a pH=6y 1ml de solucién de esporas. Los matraces se colocaron en una incubadora
New Brunswick modelo G24, a 29°C temperatura controlada y 160rpm de
agitacién por 48h. La fuente de carbono y nitrdgeno se esterilizaron por separado de
los elementos traza y las sales a 16 PSI durante 16min,

6.3.4. Preparacién y condiciones de cultivo en fermentacion sélida.

Para la fermentacién en estado sélido se utilizé el mismo medio de cultivo
utilizado en la fermentacién liquida, aumentando las concentraciones de los
nutrientes en la misma proporcién, tomando como base 20 g/l de Dextrina. El medio
liquido se inoculé con esporas y se mezcl6 con Amberlita en una cantidad tal que
tuviera del 60 al 62% de humedad. Se empacaron 10 biorrectores tipo columna con
12g de Amberlita himeda por biorreactor(Raimbault & Alazard, 1988), La
fermentacién se llevo a cabo a 29°C con un pH inicial de 6.0 y un flujo de aire
saturado de 0.5 I/h.gMS. en el siguiente equipo.

Fig. 6.3.4. Equipo para fermentacioén en estado sélido.

1. Bomba de aire, 2. Humidificedor, 3. Distridbuider de flujo, 4. Tormoregulador

5. Bafio de Agues, 6. Columnas de fermentacion, 7. Humidificadores.
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6.3.4.1. Soporte.
El soporte es una resina de intercambio iénico de nombre Amberlita tipo IRA-

900 (Rhom & Haas, 1984), compuesta por 90% de estireno y 10% de polivinil
benceno, a la cual se le realiza una amidacién y presenta las siguientes
caracteristicas:

Forma esférica.

Didmetro promedio: 0.53mm

Rango de didmetro: 16 a 50 mesh.

Rango de didmetro de los poros: 2.6 a 23 mm.
Densidad real: 1.07 g/ml.

Retencion de humedad: 60- 62%

Rango de trabajo de pH= 0-14.

Forma iénica: cloruros.

6.3.4.2. Pretratamiento del soporte,

La Amberlita se lavo varias veces con agua destilada para eliminar polvo y
materia ajena. Se puso a secar a 70°C durante 48h y posteriormente se adicionan
4ml de agua por cada gramo de soporte seco, se puso ¢n agitacién y se llevo a pH=6
con HCI 0.1 N hasta estabilizacién, Una vez hecho lo anterior ge elimino el
sobrenadante por decantacién para posteriormente tratarla con buffer de fosfatos
(KH2PO4/KHPO4), pH= 6; se agregaron 2ml de solucién buffer pbr cada gramo de
Amberlita himeda dejando en agitacién por 24h y posteriormente se puso a secar a
70°C por 24h (Auria et al. 1990).

6.4. Adsorcién de lipasa de Rhizopus delemar y lipasa de Mucor miehei de
(Novo Industri Japan Ltd., Japén.) a varias concentraciones de Amberlita
entera.

6.4.1. Condiciones de adsorcién.

Sistema de matraces en agitacién,

La adsorcién se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 260ml con 0.5, 1.0,
2.0, 4.0 y 6.0 gramos de Amberlita previamente amortiguada a pH=6 , con un
volumen de 50 ml de extracto enzimatico de Rhizopus delemar o solucién
enzimética de lipasa comercial de Mucor miehei, adicionados de 0.1% de azida de
sodio, con la finalidad de evitar contaminacion bacteriana. El experimento se llevé a
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cabo a 29°C y 150 r.p.m. durante 24h. En los dos experimentos se cuantificé un
control, el cual se llevé a cabo en las mismas condiciones experimentales pero sin
Amberlita, Se utilizd también Amberlita triturada para llevar a cabo este
experimento. La trituracién de ésta se hizo con un ultra-turrax y posteriormente se
hizo pasar a través de un tamiz con malla 100, con el cual se obtiene un didmetro
premedio de particula de 0.10mm.

6.4.2. Cinética de adsorcién en Amberlita entera y triturada (malla 100).

Para la cinética de adsorcién se hicieron determinaciones de actividad
lipolitica del sobrenadante y de la Amberlita a las 2, 4, 8, 16, 20 y 24¢h Los
matraces contenian 2g de Amberlita y 50ml de extracto lipolitico de Rhizopus
delemar, las condiciones experimentales fueron las mismas que se describieron
anteriormente.

6.6. Condiciones de Desorcién.

6.5.1 Desorcion con cloruro de sodio.

Sistema de matraces en agitacién,

La desorcién se llevié a cabo en matraces Erlenmeyer de 250m] con 2g de
Amberlita triturada y con 50ml de una solucién de cloruro de sodio de tal manera
que quedaran 2.5, 3.0, 5.0 y 6.0 gramos de cloruro de sodio por gramo de Amberlita
triturada, el experimento se llevo a cabo a 29°C, 150 r.p.m. y pH=6, durante 24h, al
final del experimento se separ6 la Amberlita del sobrenadante por decantacién ya
que el sistema es heterogéneo, posteriormente se le determino actividad lipolitica al
sobrenadante.

€.5.2. Desorcién a diferentes pH.

Para la desorcién, se utilizaron matraces Erlennieyer de 250m], donde dos
gramos de Amberlita fueron puestos en contacto con diferentes soluciones de
buffers, en un rango de pH de 2 a 6. Las soluciones buffer utilizadas fueron tris-
malatos, citratos y fosfatos a concentraciones 0.2M, al mismo tiempo se corrié un
blanco con agua destilada; El experimento e llevo a eabo a 29°C, y una agitacién
de 150 r.p.m. durante 24h, posteriormente el sobrenadante se separé por
decantncidn y se le determiné actividad lipolitica.
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6.6. Definicién de términos en los experimentos de Adsorcién y Desorcién.
Las cantidades de lipasa adsorbida, desorbida y expresada, asi como sus
porcentajes fueron determinados mediante las siguientes férmulas.

*Unidades adsorbidas (Uads),

Uads= Ui - Ur.
% Uads= (Ui - Ur) /Ui x 100

Donde:

Uads= Unidades adsorbidas por gramo de Amberlita,
Ui= Unidades iniciales.

