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Lista de abreviaturas utililizadas en las graficas.

ALV = Actividad lipolitica volumetrica.
BIOM = Biomasa (peso seco).

SUS = Sustrato consumido.

Lista de abreviaturas utilizadas en los geles,

MPM = Marcadores de peso molecular.
Fuentes de carbono utilizadas:

Glu = Glucosa

Alm = Almidon

Dex = Dextrinas



OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la naturaleza de la fuente de carbono en la produccion de
lipasa de Rhizopus delemar, destinada a la modificacion de un sustrato lacteo.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar si el aceite de olivo actlla como inductor, efector positivo o como fuente
de carbono.

b) Establecer el efecto de la variacion de la naturaleza de la fuente de carbono
(carbohidratos) en produccion volumétrica, productividad y crecimiento.

c) Determinar mediante estudios electroforéticos si se producen diferentes enzimas
lipoliticas en funcidn de las diferentes fuentes de carbono o en el curso de la
fermentacion.



PRESENTACION

Las enzimas presentan numerosas aplicaciones en el campo de alimentos, destacando
entre ellas amilasas y proteasas, Las enzimas lipoliticas (EC 3.1.1.3) constituyen una
pequefia fraccion del mercado de enzimas de sélo 3% segun algunos autores (Godf}ey
y Reichelt, 1983), pero que aparentemente tienen un alto potencial de crecimiento,
existiendo predicciones de que llegaran a ocupar el 10% ( Kilara, 1985, Godfrey, 1983,

Cottle 1987) en esta década.

DISTRIBUCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES
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UES 00 MILLONES (*385) LSS 15 BILLONES {1939)

PROTEASAS
60

PAOTEASAS
(1]

N % 6
rraogges o':;s

PROPORCION EN EL MERCADQ DE LOS DIVERSOS TIFOS DE ENIIMAS DE
APLICACION INDUSTRIAL, NOTESE EL SIANIFICATIVO AUMENTO TANTO
EN EL VOLUMEN MUNDIAL DE VENTAS COMO EN LA PROFORCION DE

LIPASAS DE 1885 A 1990 GODFREY,1903:KILARA,1985:COTTLE, 1987



En la actualidad él mayor nimero de aplicaciones de lipasas se encuentra en la
generacfén de sabores en productos lacteos, aspectos sobre el que el grupo de trabajo
en el que se desarrolld Ja presente investigacién ha estado laborando.
Las lipasas fungales son las que mas se han empleado con este propédsito, pues se
pretende sustituir a las animales, cuya disponibilidad es limitada, y a las bacterianas a
las cuales se les asocia con sabores rancios. Rhizopus delemar puede ser empleado
en la generacion de sabores lacteos. Esto permite trabajar en un drea de investigacién
y desarrolic de nuevos productos, considerada de gran importancia tanto a nivel
nacional como a nivel mundial, ya que los saborizantes enziméticos son considerados
como aditivos naturales, que es lo que buscan o prefisren fos consumidores
actualmente, lo que ofrece una gran oportunidad de competencia en el mercado.
Es importante considerar que el sabor desarrollado debe ser satisfactorio para el
consumidor local, principalimente. Con base en evaluaciones sensoriales realizadas
por panelistas locales se ha determinado que el saborizante elaborado con enzimas de
' Rhizopus delerhar ha estado entre los preferidos al evaluar productos modificados por
las enzimas de otras microorganismos (Tobalina, 1980).
Las lipasas de Rhizopus delemar pueden ser empleadas en otros procesos, coma
transesterificacion e\interesteriﬁcacién lwai y Tsujisaka reportan su produccion en un
medio definido y encuentran que produce 3 enzimas. Sin embargo los factores que
regulan y afectan su produccidén han sido poco estudiados (Fukumoto, 1963, iwai,
1979, Espinosa, 1990) y no cubren todos los aspectos.
Ante la importancia de obtener un catalizador de bajo costo, una de las metas es
incrementar los rendimientos en prodﬁccién de la enzima. Existen dos estrategias para
logararlo: optimizar e} medio de cultivo y obtener cepas alteradas genéticamente.
En este trabajo se analizan dos de los factores de mayor importancia en el disefio de
medios de cultivo, como son la fuente de carbono y el inductor o efector positivo. Los

resultados pueden servir de base a trabajos futuros de mejoramiento genético y



optimizacion de medio. Al obtener la maxima produccion se debe tomar en cuenta que
es critico el costo final de las materias primas utilizadas asi como que no ejerzan
fenémenos regulatorios como represion catabdlica, inhibicién por sustrato, no

induccion o inactivacion por catabolito (Polnisch, 1989).




1. INTRODUCCION

1.1. Concepto de enzima

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que promueven una amplia variedad de
reacciones bioquimicas. Las enzimas son moléculas proteicas que, como otros
catalizadores, solo tienen que estar presentes en cantidades diminutas a fin de ser
efectivas. Tienen la capacidad de disminuir la energia de activacion de determinadas
reacciones, logrando ésto al combinarse provisionalmente con el sustrato, para formar
un complejo enzima-sustrato, que es menos estable que elvsustrato en si; la
disminucion de la energia de activacion vence la resistencia a la reaccion.

Entre la caracteristicas de manejo de las enzimas que permiten su utilizacion en
diversas industrias se encuentran :

1).- No son tdéxicas, ni generan subproductos téxicos

2).- Son especificas a determinados sustratos

3).- Se pueden activar en condiciones de reaccién suaves de temperatura y pH y por lo
tanto desactivarlas facilmente en el momento deseado por los mismos efectos.

La edicién ordinaria de la <<International Union of Biochemistry Handbook of Enzyme
Nomenclature>> compendia casi 2500 reacciones diferentes catalizadas por enzimas.
Esta cifra subestima el numero total de enzimas descubiertas, De estas 2500
enzimas, alrededor del 15% estdn disponibles a través de los proveedores de
productos bioguimicos, en cantidades que oscilan entre pug y Kg; son sumistrados,
esencialmente, para propédsitos de investigacion. Sin embargo, sélo unas 40-50
enzimas son fabricadas a escala industrial, es decir, en cantidades que van de Kg a

Ton anuales. Estas 50 enzimas son producidas a partir de microorganismos, plantas o



animales y catalizan, en general, reacciones hidroliticas simples (Godfrey y
Reichelt,1983).

1.2, Fuentes de enzimas

Tradicionalmente se han producido pocas enzimas de origen animal (lipasa
pancreatica y tripsina, por ejemplo) debido a que éstas pueden ser reemplazadas por
otras similares derivadas de microorganismos. Sin embargo, los sustitutos microbianos,
aunque cataliticamente eficaces, presentan diferencias sutiles en sus propiedades que
pueden ser cruciales en el proceso de su aplicacion.

Por otra parte, se han llevado a cabo estudios sobre la produccion de enzimas a partir
de cultivos de células animales o vegetales. El problema esencial que se presenta es
que el crecimiento de estas células es lento y por ello es dificil mantener su esterilidad.
La consecuencia principal derivada de la problematica que plantea el uso de productos
de origen vegetal o animal, es que los microorganismos se han convertido en la fuente
primaria de las enzimas industriales, pues estos Ultimos tienen la ventaja de que
producen una enorme gama de enzimas potencialmente Utiles, muchas de las cuales
son segregadas al exterior celular, Por otra parte, son capaces de desarrollarse facil y
répidamente en su medio de cultivo y la tecnologia al respecto, a gran escala, se
encuentra hoy bien establecida. Los microorganismos -particularmente los que
secretan enzimas- son la materia prima preferente del enzimoélogo industrial. Los
recientes avances en la tecnologia del DNA recombinante ofrecen muchas ventajas
potenciales. Por ejemplo, es posible la incorporacion de un gen animal o vegetal a un
microorganismo. En consecuencia las enzimas dificiles de producir por meétodos
convencionales pueden cosecharse con éxito aplicando la tecnologia tradicional de la
fermentacién a los microorganismos recombinantes. De modo similar los genes de
enzimas procedentes de microorganismos patogenos, pueden ser transferidos a

huéspedes aprobados como seguros (P. Gacesa y J. Hubble,1990).



Algunos ejemplos de microorganismos productores de enzimas de uso comercial se

mencionan en la Tabla 1 (Kawasaki L.,1991).

Tatla No. ]
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Las enzimas han sido utilizadas desde varias décadas atrds en la industria de
alimentos, refiriéndonos especialmente a enzimas de origen vegetal y animal. En las
Ultimas décadas se han sustituido éstas por enzimas de origen microbiano por las
razones antes mencionadas y ademas por poder encontrar entre dichas enzimas
algunas con mayor resistencia a fluctuaciones de pH y por su termoestabilidad.

Algunas enzimas termoestables se mencionan en la Tabla 2 (Wasserman, 1990).

Tabla No. 2

Algunas enzimas Termoestables reportadas reclentemente.

ENZIMA FUENTE RANGO, |TEMPERATURA [ESTABILIDAD REFERENCIA
OPTIMA ] .
(Q
Proteasa Desul furococcus mucosus 5-10 85 95 Cowan, et-al (1937)
Bacitius thermoruber 6-11 435 79 Manachini, et-al (1983)
Baclllus stearothermophilus 5-9 79 <73 Kubo, et-al (1933)
Termomonespara fusca YX 8-11 80 75 (pH4.3)
Gusek y Kinsalla (1937)
79 (pH>8)
a- Amilasa Thermoanaercbacter finnil 3-7 99 89 Kochetal (1937)
Clostridium thermostulphurogenes 3-7 75 89 2 Hsyun y Zeikus (1935a)
+
3-8 75 7% (-Ca )
2+ Shen, et-al {1988)
89 (+Ca )
Glucoamilasa [Clostridium thermohydrosulphuricum| 4-6.5 89 85(+aimidon)| Hyun y ZeiKus (1935b)
Pululanasa Thermus a,quat.lcus Yr-i 5-7 >79 95 Plant, et-al (1986}
Clostridlum thermohydrosulphuricum| 4-6.5 85 80(-aimidon)

Hyun y ZelKus (1985b)
85(+almidon)

Thermoanaerobacter flnnii

Exo-(1-6) Bacillus sp KP 1228 4.3-7.8 85 75 Susuk], et-al(1987)

glucosidasa |———————————

X1lanasa Bacillus stearothermophilius sp. 5-9 78 74 Gruninger y Fiechter (1986)
Thermoascus aurant]acus 4.5-6.5 75 70 Yu, et-al (1987)

1) Rango de pH sobre el cual es observado aproxImadamente un 502 de su actividad maxima.
o
2) T de maxima actividad bajo condiciones de ensayo normal
]
3) T Alta aproximada a la cual la enzima puede ser calentada por 30 min. con una retencion de actividad de! 90%

(Wasserman, 1999)




1.3. Usos de enzimas en alimentos

Las principales aplicaciones de las enzimas en la industria de alimentos se muestran

en la Tabla 3 (Neidleman, 1991).

Tabta No. 3

Aplicaclion de enzimas en la industria de allimentos
ALIMENTO ENZIMA FUENTE » APLICACION
Panaderia Amilasa y proteasa M,P. Pan y horneado de galletas
Cerveza Ami lasa M,P. Malteado
Proteasa AM, P, Pruebas de frio
Glucosa-oxidasa H. Remocion de oxigeno
Bebidas carbonatadas Glucosa-oxldasa . Remocion de oxigeno
Cereales Anilasa W,P. Alimentos precocidos para bebe
Ami lasa M,P. Alimento para desayuno
Chocolate Anilasa M. Jarabe
Cafe Pectinasa M. Concentracion
Hemicelulasa M.
Pectinasa M. Fermentacion del grano
Condimentos Proteasas A M, P, Ingredientes de sabor
Confiteria Invertasa H. Centros suaves, foundants
Lacteos Renina A. Queso
Lipasa A. Sabor a queso
Catalasa A, Esteriiizaclon de leche con Hz0»
Proteasa A. Prevencion de sabores en leche
Proteasa AM,P, Hidrolisis de proteina en leche
Lactasa K. Conceniracion de suero, helados
postres helados, leches concentradas
Glucosa-oxidasa . _Remoclon de oxigeno de leches en polvo
Bebidas destifadas Amilasa W,P. Malteado
Huevo Glucosa-oxidasa M. Remocion de glucosa
Jugos de fruta Pectinasa M. Clarificacion,{iltracion,concentracion
Carne Proteasa W,P. Abilandamiento de carne, ablandamiento
de fundas, pescado condensado soluble
Hetaza Invertasa M. Pruebas de melaza alta
Almidon Amjlasa y amlloglucosidasa M. Jarabes de maiz
Yino Pectinasa M. Prensado, clarificacion, flitracion.

* A= Animal,

M= Microbiana,

(Neidieman, L.S.,1991)

P= Planta




2. Lipasas

2.1 Concepto de lipasas

Las glicerol éster hidrolasas (EC 3.1.1.3.) o lipasas, son enzimas que hidrolizan, tri, di y
monoglicéridos presentes en la interfase aceite-agua. Aunque la reaccion rara vez es
completa, la hidrolisis de un triglicérido por lipasas puede producir di y monoglicéridos
asi como 4&cidos grasos libres. Los sustratos insolubles son un requisito para las
lipasas y tales sustratos presentan el Unico problema en la evaluacién tradicional de
los parémetros cinéticos (Kilara, 1985).

Estas reacciones pueden ser reversibles asi que las enzimas también catalizan ia

formacion de acilgliceroles a partir de glicerina y acidos grasos libres.

2.2, Especificidad

Las lipasas pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a su especificidad:
i).-Lipasés no especificas: éstas catalizan la ruptura completa del triglicérido en
glicerina y acidos grasos libres teniendo como intermediarios mono y di glicéridos.
Ejemplo de estas enzimas son las producidas por Candida cylindracea,

Corynebacterium aches y Staphylococcus aureus .

ii).-Lipasas 1,3 especificas: catalizan la liberacién de 4&cidos grasos atacando
especificamente las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos obteniéndose como productos
de reaccion, acidos grasos libres, 1,2-diglicéridos, 2,3-diglicéridos y 2-monoglicéridos.
Entre los microorganismos productores de este tipo de enzimas podemos citar

Aspergillus niger, Mucor javanicus y varias especies de Rhizopus (Macrae?, 1983).




2.3. Reaccion catalizada

I) Lipasa no especifica (Macrae®, 1983)
R = €00 - CH CH,~ OH
|z e
’ "o ' v
R =-C00 - CH ——2—>) RCOOH + R COOH + R COOH + (liH
" [13]
R = €00 - 1:H2 CH,- OH

Triacilglicerol ————3 Acldos grasos libres + Glicerol
N

1i) Lipasa 1,3~ especifica

R =~ €00 ~ CH CH,~ OH CH_- OH
I2 [ [
' HO B HO ' "
R ~C0O-CHf —2—p R - C00-CH + RCOOH ——2—p R - COO - CH + R COOH
— [ [
" [E] " [E]
R - €00 - CH’z R - €00 - CH, CHz- OH

Triacllglicerol e 1,2(2
——— acil

,3)00- + kc,graso———>Pp 2-monoaci | + Ac.graso
acilgli i re

cerol libre 4~ glicerol 1 1b!

2.4. Obtencion y factores que afectan la produccion
Las lipasas son producidas por plantas, animales y microorganismos (bacterias y

hongos)

2.4.1. Plantas

Las lipasas son producidas por plantas como semillas de ricino, germen de trigo,
avena, maiz, frutos de palma, cacahuate, semillas de jojoba y arroz. Entre éstas la
mejor caracterizada es la de semillas de ricino que se encuentra presente aun en
semillas inactivas. Con pocas excepciones la-actividad de lipasa estd ausente en
semillas sin germinar y se incrementa rapidamente en el periodo posterior a la

germinacion.




Generalmente, las lipasas de semillas oleaginosas son mas activas sobre triglicéridos
que contengan &cidos grasos de cadena corta, como acético y butirico, mientras que
no se encuentra especificidad sobre acidos grasos saturados o insaturados.

Una de las lipasas obtenidas de arroz, con peso molecular de 40,000 daltons, se activa
en presencia de iones calcio, mientras que la obtenida de Vernonica anthelmintica se
activa en presencia de calcio y magnesio especialmente en combinacion con potasio.

Los pH dptimos de actividad se muestran en |a Tabla 4 (Huang, 1984).

Tabla No. 4

PH optimos de actividad para | ipasas
provenientes de algunas semillas.
Semi[las pH optimo
Riclno 4.1
Oleaginosas
Jojoba 8.5
> 10X de
Vernonica anthelmintica 7.5-8.¢
lipidos —_— .
Cacahuate 4.5
Cereales y
Arroz 7.5-8.0
Granos.
Trigo 8.0
2-10% de .
Avena 7.4
lipidos
(Huang, 1984)
2.4.2. Animales

Los animales contienen esterasas pregastricas, lipasas linguales y lipasas
bancreéticas, siendo estas ultimas las estudiadas mas extensivamente (Kilara, 1985).
Las lipasas también estén presentes en un numero de membranas y érganos de
mamiferos como son corazon, cerebro, musculo, arterias, rinén, membranas adiposas
y suero. Estas también han sido identificadas en leche, pescado e invertebrados. La

lipasa de leche tiene un peso molecular aproximado de 20,000 daltons (Desnuelle,
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1972), y se descubrié por la actividad que se presentaba en la leche, provocando

rancidez.