Ur= Unidades residuales en el sobrenadante.

*Unidades expresadas: (Uexp)
-Actividad de la lipasa adserbida en Amberlita.

%Uexp= Uexp/Uads x 100

*Unidades desorbidas; (Udes)

-Medicion unidades presentes en el sobrenadante.

% Udes tot= (Udes/Uads) x 100

% Udes rel= (Udes/Uexp) x 100

Donde:

-Udes=Unidades desorbidas presentes en el sobrenadante.
-Uads= Unidades adsorbidas por la Amberlita.

% Udes tot= Unidades desorbidas con respecto al total de unidades
adsorbidas,

% Udes rel= Unidades desorbidas con respecto al total de unidades
expresadas,
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8.7. Métodos Analiticos.
6.7.1. Determinacion de actividad lipolitica.

En la actualidad existen varios métodos para medir la actividad hidrolizante
de las lipasas, Por lo regular se hace mediante la cuantificacién de los dcidos grasos
liberados durante la hidrélisis de triacilglicéridos, los cuales son los sustratos
naturales de estas enzimas, Debido a que las compafiias que producen o utilizan
lipasas, tienen sus propias técnicas de medicidn, se hace mas dificil la comparacién
entre actividades lipoliticas. Algunas de las técnicas que se utilizan para la
cuantificacién de lipasas son:

Por titulacién de dcidos grasos a pH constante (Nahas, 1988),

Por caida de pH por liberacion de dcidos grasos (Menassa & Lambert, 1982),

Por titulacién de dcidos grasos sin control de pH (Dole & Mienertz, 1960).

En el presente trabajo se determina la actividad lipolitica por titulacién de
dcidos grasos con control de pH o pH stat, este hace un seguimiento de la lipélisis a
través de la liberacién de dcidos grases, donde la acidez generada es titulada con un
dlcali de concentracién conocida manteniendo el pH del sistema constante. La
determinacién de actividad lipolitica se hizo en un titulador automditico Mettler DL-
21 compuesto por un agitador de varilla, un electrodo para medir pH y un
dosificador para la solucidn tituladora; segiin se muestra a continuacién,

Fig. 6.7.1. Titulador potenciométrico.

S0S0 e - Termometro
Electrodo de pH

Solucion de reaccion

Bano de agus a temperatura controlada

Titulador Mettler DL21 Corzo (1993)
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El medio de reaccion contiene 18ml de tributirina al 5% (compuesta de 50ml
de tributirina , 10m] de Tween y 940 ml de buffer trs-maleatos 2.6 mM, pH=6
generando la emulsién con un ultra-turrax a 8000 r.p.m. por 2 min) y 12ml de
extracto enzimético pretitulado a pH=6. Para la determinacién de actividad
lipolitica de la lipasa que estd adsorbida en la resina, en lugar de 12 ml de extracto,
se pone un gramo de Amberlita humeda.

La determinacion de actividad lipolitica se llevé a cabo a 37°C, pH=6 con
agitacién constante. La temperatura del medio de reaccidn se controlé con bafio de
agua, con un regulador de temperatura (HAAKE Instruments Inc).

El dcido butfrico liberado de la tributirina (triglicérido del dcido butirico) por
hidrélisis enzimatica (lipasa), fue cuantificado por titulacién con NaOH 5mM
durante 5 min.Por lo que una unidad de actividad lipolitica (U) se definié como la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1ImM de dcidos grases en un minuto, En
este método la cantidad de dcidos grasos liberados es proporcional a 1a cantidad de
hidréxido de sodio gastado para neutralizar la acidez generada por la enzima, por lo
que se puede expresar el resultado utilizando la siguiente férmula:

Actividad (U/ml)=(V x N) x U/t x 1/Ve
Donde;
V = volumen de sosa gastado (X ml)
Ve= Volumen de extracto enzimético, (8 ml)
N= Normalidad de la sosa (60 mM)
t =5 min

La técnica empleada anteriormente, surge de la modificacién de la téenica
descrita por Martinez et.al .(1993), mecanizando y triplicando los voliimenes del
medio de reaccion proporcionalmente para poder ~daptarse al titulador automatico,

6.7.2. Detorminncidn de biomasa,
6.7.2.1, Determinacién de biomasa en fermentacién en medio liquido.

Por peso seco.

La biomasa con ¢l sobrenadante se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 5min
a 10°C, posteriormente se filtraron en un equipo Millipore, utilizando papel filtro
Whatman del nimero 2 previamente puesto a peso constante, la biomasa retenida
en el papel filtro se lavo dos veces con 10m! de ngua destilada y se puso a secar
durante 24h a 70°C.
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6,7.2.2. Determinacidén de biomasa en la fermentaciéon en estado sélido.
6.7.2.2.1. Separacién biomasa - soporte.

Se tomo un gramo de soporte himedo después de la fermentacién y se
suspendié en 7 ml de agua destilada, agitindose durante varios minutos con un
agitador magnético hasta que la biomasa se separo completamente del soporte. Se
agregaron 28ml de glicerol para tener una solucién del 80% en volumen de glicerol,
se agito nuevamente y se centrifugo a 4500 r.p.m. durante 20 minutos , después de
la centrifugacién se obtuvieron dos fases, la Amberlita arriba y la biomasa
suspendida en glicerol-agua. Sec separa la biomasa suspendida en glicerol-agua y se
deja precipitar para eliminar por decantacion la mayor parte del glicerol, la
biomasa se filtro para su cuantificacién por peso seco (Corzo, 1993).

6.7.3. Determinacién de pH.

6.7.3.1. Determinacién de pH en la fermentacion en sistema liguido
Se tomo el sobrenadante de la centrifugacién, libre de células y directamente
se le determino el pH con el electrodo del titulador Mettler DL 21,

6.7.3.2, Determinacion de pH en la fermentacién en estado sélido

Se tomo 1g de soporte con biomasa y se le adicionaron 25ml de agua,
posteriormente se homogenizé en el ultra-turrax a 8000 r.p.m. por 15 segundos, a
la solucién resultante se le determiné pH con el electrodo del titulador Mettler DL
21.

6.7.4, Determinacién de humedad relativa.