Muchas lipasas de origen animal muestran un pH dptimo de actividad en el rango

alcalino (pH = 8 - 9) aunque éste depende de! sustrato empleado (Kilara, 1985). Sin

embargo se reporta que en general las lipasas manifiestan un alto grado de actividad

en un pH entre 5y 9 con un maximo entre 6 y 8. Una enzima que trabaja fuera de

este rango es la lipasa de leche, que trabaja a un pH de 9 (Macrae y Hammond, 1985),

Las lipasas gastricas son recobradas de pastas de cuajo derivadas del revestimiento

del estémago de crias de mamiferos (Arnold, 1975).

Algunas caracteristicas de lipasas obtenidas de mamiferos se resumen en la Tabla 5

{Hamosh, 1984).

Tabla No. 5
Caracteristicas de algunas |ipasas
obtenidas de mami feros
Lipasas de... Tlpo Mamifero Peso molecular pH optimo Locallzaclion

Glandulas serosas

Rata 500,000 4.5-5.4 Glandulas linguales
Mucosas
Glandulas faringea-
les.

Lingual

Glandulas linguales
Aspiraciones gas =
tricas en fetos de

Hombre 44,000-48,000 3.5-5.5 26-42 semanas de -
gestacion.
Estomago en recien
nacldos.
Jugos gastricos en
adultos.

Mam|feros

Bovino 48,500 8.8 Pancreas

Ovine 48,500 8.8 Pancreas

Caballo 48,500 8.8 Pancreas

Pancreatica Porcino 49,859 7.5 Jugos pancreaticos
Hombre 46,000 7.5 Jugos pancreaticos
Rata 43,000 1.5 Jugos pancreaticos

(Hamosh, 1984)




2.4.3. Bacterianas

Las lipasas producidas por bacterias del género Pseudomonas, Achromabacter y

Staphylococcus se muestran como productoras de.lipasa (Kilara, 1985).

Las lipasas bacterianas son generaimente mas estables que las obtenidas de animales
y plantas. La cantidad de lipasa producida por cada cepa es dependiente de la
temperatura det cultivo y de la composicién de éste en cuanto a nitrégeno, carbono,
fuentes lipidicas, la concentracion de sales inorganicas y la disponibilidad de oxigeno.

Reportes publicados acerca de Chromobacterium sp., Bacillus sp. y Streptococcus sp.

mencionan que la produccién de enzima es estimulada por lipidos como mantequilla,
manteca de cerdo, aceite de oliva y &cidos grasos. Sin embargo las condiciones
dptimas para la produccién de lipasa no han sido bien identificadas. Se probé el efecto
de polisacaridos sobre la produccion de lipasa por Serratia marcescens; de 21
polisacaridos probados, 4 incrementaron grandemente la produccién (glicégeno,
hialuronato, pectina B y goma arabiga).

Algunos autores reportan que algunas fuentes de carbono inhiben la prodﬁccién de
lipasa teniendo como posible explicacion que ciertas enzimas, principalmente las de
tipo inducible, son marcadamente reprimidas cuando hay un crecimiento rapido o
cuando la fuente dé carbono se utiliza en seguida. Esto es debido a una disminucién
en la concentracidn intracelular de cAMP, el cual es destinado al promotor del gen para
la proteina especial. El cAMP incrementa la afinidad de la RNA polimerasa para el gen,
por eso se incrementa la frecuencia de transcripcion en ausencia de suficiente cAMP,
el gen estructural puede se apagado y la sintesis de la enzima se detiene (Chopra y
Chander, 1983).

Los iones inorganicos como sodio, fosfato y calcio son esenciales para el crecimiento
de bacterias. Se encontré que la adicién de cloruro de sodio a un medio de cultivo para

Bacillus natto provoca una buena produccion de lipasa en un tiempo corto.




Las lipasas bacterianas son inhibidas por iones metalicos. Por ejemplo Ia lipasa de
Chromobacterium es inhibida por Fe3+ Cu 2* y zn2* | La lipasa de Streptococeus es
estimulada por Ca2*, Hg2*, Co2*, Fe2* y Mn2*, pero es inhibida por Fe3*, Li*, zn2t y
Cu2*,

Muchas lipasas microbianas exhiben una estabilidad maxima en un rango de pH
neutral. Si los organismos son cultivados a pH alcalino, Ia lipasa producida tendrd un
pH éptimo alcalino.

Los pesos moleculares determinados para Pseudomonas, Chromobacterium (lipasa A),

Chromobacterium (lipasa B) y Streptococcus son 33,000, 120,000, 26,000 y 21,000
daltons respectivamente (Sugiura, 1984).
Algunas temperaturas de inactivacién, asi como el tiempo requerido para lograrla se

presenta en la Tabla 6 (Kilara, 1985).

Tabla No. 6

Temperatura de inactivacion de algunas | ipasas bacterianas
FUENTE DE LIPASA INACTIVACION
TIEMPO TEMPERATURA
{min) (°C)
Pseudomonas fragi 15 72
Staphylococcus aureus 39 70
Achromobacter {ipolyticum 40 99

(Kilara, 1985)

2.4.4. Fungales

El peso molecular para las lipasas fungales esta entre 20000 y 60000 daitons, se sabe
que las lipasas fungales catalizan predominantemente la hidrdlisis de triglicéridos que
tienen acidos grasos de cadena corta (Bennet, 1992). Se ha observado una diferencia
sobre la especificidad por el sustrato entre varias lipasas fungales. Las lipasas de

Asperaillus niger catalizan la hidrdlisis de triglicéridos de cadena corta y larga, en tanto



que la enzima de Mucor lipolyticus cataliza la hidrélisis de triglicéridos de acidos
grasos de cadenas entre 4y 12 carbonos. (Héfelmann, 1985),

El interés en el estudio de hongos termofilicos y sus enzimas se ha incrementado en
afios recientes, particularmente por su potencial para uso en ciertos procesos
industriales. Un gran nimero de documentos han sido publicados acerca de hongos
termofilicos y el comportamiento de las lipasas preducidas por estos microorganismos.

Destacan los estudios sobre especies termofilicas de Mucor, entre ellas la de Mucor

miehei que pudo ser usada como un sustituto de esterasas animales en la produccion
de quesos {Deploey, 1981).

La Tabla 7 ( Iwai y Tsujisaka, 1984 ) muestra la comparacion de algunas propiedades
enzimaticas de lipasas fungales

Tabla No. 7

Comparacion de algunas propiedades enzimaticas

de | ipasas fungales.
A. niger R. delemar G. candidum P. cyclopium H.
"At O vg" AT vB”
Peso mofecular 38,000 44,000 45,000 54,000 27,000 36,000
Punte fso- 4.3 7.3 8.2 4.3 49 4n
electrico
Temperatura .
optima °c
(sobre acelte - 25 35 35 40 35 40
de oliva)
Estabiiidad 2.2-6.8 3-8 4-7 4,2-9.8 6.5-9.0 4.0-6.5
a pH -- 30°C/24hrs 30°C/24nrs 30°C/24hrs 30°c/17hrs 45°C/t hr
Termoesta- S0 65 45 55 30
bitidad °C 5.6/15 5.6/15 5.6/15 6.0/15
pH/ tiempo(min)
pH optimo
(sobre aceltes 5.6 5.6 6.3 7.5 5.8
de oliva)

(lwal y Tsujisaka, 1984)



Probablemente muchos microorganismos producen dos o mas lipasas extracelulares

con diferente especificidad a acidos grasos, especialmente con respecto al tamafio de

la cadena (MacraeP,1983; Macrae y Hammond, 1985).

La Tabla 8 que se muestra a continuacion enlista microorganismos productores de mas

de una lipasa.
Tabla No. 8
Micororganismos que producen mas de una |ipasa
NICROORGANI SHO HOMENCLATURA| PESO MOLECULAR| pH OPTIMO | TEMPERATURA REFERENCIA
DALTONS OPTIMA C
Aspergillus niger 1 31,000 5-6
— Hoffelmann, 1985
11 19,000 5-6
Rhizopus delemar A 76,000
CBS 327.42 B’ 60,000 Tahoun, 1986
c' 45,000
Penicillum roqueforti A 6.0 40
" - Menassa, 1982
B 4.5 35
Rodotorula pilimanae 1 172,800 4.0 45-5§
—_— Muderhwa, 1986
11 21,400 7.0 45-55
Penici!lum cyclopium 1 8.0
———— Okumura, 1980
11 5.0
111 110,000 6.0 40 Isobe, 1988
Mucor lypolyticus F‘ 30,000
Fa 59,000 Huderhwa, 1985
Fa 200,000
Rhizopus pilimanae H 25,000
—_— Muderhwa, 1986
11 176,000

(Diaz, A, 1992)

Se sabe que un factor determinante para la produccién de diferentes metabolitos es la

composicion del medio. EI medio para la produccion de lipasa y de otras enzimas varia

de acuerdo a la especie que se emplea (Bloquel, 1984; Chander, 1977).
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2.4.4.1. lones

Se ha mostrado que los iones Nat, K*, Ca2*, 8042', no tienen efecto sobre la
sintesis de lipasa, pero el Fe2*, en combinacién con Mg2+, han dado un crecimiento
favorable y una maxima concentracion de lipasa (Bloquel, 1984).

En un trabajo sobre Aspergillus niger se comprobd lo mencionado anteriormente pues
los iones de Na*, K* vy Caz”, no tuvieron efecto sobre la concentracidon de la enzima.
El Mg2* en ausencia de Fe2*, tuvo un efecto de inhibicién, y Fe2* en caso de no
estar presente el Mg2™ tiene un efecto acelerador en la actividad especifica.

Fe2* y Mg2* incrementaron la concentracion de enzima por unidad de peso de
micelio, aunque no fue muy clarc (Pal, 1978).

Para Rhizopus nigricans se probaron diferentes sales de citrato, obteniéndose que
con citrato de calcio se obtiene el maximo crecimiento y la mayor concentracion de
lipasa, sin embargo todas las sales del citrato estimularon la produccién de lipasa
(Chander, 1981).

También se reportd un incremento en la produccion de lipasa para Asgergillus.wentii

cuando el citrato de sodio o de calcio se adicioné al medio (Chopra, 1983).

2.4.4.2, Temperaturés y tiempos de incubacién
La temperatura optima para la produccion de lipasa varia de especie a especie. La

producciéon maxima de lipasa se notd a 30°C con Geotrichum candidum . En una

cepa de P. roqueforti se produjo una concentracion maxima de lipasa a 27°C (Bloquel,
1984). Para Mucor mucedo una gran produccion de lipasa ocurrio en cultivos
incubados a 38°C (Stern, 1954). Rhizopus nigricans mostré un maximo de crecimiento
y de produccion de lipasa a 30°C por un periodo de 5 dias (Chander, 1981).

Un periodo de incubacién de 96 hrs a 35°C se requirid para obtener un maximo de

actividad para Aspergillus niger ( Pal, 1978)y la lipasa de Penicillum chrysogenum




se produjo a 30°C en 3 dias. (Chander, 1977). El hongo Rhizopus oligosporus fue de

25°C (Nahas, 1988).

2.4.4.3. pH

Se observd que el pH inicial del medio de crecimiento también es importante para la
produccidn de lipasa para algunos microorganismos. Los valores neutrales de pH del
medio son 6ptimos para la mayor produccion de lipasa por especies como Rhizopus

arrhizus y otras (Bloquel, R, 1984). Rhizopus oligosporus, al igual que otros hongos

tiene valores dptimos de pH para crecimiento y produccion de lipasa de 5.5y 6.5
respectivamente (Nahas, E., 1988). El incremento en la producion de lipasa se nota a
pH 6.0, para Penicillum chrysogenum (Chander, 1977), y un pH igual se encontré para
Rhizopus nigricans (Chander, 1981). Ef pH para la formacion de lipasa de A. niger fue
de 7.0 (Pal, 1978). Chopra en 1983 mostrd que el pH éptimo para la sintesis de lipasa

* por medio de Syncephalastrum racemosum fue de 8.0.

2.4.4.4, Aereacion por agitacion
Muchos investigadores a menudo observaron que la aereacion aumenté la produccion

de varios microorganismos. Los cultivos agitados de Penicillum sp ; Rhizopus sp vy

Geotrichum_sp tuvieron un incremento en el crecimiento celular y estimularon la
produccion de lipasa. Otros investigadores observaron que cultivos agitados dieron un
incremento en el crecimiento celular, en la produccién inicial de lipasa. En el caso de
la actividad lipolitica producida por las bacterias ésta disminuye rapidamente con una
agitacion continua (Blogquel, 1984).

Rhizopus oligosporus, cultivado en un medio con aceite de soya, incrementd la

produccion  significativamente en cultivos agitados, confirmando los resultados
obtenidos por Sorenson y Hesseltine en 1966 (Nahas, 1988). Un incremento en la

produccién de lipasa de aproximadamente el 70% se obtuvo en cultivos agitados para



Penicillum chrysogeneum (Chander, 1977). La aereacién estimuié el crecimiento y la
produccion de lipasa por Rhizopus nigricans (Chander, 1981).

2.4.4.5, Inductores y represores.

Algunos organismos productores de lipasas producen la enzima sclamente en la
presencia de un inductor (Sztajer, 1988).

Para Penicilliun rogueforti la adicién de grasa de leche, aceite de maiz o aceite de
oliva en el medio de crecimiento inhibid la produccion de lipasa en 5, 21, y 29%
respectivamente (Bloquel, 1984). La adicion de aceite de oliva emulsificado y sin
emulsificar a un medio con 0.5% v/v de glucosa, se probd, obténiéndose 431.5% y
110.5%, respectivamente, de actividad lipolitica volumétrica, al compararse con medio
de glucosa al 1% wi/v, sin aceite de oliva. En lo que respecta a los valores de actividad
lipolitica especifica se obtienen incrementos de 778.9% y 500.0%, con respecto a la
produccion con glucosa para Rhizopus oligosporus (Nahas, 1988).

Para Asperqillus niger el efecto de grasa y aceite fue estudiado sustituyendo
diferentes lipidos en un medio basal. La adicion de material lipidico al medio de
fermentacion incrementd la produccién de lipasa. La grasa de leche y el aceite de oliva
ayuda al mejor crecimiento celular y produccién de enzima. La concentracién optima

de aceite de oliva fue de 1% (Pal, 1978).

2.4,4.6 Efecto de las fuentes de carbono

La optimizacion de la produccidn de enzimas a partir de microorganismos depende de
una serie de factores interrelacionados. Asi por ejemplo, |a presencia de un compuesto
carbonado simple como glucosa, puede reprimir la sintesis de una enzima. La logica
que subyace en este fenémeno es que un microorganismo puede utilizar la glucosa sin
necesidad de gastar energia en sintesis de enzimas Utiles para degradar ofras fuentes

carbonadas mas complejas. La represion por un catabolito carbonado es un fenémeno
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que se da comunmente en los microorganismos y que afecta a muchas enzimas
constitutivas e inducibles (Gacesa, 1990).

Para algunos microorganismos estudiados se ha determinado que la mejor fuente de
carbono para la obtencion de lipasa es la glucosa y entre éstos se encuentra
Penicillum_rogueforti, en el que la maxima actividad de lipasa es alcanzada en un
medio con glucosa al 2%, encontrando muy poca diferencia al emplear fructosa al 2%.
La actividad de lipasa no es medible cuando el aceite de oliva es usado como fuente
de carbono (Petrovic, 1990).

El efecto del carbono también se ha estudiado para Rhizopus oligosporus, donde las

mejores fuentes de carbono son la galactosa y la xilosa (Nahas, 1988). Aspergitlus
niger tiene una mayor produccion con sacarosa al 1 % en presencia de aceite de oliva
(Pal, 1978). Se reporta que la maxima concentracion de enzima para Penicillum
chrysogenum se produjo con glucosa al 2% , seguido de maltosa (Chander, 1977).
Estos resultados son contradictorios a las observaciones de Iwai y Tsujisaka, 1974,
sobre Rhizopus delemar quienes no encontraron diferencias significativas en la
produccion de lipasa al emplear diferentes fuentes de carbono al 2% , iniciando la
fermentacion en un pH de 6.0, a un tiempo fijo de 96 hrs a 27°C y con agitacion de 110
rpm. Rhizopus nigricans presenta la maxima concentracién de enzima al emplear
glucosa al 2% (Chander, 1981).

Algunos autores reportan que compuestos de carbono como glucosa, manitol y
glicerina e incluso algunos disacaridos, inhiben o reprimen. El tipo de fuente de
carbono que afecta varia segln el metabolito y la cepa. En hongos no esta claro el
mecanismo por el que se lleva a cabo la represion catabdlica. Se atribuye en parte al
productor de gen CreA similar al del Crp y cAMP en bacterias (Scazzochio, 1992). El
fenédmeno de regulacién por glucosa es ilustrado examinando la produccion de lipasa

por Geotrichum_ candidum donde la produccion de la enzima solamente ocurre

después de que la glucosa ha sido consumida en el medio de cultivo y el crecimiento
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ha casi cesado. Efectos similares de glucosa sobre la formacién de lipasa han sido
observados con Rhizopus japonicus. (Macrae®, 1983).