La humedad relativa del soporte se midi6 por gravimetria. Se tomaron bg de
soporte humedo de las columnas donde se cultivé Rhizopus delemar y se secaron
a 70°C por 24 h.

6.7.5. Determinacién de Actividad de agua (Aw).

Se determind con un Decagén CX-1, compuesto por un contenedor de plastico
para colocar la muestra, un ventilador que permite la circulacién de aire sobre la
superficie de la muestra acelerando el equilibrio del vapor; un sensor infrarrejo mide
la temperatura de la superficie de la muestra, eliminando la necesidad de esperar el
equilibrio térmico, un espejo interno enfria hasta liegar a la condensacién del vapor
de agua mediante la temperatura de la superficie y ¢l punto de rocio; el tiempo de
respuesta del aparato es no mayor de 5 min.
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6.7.6. Respirometria.

6.7.6.1, Determinacién de CO2 y 02.

Para seguir la evolucién del crecimiento del hongo se midié la produccién de
CO2 y consumo de 02;. Este método es una forma indirecta de seguir el crecimiento
del hongo. La medicién se llevé a cabo en un cromatégrafo Gow Mac (USA). Este
equipo cuenta con un detector de conductividad térmica y una columna doble, tipo
CTR-1 (Alltech, USA ), el muestreo se realizé con jeringas de 250 microlitros,

Las dreas obtenidas en el integrador del cromatégrafo son relacionadas
mediante las siguientes formulas para encontrar el porcentaje de oxigeno y biéxido
de carbono en las muestras.

%C02= A CO2/ ANO2 x (AN2 + A 02)/A aire x 70.4735
% 02 = A 02/ AN2 x 79.1/0.9953

6.7.6.1.1. Determinacién de CDPR y OUR.

A partir de los datos obtenidos se calculé el CDPR (taza de produccién de
biéxido de carbono ) y el OUR (taza de consumo de ox{geno) los cuales se definen
como;

OUR=(% 02 consumido x F)/ (PX 100)
CDPR= (% CO2 producido X F ) / (P X 100)
Donde:

P= carga de materia seca.
F= Gasto de aire (ml/h)

6.7.6.1.2. Determinacién del coeficiente respiratorio (C.R,)
El coeficiente respiratorio refleja el tipo de metabolismo de las células durante
el crecimiento y se caleuld con la siguiente formula.

C.R = CDPR/OUR
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6.7.6.2. Condiciones de trabajo en el cromatdgrafo de gases,
Temperatura de detector e inyector 80°C
Gag acarreador : Helio,
Flujo de gas acarreador: 60 ml /min,
Intensidad del detector : 100 mA.
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6.7.6.2. Condiciones de trabajo en el cromatégrafo de gases.
Temperatura de detector e inyector 80°C
Gas acarreador : Helio.
Flujo de gas acarreador: 60 ml /min.,
Intensidad del detector ; 100 mA.
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7. Resultados y Discusién,

7.1, Seleccién de la cepa de trabajo.

La seleccién se hizo en cajas Petri con tributirina emulsificada en el medio de
cultivo, De acuerdo con la técnica establecida por Corzo, (1993) la aparicién y
tamafio del halo formado por la hidrélisis de tributirina a causa de la actividad
lipolitica de la lipasa producida por el microorganismo, fue el criterio de seleccién, Se
tomaron lecturas cada 24h del didmetro de los halos de hidrdlisis de 100 colonias
por cada caja petri, Las dos cepas de Rhizopus delemar empezaron a formar el
halo de hidrélisis a las 24h de incubacidn, tomdndose las mediciones finales a las 72
h, tiempo en el cual ya no existia crecimiento aparente del halo de hidrélisis; los
didmetros de los halos de hidrélisis obtenidos fueron: 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 em,
obteniéndose la media aritmética de los didmetros del total de los halos, la cual se
muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7.1. Tamaiio Eromedio de los halos de hidrélisis.

Cepa. Tamaiio promedio del halo (cm).
Rhizopus delemar CDBB H313 0.275
Rhizopus delemar NRRL 1472 0.228

En la tabla anterior se puede observar que la media del didmetro de los halos
producidos por la cepa de R. delemar CDBB H313 es un 17% mayor que la media
del diametro de los halos producidos por la cepa de R. delemar NRRL 1472, Aunque
la diferencia entre las dos cepas no es muy iportante, podemos decir que la cepa
CDBB H313 produce mayor cantidad de lipasas . Con base en ¢l resultado anterior
se consideré a la cepn CDBB H313. Esta cepa fue utilizada previamente por
Martinez et al . (1993) para la optimizacién del medio de cultivo que se utilizard a
continuacién.

7.2. Comparacién de la lipasa producida por Rhizopus delemar con lipasas
comerciales,

El objetiva de este punto del trabajo es ubicar la productividad de lipasas de
Rhizopus delemar obtenida por fermentacidn liquida, encontrando la concentracidn
de algunas lipasas comerciales que corresponda con actividad lipolftica alcanzada
por este hongo conforme a la tabla 7.2.
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Tabla 7.2, Actividad lipolitica de lipasa de Rhizopus delemar y

Brepnraciones comerciales.

Cepa. Origen o Concentracién Actividad
Identificacién (mg/m}) lipolitica
(U/ml)
R.delemar.* CDBB H313 1 mi de extracto 14.08
C. cylindracea. SIGMA 2.85 o
Rhizopus sp. SIGMA, 0.26 "
Rhizopus. AMANO. 6.28 "

* Extracto enzimético de enzima producida por fermentacién liquida.

En la tabla anterior se puede ver que Rhizopus delemar produce cantidades
considerables de lipasa, tomando en cuenta las cantidades que se necesitan de las
otras lipasas comerciales para igualar su actividad lipolitica. Sin embargo, para
obtener una relacién mas precisa se pueden hacer anilisis de cantidad de proteina
presente en el preparado comercial, con la finalidad de obtener la actividad
especifica de la enzima y saber la cantidad real de lipasa presente.

7.3, Fermentacién Liquida.

7.3.1. Cinética de crecimiento y produccién de lipasas por Rhizopua'

delemar en fermentacion sumergida.

Reproducir la cinética de crecimiento y produccidn de lipasas en fermentacién
sumergida obtenida por Martinez et al.(1993) results importante para hacer una
comparacién con los resultados que se obtendran en fermentacidén sélida, ademds
de verificar si se obtienen los mismos resultados que se reportan en la bibliografia.
Lo anterior es debido a que aunque se utilice la misma metodologia, los resultados
pueden variar de un experimentador a otro, a causa de varios factores que
intervienen en el desarrollo de la fermentacidn, que van desde el origen de los
reactivos hasta variaciones en la misma cepa. Ademds es importante encontrar el
tiempo de maxima produccién de lipasas dentro de la cinética de crecimiento, debido
a que en los experimentos posteriores de adsorcion y desorcidn de lipasa en
Amberlita, se ocupardn voliimenes grandes de extracto lipolitico.

La fig. 7.1 muestra la cinética de crecimiento y produccién de lipasas. En la
cinética de crecimiento, no se observa ln fase de adaptacion posiblemente debido a
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la falta de puntos en la toma de muestra entre las 0 y 10h o a que en ¢l momento
del inoculo la cepa se encontraba adaptada, debido a las anteriores resiembras.
Tomando en cuenta lo anterior las primeras 24h de la fermentacion corresponden
a la fase exponencial de crecimiento, a las 24h se encuentra la fase de transicién de
entre la fase exponencial y la fase estacionaria, que coincide con el comienzo de
produccién de lipasa. A las 48h se observa la mayor produccién de biomasa (10.5
mg/ml) correspondiente a la mayor produccién de lipasa (14.08 U/ml); desde las
48h hasta las 72h etapa correspondiente a la fase estacionaria, la produccion de
lipasa decae lentamente. Al termino de esta etapa disminuye la cantidad de lipasa
considerablemente, hasta llegar casi a cero a las 120h; la biomasa empieza a
decaer pero en forma menos drastica que la actividad lipolitica.

7.3.2, Efecto de la centrifugacion en la actividad lipolitica.

Aunque es una préctica comun el hacer uso de la centrifugacién para separar
la biomasa del extracto, en este caso se observé que tiene un efecto en la actividad
lipolitica. En la fig. 7.1 ademas de observar la cinética de crecimiento y produccién
de lapasas, también se puede observar el efecto de la centrifugacién en la actividad
lipolitica cuando el fermentado fue sometido a una centrifugacion de 5000 rpm
durante 5 minutos, lo que ocasioné la perdida de 7 U/ml, correspondientes al 50%
del total de la lipasa producida a las 48 h de fermentacién, punto donde se observa
mayor produccién de lipasa. Por lo tanto se optd por no centrifugar y separar la

biomasa del extracto por decantacién lavindola posteriormente con 10 ml de agua.

destilada, tomando en cuenta la dilucién para la determinacion de actividad
lipolitica.

17.3.3. Efecto del pH en la estabilidad de la lipasa.

Este experimento se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 260ml, los
cuales contenian 50ml de extracto enzimdtico. Los extractos fueron puestos a
diferentes pH de trabajo, 3.0, 6.0, 6.5, 8.0 y 10. con amortiguadores de tris
maleatos, citratos y fosfatos, a concentraciones de 0.2M. Los resultados se
muestran en la figura 7.2, donde es posible observar , que la lipasa de Rhizopus
delemar es mas estable a pH de 6 aunque el pH de mayor actividad lipolitica es
6.5. Este comportamiento concuerda con lo reportado en la bibliografia (Lopez-
Munguia, 1987) donde dice que el pH de méxima actividad de una enzima, no
necesariamente es igual al pH de mdxima estabilidad de la misma,
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Fig.7.1 Cinética de produccién de lipasa por R. delemar
Efecto de la centrifugacién en la actividad
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7.4. Fermentacion Sélida.

7.4.1. Pruebas de crecimiento en caja petri.

Para considerar las fuentes de carbono a utilizar en la fermentacién sélida, se
hicieron pruebas de crecimiento en agar y medio nutritivo con su correspondiente
fuente de carbono (glucosa maltosa dextrina y almidén ) el tamanio de la colonia
formada revela el crecimiento, siendo este el criterio de seleccidn.

Tabla 7.4.1. Crecimiento de Rhizopus delemar en caja petri con
diferentes fuentes de carbono.

Fte Carhono 24h 48h 72h 96h 120h
Glucosa X XX XX XX XX
Maltosa X X XXX XXX XXX
Dextrina X X XXX XXX XXX
Almidén - - - X X

[ ] . s s : QE} {}Qn l. [}QQU 4o

En la tabla anterior se puede observar que la fuente de carbono con la cual se
obtiene mayor crecimiento es dextrina y maltosa. E| crecimiento con glucosa es
menor, en comparacion con la dextrina, pero mucho mayor en comparacion con el
almidén; cuando se utiliza almidén el hongo tarda 961 en formar colonias, por lo
anterior ge congideraron dnicamente dextrina, maltosa y glucosa para los
experimnentos en fermentacidn sélida.

7.4.2. Crecimiento y produccién de lipasas de Rhizopus delemar por
fermentacion sélida.

En la primera fermentacion que se realizé, se utilizaron las mismas
concentraciones de nutrientes utilizadas en la fermentacion liquida, tomando como
referencia dextrina a 6 g/l. Sin embargo, nv fué suficiente para que se llevara acabo
el total de la fermentacién. Por lo tanto hubo la necesidad de incrementar en la
misma proporeién la cantidad de nutrientes, tomando como referencia dextrina a

20g.
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7.4.2.1, Fermentacién con Glucosa.