La adicién de lipidos al medio de crecimiento demostré que incrementan
substancialmente la produccion de lipasa para un nimero de microorganismos. En

Geotrichum candidum triglicéridos como aceite de oliva, aceite de cacahuate, aceite

de semillas de algodén y acidos grasos, como el oleico, son efectivos en la
estimulacion de la formacion de lipasa. Por lo tanto el medio de crecimiento usado para
la produccién de lipasa extracelular en alta concentracion generalmente usa como
fuente de carbono cualquier polisacérido como almidén o salvado o fuentes lipidicas
como triglicéridos o &cidos grasos. Sin embargo, pequefias cantidades de glucosa
son usadas para iniciar el crecimiento (Macraeb.1983).

Algunos ejemplos de estimulantes o represores en la produccion de lipasas se pueden

observar en |a Tabla 9 (Espinosa b, 1990).
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Tabla No. @

Elementos estimulantes o depresores en |la produccion de
| ipasas en hongos fliamentosos.
Microorganismos Estimulantes Represores Referencia

Penicilliium roqueforti

Peniciliium candidum

Penicilltum chrysogenum

Aspergitlus wentil

Aspergllius niger

Geotrichum candidum

Rhizopus nigricans

Peptona
Extracto de-

levadura

Glucosa, Pep-

tona y oxigeno

Glucosa, Pep-

tona y oxigeno

Glucosa, Manitol
Harina de soya y
Peptona

Sacarosa y Nitra-

to de amonio.

Peptona, Sales de

Magnesio y Potasio

Glucosa, Galactosa

y Peptona

Aceite de maiz
y ollvo, Lactosa

Glucosa,

Fructosa, Aceltes,
Tributirina, Grasa
butirica.

Aceltes y Magnesio

Eitenahller, 1970

Kornacki,198¢

Chander, 1981

Chander, 1980

Pal, 1978

1986

Arends,

Chander, 1981

Rhizopus oilgosporus Tweens y Haripa de Oxigeno Nahas, 1988
Soya
Rhizopus chinensis Acido oleico, Acei- Glucosa Nakashima, 1988
te de olivo
(Espinosa,, 1990)
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2.5. Aplicaciones de lipasas

Las enzimas microbianas han sido usadas en lacteos, y otros procesos, y las lipasas
producidas "in situ" por microorganismos son importantes en la palatibilidad y
aceptabilidad de alimentos. Las lipasas microbianas son usadas en detergentes,
productos farmacéuticos, cosméticos, produccion de acidos alifaticos y en tratamiento
de aguas domésticas e industriales. Los fabricantes ofrecen enzimas lipoliticas en
polvo libres de otras enzimas, a veces son microencapsuladas para aplicaciones

especializadas.

2.5.1. Embutidos y Carnes Curadas

Los jamones en los cuales tiene lugar una fermentacion lactica presentan un
incremento en los niveles de compuestos volatiles que dan sabor, incluyendo &cidos
grasos, como butirico, propionico y miristico. Las lipasas bacterianas estan
involucradas en el desarrollo del sabor y la produccion de estos acidos grasos. En
otros estudios se observé que durante la maduracion de embutidos secos italianos,
las enzimas lipoliticas desempenaron un papel importante en el desarrollo del sabor.
Ciertas especies de Micrococcus son especialmente lipoliticas en la grasa de cerdo y
se detectan numerosos &cidos grasos volatiles en la maduracion, embutidos italianos

durante hechas un periodo de 70 dias (Seitz,1974).

2.5.2, Detergentes

En las Ultimas décadas el mercado de las enzimas como proteasas, lipasas y amilasas
en productos detergentes se ha incrementado grandemente. Un gran potencial del
mercado para las enzimas lipoliticas se presenta en la formulacion de detergentes
donde pueden ser efectivas en la remocién de manchas de grasa, particularmente a

temperaturas de lavado muy bajas (Chaplin, 1990 y Estell, 1993).
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En este campo, a partir de 1970 se tiende a desarrollar productos que faciliten el uso
practico de enzimas en formulacion de detergentes. Una tendencia es la reduccion del
fosfato que es parte de los detergentes para resolver los problemas ambientales, y otro
es la tendencia hacia el lavado a bajas temperaturas para ahorrar energia.

Las glicerol éster hidrolasas podrén ser usadas en detergentes para lavanderia en
seco para promover la remocion de manchas de triglicéridos de sebo humano, el cual
es dificil de remover bajo condiciones normales de lavado. Durante la eliminacion de
glicéridos por lavado con soluciones alcalinas de surfactantes, los acidos grasos libres
son facilmente removidos por la formacion de jabones de acidos grasos solubles, pero
los triglicéridos no son saponificados por las soluciones alcalinas (Fujii.T, 1986).

Se han publicado diversas patentes sobre el uso de lipasas microbianas en la
formulacion de productos de lavado para trajes, vestidos y ropa de cama. La adicién
de las enzimas en agentes de remojo para prelavado y detergentes en polvo ha sido
defendido (Chaplin, 1990). Las lipasas microbianas han sido recomendadas para su
aplicacién en la eliminacion de depdésitos de grasa en productos para lavado de vajilla,
manufactura de piel y tratamiento de aguas sucias (Macraeb, 1983). La aplicacion en
detergentes representa un potencial alto en tonelaje para el uso de lipasas en el futuro.

(Macrae y Hammond, 1985).

2.5.3. Farmacia y Cosmetologia

Se han descrito cremas de interés y aplicacion general para desgrasar la piel humana,
en una patente alemana {August, P; German Pat. 2064,940 (1972)]. La composicién
incluye 500 Ul de lipasas (la fuente es desconocida). Con pequerias cantidades de bilis
de bovino se ayuda a estabilizar la enzima.

The Kaken Chemical Co. de Japén produce una preparacion digestiva la cual incluye
una lipasa. Un producto granular encapsulado fue evaluado y se encontré satisfactorio

como digestivo para ayudar en un modelo gastrointestinal artificial. El revestimiento
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consiste de una grasa y una lipasa la cual asiste en una rapida asimilacién de los
farmacos en el tracto digestivo.

Una patente alemana [Berrebi C., Manoussos and S. A. Oreal, German pat. 1,974,876
(1968)] propone el uso de cremas que combaten la inflamacién de las células de la piel
localmente, describe cosméticos y preparaciones farmacéuticas que contienen de
1 - 5% de lipasa (fuente desconocida), hialuronidasa y tiomucasa.

Otra patente alemana [Saphir,J.,German pat. 1,242,794 (1967)).describe el proceso en
el cual una lipasa fue adicionada para una composicion de ondulado permanente del

cabello para promover la penetracion de la preparacion en el cabello (Seitz, 1974).

2,5.4, Panificacion

Diversas patentes han sido emitidas sobre enzimas para modificar la composicién de la
grasa de leche para impartir o intensificar el sabor a mantequilla en productos de
panaderia.

En general las lipasas de origen animal fueron mas satisfactorias para la modificacion
de la grasa de la leche. La incorporacion de la grasa de leche modificada por accién de
estas enzimas produjo mejor sabor que otras grasas modificadas con enzimas de otro

origen.
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La Tabla10 muestra las enzimas utilizadas para esta modificacion.

Tabla No. {0
Enzimas empleadas en la modificacion de grasa de leche

Lipasa de leche

Lipasa de pasta de renina

Lipasa pancreatica

Lipasa pregastrica

Lipasas fungales:
Aspergillus oryzae
Geotrichum candidum
Penicl)lum requeforti

Lipasas bacterlanas:

Achromobacter iipolyticum

Pseudomonas fluorescens
—_—

Lactobaci!{us sp.
T

Esterasas pregastricas:
Cabrito

Cordero

(Arnold, 1975; Fox, 1993; E! Soda,1993)

2.5.5. Quimica clinica

La enzimologia clinica consiste en el diagndstico de enfermedades mediante la
valoracion de enzimas en muestras de tejidos y principalmente en sueros sanguineos,
El nacimiento de esta disciplina se remonta a principios de siglo, cuando se descubrié
en Alemania que el suero de pacientes con pancreatitis aguda contenia  altos niveles
de o -amilasay lipasa. Estas enzimas son especialmente abundantes en el pancreas,
que las sintetiza para vertirlas al intestino durante Ia digestién de los alimentos. Sin
embargo cuando sus células exdcrinas sufren dafo liberan estas enzimas a la sangre

y ello permite un facil diagnéstico de la pancreatitis.
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Sélo cuando un dérgano es especialmente rico en una determinada enzima tiene esta
utilidad de diagndstico (Serrano, 1985y Biihler, 1987).

Un uso importante y actual de las lipasas es en la determinacion de lipidos con
propésitos clinicos, mencionado por Macrae y Hammond, 1985, donde también se

menciona el uso de fosfolipasas.