En la figura 7.3 se observan las curvas de tasa de consumo de oxigeno
(OUR), tasa de produccién de biéxido de carbono (CDPR) y produccién de lipasa,
utilizando glucosa como fuente de carbono. Se puede decir que la fase de adaptacién
del microorganismo se encuentra en las primeras 10h de la fermentacién. A partir
de este punto, empieza la fase de crecimiento o exponencial en la cual los valores de
CDPR y OUR son de 3,5 ml./h.g MS. y de 3.7 ml/h.g MS, respectivamente,
entrando a la fase de mantenimiento a las 16h, después de este punto la actividad
respiratoria del hongo disminuye drdsticamente, terminando la fermentacién a las
48h; la mdxima produccién de lipasas se encuentra alrededor de las 24h, cs decir en
el mismo rango en el cual el microorganismo ha alcanzado su méxima actividad
respiratoria. Después de que se ha alcanzado la maxima produccién de lipasas,
disminuye la actividad lipolitica probablemente porque el hongo empieza a degradar
proteina para biocsintesis de otros compuestos o simplemente hay proteélisis de
lipasas por algunas proteasas presentes. Por otro lado se observa que el coeficiente
respiratorio varia ligeramente a lo largo de la fermentacién, encontrdndo valores de
1.0, en la fase de mantenimiento, lo cual nos indica que hay oxidacién completa de
dextrosa. Se encontraron valores alrededor de 1.0 y valores de 1.3 donde la
respiracién del micreorganismo es baja, esto puede ser causado por la produccion de
CO2 con bajos consumos de 02, En la figura 7.4 sc observa la evolucién del pH,
humedad y actividad lipolitica en la fermentacion sélida utilizando glucosa, donde
nos muestra que la humedad del fermentador permanece practicamente constante.
Eso nos indica que la fermentacién no se terminé por disminucién de la humedad,
que es un factor importante que puede inhibir el crecimiento del microorganismo, Se
observa una caida del pH cuando el hongo alcanza su méxima actividad
metabélica, posiblemente porque la actividad lipolitica libera acides grasos;
posteriormente el pH se empieza a incrementar cuando el hongo entra en fase de
autdlisis, probable causa de este incremento de pH.
7.4.2.2. Fermentacién con Maltosa.

En la figura 7.5 se observa la respirometria de Rhizopus delemar utilizando
maltosa como fuente de carbono. Es posible observar un comportamiento igual al
observado con glucosa con respecto a respirometria, pero con valores més altos en
cuanto a produccién de lipasa (69 U/g.MS). El coeficiente respiratorio, se encuentra
entre valores 1y 1.3, valores también muy similares a los que se muestran con
glucosa. En la figura 7.6 se cbserva un comportamiento similar del pll, humedad y
actividad lipolitica al observado en la fermentacién con glucosa
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Fig.7.3 Evoluclén de la respiromstria y produccién de lipases de
R.
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Fig.7.5 Evolucidon de la reapirometria y produccién de lipasaa de
R. delemar crecido en Amberiita (Maltoea 209/l
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7.4.2.3, Fermentacién con Dextrina, .

En la figura 7.7 se puede observar que la fase exponencial empieza a las 10h,
terminando alrededor de las 14h donde el CDFR alcanza su maximo (4.6 ml/h.g
MS), se puede observar que el maximo de actividad lipolitica se encuentra un poco
despues del méximo de CDPR, donde la produccién de lipasa es de 95,62U/g.MS, el
final de la fermentacion se observa a las 62h donde la cantidad de lipasas es del
20% del total de lipasas producidas al rededor de las 22h, En lo respectivo al
coeficiente respiratorio, se encuentran valores entre 1.0 y 1,5, similares a los
mostrados con glucosa, asf como el comportamiento de humedad y pH,

Como una hipétesis muy global es probable que Rhizopus delemar utilice
primero las fuentes de carbono para poder crecer y posteriormente empieze
rdapidamente a producir lipasa para consumir el inductor (aceite de olivo),

7.4.3,. Comparacién de la produccion de lipasas con las diferentes fuentes
de carbono.

La figura 7.8 nos muestra las curvas de produccién de lipasas de Rhizopus
delemar en fermentacién s6lida, donde observamos que la maxima produccién de
lipasas para las tres fuentes de carbono se encuentra entre las 12 y 20h de
fermentacién. Sin embargo la fuente de carbono con la cual se obtuvo mayor
produccién de lipasas fue dextrina. Aunque la produccién de lipasas utilizando

glucosa fue baja, no es considerablemente menor que las producidas utilizando -

maltosa. La caida de la actividad lipolftica al termino de la fermentacién con
glucosa es mds drdstica que cuando se utiliza dextrina o maltosa, probablemente
es debido al efecto de autdlisis del microorganismo o hay una mayor produccién de
proteasas que degradan a las lipasas del medio.

Cabe resaltar que la mdxima produccién de lipasas en fermentacién
sumergida se encuentra a las 48h de la fermentacién y en fermentacion en estado
gélido la méxima produccién de lipasas se da alrededor de las 20h de la
fermentaci6n, es decir casi 28h antes, lo que representa una ventaja si la
produccién se hace a nivel industrial,
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,Fig.7.7 Evolucién de ie respirometria y producclién de lipasas de

lipolitica
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Tabla 7.4.3, Comparaciéon de la productividad de lipasas en
fermentacién sélida y liquida,

Fermentacién Liquida Sélida

Fuente de carbono, Dextrina Dex Mal Glu
T. Prod. max. (h) 48 15 18 18
CDPRmax. imVhg | - 3.48 3.5 2.8
MS)

CRMRango) | - 1-1.4 1-1.3 1-1.3
pH Prod. max. 6.24 5.6 4,9 5.7
Humedad (%) | = - 0.9 4.2 1.7
A .994 .999 998
Act. Lip, vol. (U/ml)* 14,08 15.7 11.3 10.2
Act. Lip.mas. | e 1 96.6 68.2 57.7
gy

* Actividad lipolftica por unidad de volumen de medio de cultivo.

En la tabla 7.4.3. se trata de hacer una comparacién de la produccién de
lipasas en fermentacién sélida y liguida. En la fermentacién liquida, se obtiene una
actividad lipolitica de 14.07 U/ml utilizando dextrina como fuente de carbono, en lo
respectivo a la produccién de lipasas en fermentacion sélids, utilizando dextrina,
maltosa y glucosa se obtienen 15.7, 11.3 y 10.2 U/ml respectivamente, la
diferencia entre las actividades volumétricas en fermentacién sélida y liquida,
utilizando dextrina como fuente de carbono, no es muy grande. Sin embargo, si
toniamos en cuenta la actividad lipolitica mésica obtenida en fermentacién sélida
(95.6% U/g.MS.), es congiderablemente mayor que la actividad lipolitica obtenida en
fermentacién liquida.
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Tabla 7.4.3.1. Comparacion de los resultados experimentales con los
de la literatura.
Fermentacién Liquida.

Cepas. Tiempo Actividad Referencia

de max. Lipolitica bibliogréfica

actividad (U/ml)
(h)

P. candidum 120 5 Rivera et al. (1991,
Y. lipolytica | e 3.45 Corzo (1993)
R, delemar 48 14.4 Martinez et al. (1993)
R. delemar 48 14.08 Este trabajo
Fermentacién Sélida .
P. candidum 120 10 Rivera et al, (1991)
M. miehei 144 25.1 Rivera et al.(1991)
Y. lipolytica 48 3.29 Corzo (1993)
R. delemar 20 15.66 Este trabajo.

Debido a que existen diferentes formas de determinar o caracterizar la
actividad lipolitica, en la tahla 7.4.3.1 se hace una recopilacién de algunos trabajos
donde se utilizaron tecnicas de determinacién de actividad lipolitica derivadas de las
planteada por Nahas (1988) y donde se hacen comparaciones de la produccién de
lipasas entre fermentacién sélida y liquida, con lo anterior se puede comparar el
presente trabajo con lo reportado en la bibliografia. Es posible observar que con P.
candidum se obtiene el doble de actividad lipolitica cuando se produce lipasa por
fermentacién sélida de la que se obtiene en fermentacién liquida; en el caso de Y.
lipolytica, es menor la actividad lipolitica obtenida en medio sélido que en medio
liquido. En este trabajo la actividad lipolitica es igual en los dos tipos de
fermnentaciones, sin embargo en fermentacién en medio sélido el tiempo de maxima
produccién de lipasas es alrededor de 28h menor que en fermentacion en medio
liquido.
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7.6. Relacién Soporte- Enzima.

El crecimiento de R. delemar sobre una resina de intercambio iénico, podria
ocasionar que algunos de los metabolitos que se estan produciendo por el hongo se
adsorban en la resina, entre estos, se encuentran las lipasas. Por lo anterior es
posible que los valores que se obtuvieron de actividad lipolitica en la fermentacion
sélida, no correspondan al total de la lipasa producida. Por lo tanto es importante
conocer los porcentajes de lipasa que se pueden adsorber en Amberlita y cuanto se
expresa de ese porcentaje adsorbido, para poder inferir en los resultados de la
fermentacién sélida,Por otra parte también es importante encontrar un método
que nos permita recuperar la lipasa que esta adsorbida en el soporte.

7.5.1. Experimentos de adsorcién.

7.5.1.1, Adsorcién de lipasa comercial de Mucor miehei y Rhizopus delemar
en Amberlita IRA-900.

La finalidad de adsorber una lipasa comercial de M. miechei es observar si
existe alguna diferencia en la adsorcién con la lipasa de R. delemar.

La fig. 7.9 muestra que un gramo de Amberlita seca es capaz de adsorber

257,15 U/g MS. lo que corresponde al 94% del total de la enzima puesta en contacto

con la Amberlita, Sin embargo en la figura 7.10 se observa que de este 94%
adsorbido, unicamente se expresa el 5%. En la figura 7.11se muestra que la lipasa
de Rhizopus delemar puede adsorber 169,56 U/g M.S lo que corresponde al 10% de la
enzime total pucsta en contacto con la resina. También nos muestra que a medida
que se incrementa la cantidad de resina en el medio, se adsorbe menor cantidad de
lipasa por gramo de resina, posiblemente debido a que aumenta la superficie de
contacto y se mantiene la concentracién de lipasa constante. Por lo tanto ésta
podrfa distribuirse en menor proporcién por gramo de resina; podrfa suponerse que
si hay mayor cantidad de lipasa adsorbida en la Amberlita, se debe obtener mayor
actividad lipolftica por gramo de ésta. Sin embargo la actividad lipolitica por gramo
de Amberlita se expresa en mayor proporeidn cuando los porcentajes de adsorcién
son bajos; lo anterior posiblemente se debié a alguno de los fenémenos que se
presentan cuando se inmoviliza una enzima por el método de adsorciin, donde a
mayor cantidad de lipasa adsorbida en bajas cantidades de Amberlita puede haber
adsorcién de lipasa en multicapas, lo que limita el acceso de sustrato a las capas
alternas, impedimento estérico y gradientes de concentracién intraparticular; como
consccuencia de esto, la actividad expresada no corresponde al total de ln actividad
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adsorbida. Este comportamiento se refleja también en la figura 7.12 donde se
grafica el porcentaje de lipasa adsorbida y lipasa expresada, observindose que del
10% de lipasa adsorbida, solo se expresa el 5%. Cabe mencionar que la lipasa que
no se expresa podria estar desnaturalizada, debido a que la resina esta cargada
negativamente. Por otra parte, del total de la lipasa que se adsorbe sclamente se

recupera un cierto porcentaje, al que se le llamd lipasa expregada.

Fig.7.9 Adsorcién de lipasa comercial de M. mishei
en Amberiita.
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Fig.7.11 Adsorcién de lipasa de R, delemar en

Amberlita.
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7.5.1.2, Adsorcién de lipasa de Rhizopus delemar en Amberlita triturada

Tal como lo menciona Monsan (1987), los posibles fenémenos de impedimento
estérico, asi como los gradientes de concentraciin intraparticular, pueden disminuir
la actividad enzimética observada, a pesar de adsorber una cantidad considerable
de enzima, por lo tanto el drea especifica del soporte juega un papel importante en
la adsorcién. Por lo anterior se opté por aumentar el drea de contacto disminuyendo
el tamaiio de particula del soporte a un didmetro de 0.10mm triturando la
Amberlita.