2.5.6. Tratamiento de residuos
El uso de las lipasas en fratamiento de aguas residuales es mencionado en la
literatura.

Las enzimas de Candida han sido usadas en Estados Unidos de Norteamérica en

plantas de tratamiento de aguas residuales y para el tratamiento de aguas en edificios
y hoteles y para el lavado de tuberias y alcantarillas. Se propone el uso de lipasas para
tratar desechos de industrias, como los efluentes producidos por la industria de
helados, que son particularmente dificiles de tratar por tener un alto contenido de
grasa (arriba del 50% de solidos de grasa) (Seitz, 1974). La solucion mas econdmica
para este problema intratable es el uso de una combinacion de enzimas y bacterias
para la digestion y degradacién de grasa, produciendo compuestos utilizables por
bacterias en forma aerdbica en un tanque de tratamiento. La combinacién incluye
lipasas potentes (para degradar la grasa) lo cual hace efectivo el tratamiento de

efluentes de helados (West, 1988).

2.5.7. Analisis quimico y Sintesis orgénica.

Los trabajos de Oritani y Yamashita 1973 indicaron el potencial de las lipasas
microbianas y las esterasas para la resolucion de mezclas racémicas o ésteres de
alcoholes terpénicos por explotacion de ia estereoespecificidad de sus enzimas. Otra
aplicacion es la resolucion de alcoholes isoméricos (Macrae y Hammond, 1985). La

reversibilidad de la reaccion de las lipasas permite que las enzimas sean usadas para



catalizar la formacion de ésteres de alcoholes y 4cidos grasos. En otros casos un gran
exceso de alcohol de usa, presumiblemente para derivar la esterificacion.

Las lipasas catalizan la esterificacion y han sido usadas para sintetizar ésteres de
alcoholes terpénicos cortos y medios y acidos grasos de cadena larga (Macraeb,
1983), teniendo utilidad para fragancias (Macrae y Hammond, 1985).

En este caso, por disminucion de la actividad de agua, es posible llevar a cabo la
reaccion en direccion de la esterificacion. La sintesis de ésteres ciertamente puede ser
hecha quimicamente por catalisis acida o basica y hay definitivamente ventajas para el
uso de la tecnologia de enzimas. La reaccion puede llevarse a temperatura y presion
ambiente con el uso de un catalizador natural. Estas condiciones suaves podrian
limitar parte de la reaccion, y por la preferencia de la enzima y los materiales crudos,
es posible producir productos muy especificos y reportes recientes indican que es
posible obtenerlos en una alta concentracion (Posorske, 1984 y Schmid, 1987).

Un producto comercial llamado "Lipozyme", el cual es una lipasa fungal de Mucor
mvinmovilizada en una resina sintética, puede ser obtenida de los Laboratorios
Novo y la enzima puede ser usada para la sintesis comercial de ésteres (Miller, 1988).
Esterasas, lipasas y amidasas son ampliamente usadas en resoluciones de mezclas
racémicas. Por eje?nplo, ciertos epoxiésteres pueden ser resueltos con lipasas
pancreaticas de cerdo. Este procedimiento provee una alternativa a la epoxidacién
asimétrica de alcoholes alilicos usando metales de transicion.

Las esterasas de higado de cerdo han sido aplicadas en sintesis asimétricas de &cido
cristémico, permetrinico y carénico de sus comespondientes metil-ésteres racémicos
(Wolfgang, 1990).

La calidad de los productos (ésteres) los cuales se sintetizan por enzimas son
normalmente mejores que los productos derivados quimicamente, pues la baja
temperatura de reaccion y el evitar una catélisis acida fuerte impiden la degradacién de

productos (Miller, 1988).
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El esquema de la sintesis de ésteres se muestra en la siguiente figura.

Reaccion que se 1leva a cabo para la sintesls de esteres por una |ipasa.
Sintesis enzimatica de esteres (Miller, 1988)
R'OH > HOM

0 0 0
I Enz Il Enz i

R-C-0R —— R-C-Enz ——p R-C-OH
— «—
Tn'on Lnou

Acido Complejo Ester
(ES]

2.5.8. Confiteria

Las cremas lipolizadas ayudan en el incremento del sabor en dulces, pasteles de

queso, "dips" y pastas duices. Para sabores delicados o suaves se usan productos que

tienen de 0.05-0.1% de ingrediente modificado en su composicion y para sabores més

pronunciados, de 0.1-0.5%, basado en el peso del producto final. El aceite de

mantequilla parcialmente hidrolizado es usado en cereales y bocadillos, como el aceite

usado para palomitas de maiz. La formulacidn, asi como, el proceso de elaboracion

son mencionados por Kilara, 1985.

Con sustratos lipolizados dispersos en agentes apropiados, como almiddn, suero en

polvo o secados por aspersion, se pueden tener sabores para espolvorear productos

como botanas infladas y papas fritas. Si se usa en la masa de galletitas "crackers" les

otorga una buena caracteristica de queso, resistiendo el proceso de horneado.

También es posible saborizar crema para rellenar obleas. etc (Arnold, 1975)

2.5.9. Interesterificacion

La habilidad para producir nuevas mezclas de triglicéridos usando lipasas especificas

es de interés para la industria de aceites y grasas porque algunas de estas mezclas

30



tienen propiedades valiosas. Hay patentes que muestran que las lipasas microbianas
pueden ser usadas para catalizar reacciones de interesterificacion. Como se mencioné
previamente, la reaccion de la lipasa es reversible asi que Ia hidrolisis y resintesis de
glicéridos ocurre cuando la lipasa es incubada con aceites y grasas. Este rompimiento
y resintesis causa migracion de acilos entre fas moléculas de glicéridos y dan
productos interesterificados. Bajo condiciones en las que se restringe la cantidad de
agua en el sistema de reaccion, la hidrolisis de la grasa puede ser minimizada para
que Ia lipasa catalice la interesterificacién como reaccion dominante (MacraeP, 1983).
El intercambio puede ser catalizado quimicamente y el resultado de esta
interesterificacion enzimatica con enzi’mas especificas para cada acido graso, de
acuerdo al tamafio de cadena o posicion, resulta en un mayor control de producto final
(Posorske, 1984).

La interesterificacion es un proceso en el cual la composicién de las grasas puede ser
modificado con un cambio neto en las propiedades fisicas. El metéxido de sodio o
sodio metalico promueve ta migracién de acilos entre las moléculas de glicéridos
obteniendose una distribucion al azar. En vez de sodio metdlico las lipasas
microbianas pueden actuar para catalizar la reaccion de interesterificacion. Por medio
de esta reaccion un triglicérido barato puede ser transformado en un triglicérido
costoso, siendo el ejemplo mas representativo la obtencién de manteca de cacao, la
cual tiene un gran nimero de usos en formulaciones de alimentos y cosméticos (Lie,
1992) y es de gran aplicacion en la industria de confiteria y chocolate.

La aplicacion particular de la reaccion para la obtencion de manteca de cacao se
menciona por Macrae y Hammond, 1985; Kilara, 1985; Bloomer,1990; Osterberg,
1989; Posorske, 1988; Harwood, 1989. La obtencidn de manteca de cacao se ha
intentado hacer con enzima inmovilizada, para el reuso de la enzima es importante por

razones de economia de proceso. La inmovilizacién de la lipasa es necesaria para
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facilitar la recuperacién de la enzima para reuso y ademéas para llevar a cabo un
proceso continuo.

Hay muchos factores fos cuales tienen influencia en el perfeccionamiento de la
preparacién de enzimas inmovilizadas. Algunos de los més importantes son el solvente

en el que se trabajara el material de soporte y el contenido de agua (Bloomer, 1990).

2.5.10. Taxonomia y microbiologia médica
La produccién de lipasas y esterasas ha sido investigada como un método de
clasificacion de bacterias y como una posible forma de identificacion y deteccidn de

cepas patogénicas (Bloguel, 1984).

2.5.11. Saborizante en lacteos

El desarrollo del sabor en algunos productos facteos puede ser atribuido a la accién de
enzimas scobre la grasa de leche. Las enzimas lipoliticas son usadas para incrementar
la formacion del sabor en quesos y producir preparaciones con 'sabor a mantequilla y
queso, de aceite de mantequilla y leche entera en polvo. La apficacion de enzimas
lipoliticas para el desarrollo del sabor en productos lacteos ha sido revisada por Arnold,
1975. Se sabe que la lipasa de Mucor miehei puede sustituir a las lipasas pregastricas
animales, como agente para el desarrollo def sabor en quesos italianos duros (Fox,
1993).

El uso de la lipasa refuerza el desarrollo del sabor mediante la lipolisis de las grasas
presentes en los alimentos. Permite la produccion de sabores Unicos y ademas de
sabores que sdlo pueden obtenerse mediante alternativas més costosas. El efecto del
sabor de los sustratos como nata y grasa de leche, puede aumentarse
considerablemente mediante el tratamiento con lipasa (Novo, 1987).