Enlafig. 7.13 se muestra que se adsorben 807.9 U/g M.S, lo que corresponde
al 98.7% del total de la lipasa puesta en contacto con la Amberlita en el medio de
reaccién, También se observa que desde que hay 0.5g de Amberlita en el medio de
reaccion, se adsorbe casi el total de la lipasa, esto nos muestra que al aumentar la
superficie de contacto triturando la resina, trae como consecuencia el incremento
de adsorcién de lipaaa. Por otra parte, nos muestra que donde hay mayor cantidad
de lipasa adsorbida por gramo de Amberlita, la lipasa se expresa en mayor
proporcién, que cuando hay menor cantidad de lipasa adsorbida por gramo de
Amberlita, Esta tendencia es opuesta a la observada en log experimentos de
adsorcién de lipnaa en Amberlita entera. Lo anterior posiblemente se debe a que al
disminuir e] tamaiio de particula y como consecuencia aumentar la superficie
volumétrica de contacto se ocasiona una distribucién mas homogénea en
Amberlita y los fenémenos de adsorcion se ven disminuidos, en caso de que
cuaiguiera de estos exista. Por otra parte, en la figura 7.14 se muestra que
unicamente el 20% del 98.7% de lipasu adsorbida se expresa Por lo anterior
podemos decir, que aunque la tendencia imarcada en la figura 7.18 indique que los
fenémenos de adsorcion disminuyen cuando se aumenta la superficie de contacto,
su disminucién es minima, esto nos podria indicar que se debe trabajar en
cantidades muy bajas de lipasa y cantidades altas de Amberlita para evitar los
posibles fenémenos de adsorcién y se pierdan o no se expresen altas cantidades de
lipasa.
7.5.1.3. Porcentajes de lipasa adsorbida no expresada.

En la figura 7.15 podemos observar que el porcentaje de unidades no
expresadas cuando se adsorbe lipasa de Rhizopus delemar en Amberlita triturada,
es mayor que cuando se ndsorbe esta misma lipasa en Amberlitn normal Por otro
lado, utilizando Amberlita normal, el porcentaje de lipasa no expresada de Mucor
michei, ey similar al porcentaje de lipasa no expresada de Rhizopus delemar,
cuando es adsorbida en Amberlita triturada (0.10mm de diametro), lo anterior
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Fig 7.13 Adsoicién de lipasa de R. delemar en Asnberiila
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posiblemente se debe a que log porcentajes de adsorcién son similares. Sin
embargo, en las figuras 7.9 y 7.11 se muestra que utilizando Amberlita normal, la
adsorcién de lipasa de Mucor miehei es mayor que la adsorcién de lipasa de
Rhizopus delemar., posiblemente por la existencia de iones o metabolftos presentes
en el extracto enzim4tico, que no se encuentran en la solucién enzimatica de lipasa
comercial de Mucor miehei y que pueden competir con la lipasa en la adsorcién, Lo
anterior nos podrfa indicar que la resina tiene mayor prioridad por otros iones o
metabolitos presentes en el extracto que para la lipasn.

7.6.1.4. Estabilidad de la lipasa de Rhizopus delemar con Amberlita.

En la fig. 7.16 se muestra que la actividad lipolitica del extracto de Rhizopus
delemar en ausencia de Amberlita pierde 7.5 U/ml despues de 120h de incubacién a
29°C. Esta disminucién de actividad puede deberse a la inestabilidad de la lipasao a
la protedlisis por alguna proteasa presente en el medio. Sin embargo, una vez que
se ha llevado a cabo la adsorcidn, la actividad lipolitica de la lipasa presente en el
extracto se mantiene constante, Lo anterior nos indica que posiblemente la
Amberlita, adsorbe compuestos desestabilizantes para la lipasa.

7.5.1.5. Cinética de adsorcién de lipasa en Amberlita,

El objetivo de este experimento es encontrar el tiempo que tarda en
adsorberse la lipasa en Amberlita normal y triturada, con la finalidad de optimizar
los tiempos de adsorcion para los experimentos de desorcién. En la figura 7.17 se
muestra que el 99% del total de la lipasa puesta en contacto con Amberlita
triturada se adsorbe en las primeras 2 horas. Sin embargo, cuando la lipasa es
adsorbida en Amberlita normal se alcanza el médximo de adsorcion de 13% entre
las 4 y 8h de estar en contacto y después de este tiempo la cantidnd adsorbida se
mantiene constante.
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Fig 7.16 Evolucion de ia Actividad lipolitica vs tiempo
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7.5.2. Experimentos de desorcion.

7.5.2.1 Desorcién de lipasa con cloruro de sodio.

La Amberlita es una resina de intercambio idnico, que tienc la capacidad de
adsorber la lipasa de Rhizopus delemar y por su cardcter de intercambio idnico se
pretende hacer la separacién de Amberlita-lipasa utilizando un ion que pucda
desplazar a la lipasa. Por esta razén se utilizaron diferentes concentraciones de
cloruros, en forma de cloruro de sodio. En la figura 7.18 se observa que el mayor
porcentaje de desorcién de lipasa se obtiene utilizando 6g de NaCl/g.MS. Eso
corresponde al 37.7% del total de la lipasa que se expresa. Por otro lado con la
misma cantidad de cloruro de sodio se desorbe el 5% del total de la lipasa adsorbida;
Debido a que la cantidad de lipasa que se adsorbe no corresponde a la cantidad de
lipasa que se expresa, se calcula la el porcentaje de desorcion con respecto a la
lipasa adsorbida y a la lipasa que se expresa, lo cual nos da una idea mas real de la
desorcién. Aunque la tendencia de la gréfica indica que la desorcién podria
aumentar si se aumenta la concentracién de clouro de sodio, se considerd que esta
cantidad ya es muy alta,

1.5.2.2. Desorcion de lipasa a diferentes pH.

Este experimento se realizé en un rango de pH en el cual se encuentra el pH
de b que es el optimo de estabilidad del extracto y con 2g de NaCl por gramo de
Amberlita. En la figura 7.19 se observa que a pH=5, ¢l 34% del total de la lipasa
que se expresa se separa, correspondiente a 13.5 unidades de 39.8 unidades
expresadas totales y el 17% del total de la lipasa adsorbida se desorbe,
correspondiente a 54.6 unidades de 321.0 unidades adsorbidas.
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Fig 7.18 Porcentaje de desorcién de lipaaa de R. delemar
a diferentes concentraclonea da NaCl (pH=8)
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Tabla 7.5. Relacién soporte - enzima en amhos tamaiios de Amberlita y
relacién con la fermentacién en estado sélido.