Es muy dificil de caracterizar el sabor del queso quimicamente. Sin embargoe hay

ciertos compuestos que pueden ser considerados como contribuyentes significantes en
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el sabor particular del queso. La lipdlisis es una reaccion importante en el desarrollo del
sabor del queso, pues los Acidos grasos libres son los mejores contribuuyentes a las
caracteristicas de este sabor.

Las caracteristicas de sabor se atribuyen a la produccién de metilcetonas y sus
correspondientes alcoholes secundarios. Estos compuestos son derivados de la 3 -

oxidacion de los acidos grasos (Moskowitz, 1987), como se esquematiza a

continuacién
Lipasa B-oxidaclon Tiolasa
Trigticeridos » A, G. L. —p B-cetoacil-CoA ———p B-cetoacidos
tibres
Descarboxiiasa
Reduccion
Alcoholes secundarios ¢——————— Metil cetonas

{Hoskowitz & Noelck, 1987),

No solo la grasa es importante en el desarrollo del sabor. Las proteinas y la lactosa

también son precursores de compuestos que originan sabor

Citrato Lactosa Proteinas Lipidoes
Acido lactico Peptidos Cetonas
Acido acetico Aminoacido Lactonas
Fermentacion I—Dla:elllo Aminas Aldehidos
T—Acetaldehldo Compuestos azufrados Acidos grasos
Etano! Y-
Acido propionico Tioesteres

(Law, 1984)

En los quesos modificados por enzimas se aceleran los cambios experimentados por

los quesos mediante un proceso de maduracion natural.
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Este tipo de queso fue disefiado para proporcionar una fuente concentrada de sabor,
pueden utilizarse como sustitutos de queso, en productos de quesos procesados.

Se puede ahorrar mas utilizando el queso modificado por enzimas para reemplazar un
queso afiejo que reemplazandolo con un queso joven,

Con el interés actual en reducir el consumo de calorias y de colesterol, ha aparecido
una nueva generacion de productos queseros ha aparecido en el mercado. En estos
productos el contenido de grasa se ha reducido al utilizar sélo queso de leche
desnatada que se mezcla con queso normal afiadiendo caseinato o suero adicional,
sin incluir crema o aceite vegetal. Todos estos cambios resultan en la pérdida del sabor
de queso tipico. En estos productos los quesos modificados por enzimas ofrecen una
fuente concentrada de sabor a queso con menos calorias (Talbott, 1981).

Los avances en maduracién acelerada de queso son reportados por (El Soda, M. A.,
1993), y fundamentalmente consisten en controlar la accion enzimatica por

atrapamiento y en la utilizacion simultanea de enzimas y microorganismos.

3. Lipasas de Rhizopus delemar

Rhizopus delemar produce tres clases de lipasas (A,B, y C), en el medio de cultivo lo
cual se reportd por Iwai, 1966. Sin embargo Haas (1992) sélo encuentra una. En dos
estudios acerca de las propiedades de las mismas se reporta para las enzimas Ay C
lo indicado en fas Tablas 11 y 12.

Ademéds se probo la accidn de las enzimas en diferentes sustratos obteniendose como
resultado que tanto para A como para C, el mejor sustrato es la tributirina, seguido de
trioleina. Las lipasas fueron activadas en presencia de iones calcio y se consider6 que
la activacion depende del estado de emulsificacion de la mezcla de reaccién por la
formacién de sales de calcio con &cidos grasos libres. Por otra parte las lipasas fueron
inactivadas por iones Felt y Fe3* . Debido a que forman complejos con los acidos

grasos ionizados cambiando su solubilidad, y el comportamiento de las interfases. Se
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demostré también el efecto que tenian las proteinas sobre la enzima; la inactivacién de
lipasas por proteasas depende de las diferentes caracteristicas de estructura de las

lipasas y la especificidad de la proteasa.

Tabla No. 11t

EKZIMA A [
Tabla No. 12
pH OPTINO 5.6 5.6
7° OPTIMA 35 35 ENZIMA PESQ MOLECULAR
DALTONS
(60min de reacclon)
A 76,000
ESTABILIDAD A pH 3-8 4.7
o : M 60,000
(307C/24n)
[ 45,000
TERMOESTABILIDAD °C 65 45
(Tahoun, 1986)

(pH=5.6/15min)

ACTIVIDAD ESPECIFICA 7000 22000
(U/mg proteina)
(Tsujisaka, 1972)

Segtin este autor, la produccion de las tres lipasas no depende de Ia clase o fuente de
carbono empleada, més si sugiere que el incremento en la produccién de Ia lipasas B y
el decremento de la lipasa C, no depende la proteina empleada, a diferencia de Ia
longitud de los péptidos o la composicion de los aminoacidos. La lipasa A, es una
proteina diferente a las lipasas B y C, pues éstas parecen ser idénticas. La molécula
de la lipasa C pudo ser parciaimente modificada después de la secrecion (Iwai, 1974).

Se estudié el efecto de los fosfolipidos y se determind que el incremento en la
actividad de la lipopfoteina de C fue considerable al tratarse esta enzima con
fosfolipidos. Este incremento depende de las condiciones de tratamiento, como son la
concentracion de fosfolipidos, el tiempo y la temperatura del tratamiento asi como la
variedad de fosfolipidos empleados (lwai, 1979). Posteriormente se estudi6

especificamente el efecto de fosfatidilcolina y la cardiolipina (lwai, 1980), llegando a la
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conclusiéon de que la modificacién en la lipasas era reversible. Esto se comprobé al
disminuir la concentracion de fosfatidilcolina y comprobando que se recuperan las
propiedades iniciales de la fosfolipasa y pH;. Estos difieren ligeramente de la lipasa
original, sugiriéndose que el tratamiento realizado no elimina completamente la
fosfatidilcolina ligada a la enzima (Shimada, 1981). La interaccion de la enzima con
fosfolipidos incrementa la actividad de ésta sobre los ésteres solubles en agua lo que
se explica como resultado de un cambio estructural del sitio catalitico de la lipasa al
vincularse con fosfatidilcolina (Shimada, 1983).

El efecto de la limitacién de oxigeno sobre la produccion de la enzima se demostrd
experimentalmente utilizando diferentes tamafios de inéculo. Un indculo pequefio
forma "pellets” tan grandes que se fimita la difusién de oxigeno en el mismo, mientras
que en un inéculo grande la transferencia de oxigeno puede ser limitada por un alte
consumo en el matraz. En conclusién se tiene que una baja concentracion de oxigeno
implica una baja produccién de enzima, pues una concentraciéon de oxigeno minima
tiene grandes efectos sobre el metabolismo de los hongos (Giuseppin, 1984).

La produccién de la enzima con respecto a la fuente de carbono empleada se reportd
recientemente (Espinosa?®, 1990). Las dextrinas son la mejor fuente de carbono
trabajando a un tiempo fijo de 96 hrs de fermentacion y con una concentracion de 1% .
En este mismo articulo se reporta el efecto de posibles inductores y surfactantes sobre
el crecimiento y produccion de lipasa de este hongo, asi como el efecto de las
diferentes fuentes de nitrégeno. Se concluye que la enzima no es inducible, pero los
aceites ejercen un efecto positivo como buenas fuentes de carbono.

El estudio concerniente a Rhizopus delemar para la sintesis de triglicéridos a partir de
diferentes acidos grasos, asi como el efecto de las condiciones de reaccidn y el grado
de sintesis de triglicéridos y la especificidad de las enzimas fue investigado y reportado
por (Tahoun, 1986) mientras que varios productos quimicos que inhiben ia sintesis de

los glicéridos por estas enzimas son reportados por Tahoun, 1988.
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3.1. Analisis de actividad " in situ "

Ante el hecho de que se desconoce si esta cepa de Rhizopus delemar produce mas de
una lipasa y de que cabe la posibilidad de que cada una, sea regulada en forma
diferente por las diversas fuentes de carbono tal como ocurre con las diversas

celulasas de T reesei (Messner, 1990), o para detectar este hecho, la herramienta mas

adecuada es la realizacion de zimogramas o geles de electroforesis que permitan

detectar actividad y asociar las bandas visibles a la accion sobre el sustrato,
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepa

La cepa empleada en este trabajo es Rhizopus delemar CDBB H313 y se obtuvo del
cepario del Departamento de Biotecnologia del CINVESTAV en el Instituto Politécnico
Nacional.

La cepa se mantiene en "slants" de PDA (agar/papa/dextrosa) cubierta con aceite de
parafina estéril y a una temperatura de refrigeracion de 4° C.

Para iniciar la fermentacion se parte de una cosecha de esporas que se obtiene
sembrando a partir de un "slant" de 4 a 6 matraces de 500 mi con PDA e incubando a
29°C por 6 dias , que es el tiempo requerido para la esporulacion del microorganismo.