Act de la lipasa de % Unidades % Unidades % Unidades
Rhizopus delemar Adsorbidas. expresadas desorbidas,
en: (6g NaClV/g.MS)
Amberlita entera 10.0 5.0 -
Amberlita triturada 98.7 20.0 37.7
Amberlita entera - 15.7 -

| (produccién en FMS.)

En la tabla 7.5 se observa que el porcentaje de adsorcién de lipasa de R.
delemar en Amberlita triturada es 80% superior al porcentaje de adsorcién en
Amberlita entera. Sin embargo, el porcentaje de unidades expresadas de lipasa
adsorbida en Amberlita entera representa el 50% del total de unidades adsorbidas.
Por otra parte del 20% de unidades que se expresan cuando la lipasa esta adsorbida
en Amberlia triturada, solamente es posible desorber o recuperar el 37.7% con 5g
de NaCl/g.MS. Extrapolando este dato a la fermentacién sélida podemos decir que
no resultaria conveniente desorber la lipasa, debido a que se consiguen porcentqjes
de desorcién muy bajos. Ademds otra opcién serfa utilizar esta lipasa adsorbida en
la Amberlita, es decir utilizarla inmovilizada en ]a resina. En lo que respecta a la
lipasa producida en fermentacidn sélida, ohservamos que se expresan 15.66U/ml de
volumen util de reactor; si tomamos en cuenta que este valor representa el 50% del
total de la lipasa adsorbida, podemos decir que las cantidades de lipasa que se
producen en fermentacidn sélida, son superiores a las producidas en fermentacion
liquida.

7.6. Termorresistencia de la lipasa adsorbida en Amberlita.

Cuando una enzima se adsorbe por cargus a un soporte, puede estar sujeta a
cambios en su estructura, lo cual podria modificar algunas de sus propiedades o
conferirle alguna otra ( Lépez-Munguia, 1987), por ejemplo termoestabilidad, segin
se muestra en el siguiente experimento.

Se puso a secar a 80°C, durante 24h, 4g de Amberlita triturada, con una
actividad de 39.4 U/g M.S, después de este tiempo se le determiné actividad
lipolitica a un gramo de esta Amberlita y la actividad fue de 39,35 U/g M.S, lo cual
nos indica que practicamente la lipasa no se¢ desnaturaliza cuando se somete a un

48



tratamiento de secado, estando adsorbida en Amberlita. Seria conveniente repetir
este experimento a diferentes temperaturas de secado para encontrar la méxima
resistencia al calor por la lipasa adsorbida en la Amberlita,

8. Conclusiones.
8.1, Caracterizacién del crecimiento y produccién de lipasas de Rhizopus
delemar en fermentacién liquida y sélida.

1. Al reproducir los experimentos de crecimiento y produccidn de lipasas por
Rhizopus delemar en fermentacién liquida hechos por Martinez et.al.(1993), se
obtuvieron resultados similares. La maxima produccidn de lipasas fue de
14.07U/ml a las 48h de la fermentacién.

2. Hacer uso de la centrifugacién (5000 r.p.m. por 5 min) para separar la
biomasa del extracto, disminuye la actividad lipolitica en un 50%.

3. Se observo que el pH de mixima estabilidad del extracto lipolitico no
corresponde al pH de mdxima actividad de la lipasa (Mayor estabilidad pH=5,
mayor actividad pH= 6.5).

4. No obstante que el crecimiento de Rhizopus delemar en Amberlita,
reflejado por las tasas de consumo de oxigeno y produccién de biéxido de carbono
(OUR Y CDPR), es similar cuando se utiliza dextrina, maltosa y glucesa como
fuente de carbono, la actividad lipolitica varia considerablemente entre estas tres
fuentes; siendo dextrina la fuente de carbono con la cual se obtiene la mayor
produccidn de lipasas, precedida de maltosa y glucosa, Se hace la hipétesis global de
que primero el hongo consume la fuente de carbono, reflejado en la mayor actividad
respiratoria y posteriormente empieza a producir la lipasa de manera inmediata,
para consumir el aceite de olivo.

2. Comparacién de la produccién de lipasas entre fermentacion
liquida y sélida.

1. El tiempo de médxima produccién de lipasas en fermentacién sélida es mds
corto que ¢l tiempo de maAxima produccién de lipasas en fermentacién
liquida.(fermentacién sdlida 20h y fermentacién liqitida 48h.)

2. La productividad madsica es mayor en medio sélido que en nedio liquido
(95.62 U/gMS y 114.07 U/ml). Sin embargo, esta diferencia se reduce hasta dar
valores muy cercanos si s¢ toma en cuenta las unidades por volumen 1til de
reactor (15.66U/ml).

ESTA TESs wo me
SR DE LA BiBuDIECA
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3. Relacién soporte-lipasa.

1. Al adsorber lipasa en Amberlita entera, fue posible observar que una
considerable cantidad de esta, no se expresa, es decir se pierde lipasa posiblemente
por los fendmenos de adsorcién en multicapas, impedimento estérico o gradientes
de concentracién intraparticular que se presentan cuando se inmoviliza una
enzima por el método de adsorcién. Por otra parte, cuando se disminuye el tamario
de la Amberlita estos fenémenos de adsorcién disminuyen ligeramente. Sin
embargo los porcentajes de adscrcién son superiores a los de expresién de la lipasa
inmovilizada. Tomando en cuenta que no toda la lipasa presente se expresa,
podriamos decir que posiblemente el valor de la actividad lipolitica obtenido en la
fermentacién sélida es mayor a lo demostrado.

2. Se observé que aumenta la estabilidad de la lipasa frente al tiempo y a la
temperatura cuando se encuentra adsorbida en Amberlita.

3. Sedesorbié la lipasa de R. delemar de la Amberlita, cambiando el pH del
medio y adicionando varias concentraciones de NaCl para favorecer el intercambio
iénico, logrando desorber solamente un 37.7% de lipasa con &g de NaCl, por otra
parte a pH de 5 se desorbié el 34.0%. Estos valores de desorcién son bajos debido a
que estas técnicas no estdn optimizadas. Por lo anterior seria conveniente que la
lipasa producida en la ferinentacion sélida se utilice adsorbida en la resina, de otra
manera los rendimientos pueden disminuir.
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