Pasado este tiempo se procede a la cosecha de esporas.

4.2, Cosecha de esporas

Se esterilizan matraces de 250 ml con 100 m! de glicerina al 50%.

En una campana de flujo laminar o en condiciones estériles, se va tomando el micelio
de los matraces de 500 ml donde crecio el microorganismo y se coloca en el glicerina.
Se agita el matraz donde fue transferido el micelio en un vortex, repitiendo ésto con
cada uno de los matraces. Se agita hasta obtener una suspension de esporas de
aproximadamente 0.06 de absorbancia auna Lambda de 540 nm.

Por separado se toman 2ml de la suspensién de esporas mas 5ml de agua destilada
y se leen en el espectrofotdmetro ( Shimadzu UV - 120 - 02 ) a 540 nm. Utilizando
como blanco una solucién de glicerina al 50%.

Es importante mencionar que el micelio que quede tanto en los matraces como en los
tubos que se van a leer debe retirarse para que la suspension de esporas quede libre
del mismo.

Finalmente se guarda la suspension de esporas en tubos de ensayo de 12 X 175 con
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tapén de rosca, poniendo 10mi de la suspensién en cada uno. Los tubos deben ser
previamente esterilizados, una vez cerrados se refuerzan con parafilm y se conservan

en refrigeracion a 4°C.

4.3. Medio empleado en las fermentaciones
Una vez que se recuperan las esporas se procede a montar la fermentacion para la

cual se emplea el medio D (Celerin y Fergus, 1971, modificado segliin Espinosa,

1990).
Medio "D"

GIUCOSE..ovirveceerersreirnisenssens Ll e i 1009/

CasaminO&Cidos............ivi. ...10.0g/

1o R el -t v ol S 2.0 gl

MgSO4 - 7H,0.. .05l

KoHPOgyovrrrrrrs 1.0 gl

BIOtINE. e .5.00g!

TiamiNa...oveorererrerrs oo e e e i2000.100.0pg/!
: 20.0mi/

Solucion de elementos traza.........ccooeivnninnes .......................... 1.0miA

Nota: Se ajusta el pH 7 antes de agregar los elementos traza y el aceite de
oliva.
* Se adiciona sélo cuando el medio es suplementado y se agrega al final, por

separado, 1ml por cada 50ml de medio.
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"Solucién de elementos traza "

ZNS04 * THYOrvvveseeresssses et esssssssisesssesens 439.8mg/l
F& (NOB)Duvcrssrvvvesessmmsmssemssssssomssssssssesssssssessssssssssmssrsssson 723.5mgll
Y R o 203.0mg/l

La fuente de carbono (glucosa) fue sustituida por otros carbohidratos pero en la misma

proporcion asi como por glicerina y aceite de oliva.

Las fuentes de carbono empleadas son: Glucosa, dextrinas, almidén, sacarosa,
fructosa, lactosa, galactosa, maltosa, glicerina y aceite de oliva. Para sustituir el
glicerina y aceite de oliva se tomo en cuenta su densidad, que es de 1.2608 y 0.912,

respectivamente.

4.4. Montaje de la fermentacién

- En matraces de 250ml se colocan 50mi de medio D vy se esterilizan a 121°C por 15
min,

- Se inocula en la campana de flujo laminar o bajo condiciones estériles con 2ml de la
suspension de esporas cada uno de los matraces.

- Los matraces se colocan en ‘Ia incubadora a 29°C con agitacién a 150 rpm y por un
periodo de 96 horas, siguiendo la evolucion de la fermentacion, muestreando cada 24
horas.

-Siguiendo el esquema de trabajo mostrado en la figura 14
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Figura 14
Tratamiento de muestras posterior a la fermentacion

(Peso seco)

Flltrado

l——3 |Concentracion de sustratc1

(contra agua destilada 24h)

— [ Actividad Lipolitica ]

-—*—+{7Protelna Extracelular l
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4.5. Biomasa (peso seco)

Se filtran las muestras en sistema millipore, utilizando papel filtro whatman # 1, puesto
previamente a peso constante.

La biomasa se coloca en una estufa a 60°C por 24 horas, pasado este tiempo se pesa
y por diferencia se calcula el peso seco.

Al filtrado se le mide el pH en Potenciémetro ( Orion 520 A ) y de 10 a 15 ml del mismo
se le dializa en bolsitas (Spectrapor ) con un rango de expulsién se 12000 a 14000,

contra agua destilada a 4°C y por 24 horas.

4.6. Actividad lipolitica

En un bafio a temperatura constante de 37°C y con agitacion se hacen las mediciones
utilizando un potenciémetro (Orion 520 A ), que detecta la disminucién en los valores
de pH, por liberacion de acidos grasos. Los resuitados asi obtenidos, se comparan con
una curva de &cido butirico al 0.5% y se obtienen los valores de actividad en
micromoles de acido butirico liberados por minuto con un mililitro de enzima (Menassa,
1982).

Se define como una unidad las micromoles de acido butirico liberado en un minuto de

reaccion bajo las condiciones antes mencionadas.

4.7. Proteina extracelular

Se toman alicuotas de 0.5 ml del filtrado dializado llevandose a un volumen final de
1ml con agua destilada.

Se adicionan 5ml de reactivo E y se deja reposar 10 min.

Se agregan 0.5ml de reactivo de Folin 1:1 en agua destilada, y se agita vigorosamente,
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se dejan reposar por espacio de 30 min en la obscuridad.

Las muestras se leen en un espectrofotémetro ( Shimadzu UV - 120- 02 ) a 590 nm y
se obtiene el valor de proteina interpolando los valores leidos en una curva estandar
de albumina (Lowry, 1951).

Reactivos Empleados:

Reactivo A CuS804. 5Ho0 al 1% en agua destilada.

Reactivo B Tartrato doble de sodio y potasio al 2% .
Reactivo C NaOH (0.1N) + NapCO3 (2%)
Reactivo D 1A+ 1B

Reactivo E 1D + 50C

4.8, Consumo de sustrato , carbohidratos (feno! sulftirico)

A un mililitro de filtrado sin dializar, se le adiciona 1ml de fenol al 5% y 5ml de acido
sulfarico concentrado, agitando vigorosamente (en vortex) los tubos.

Se dejan reposar 10 min y se vuelven a agitar (en vortex). Se incuban en un bario de
agua de 20°C a 30°C por 20 min y se leen en un espectrofotémetro ( Shimadzu UV -
120 - 02 ) a 490 nm. Se interpolan los datos leidos en la curva patrén del azicar

correspondiente. (Dubois, 1956).

Nota: El consumo de aceite de oliva y glicerina se midié por extraccion con

cloroformo (gravimétricamente) (Corzo, 1992).

4.9, Precipitacién de la enzima
Se realiza un purificacién parcial de la enzima, al precipitar las proteinas con acetona
(Okeke, 1981) a temperaturas inferiores a los 0°C. Esto se logra al enfriar acetona en

un bano de hielo seco, con acetonay NaCly se hace lo mismo con el filtrado evitando
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que se congele.

Se llena una bureta con acetona fria y se afiade el solvente gota a gota a la muestra,
con agitacion constante. Se mantiene frio sin congelar.

Se suspende la adicion de acetona cuando el volumen afadido es por lo menos el
.triple del volumen de filtrado utilizado.

Se centrifuga a 7000 rpm durante 10 minutos, se decanta y resuspende en el minimo
volumen de agua.

Se determina la cantidad de proteina por el método de Lowry.

El liofiizado se lleva a cabo en frascos viales hasta eliminacion total de agua. Se
suspende en la minima cantidad de agua, y si el volumen lo permite se determina
proteina por el método de Lowry.

Nota: La muestra liofilizada debe ser hidratada poco antes de llevar a cabo la

electroforesis. Una vez resuspendida la muestra se debe guardar en congelacion.

4.10. Electroforesis

Electroforesis (Laemmli, 1970 y Aguilar, 1991 )

Concentracion de acrilamida 10%T, 2.7%C 4%T, 2.7%C
Solucién 1 3.33 mi 0.67 ml
Buffer 3 250ml
Buffer 4 1.25ml
Solucion 5 _ o.10ml 50 pl
Agua 4.0 ml 3.0ml
Solucién 6 50 25 pl
TEMED 5 ul 2l
Volumen Final 10ml 5ml
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" En un matraz kitasato de 50 ml mezclar los reactivos en la proporcion indicada para el
gel inferior (10%), excluyendo el TEMED y ia solucién 6.
Colocar en agitacion al vacio, durante 7 min para degasar, y evitar que el oxigeno
disuelto haga lenta la reaccion.
Una vez degasada la muestra, se afade el TEMED y la solucién 6. Se vierte en la
cémara (Mini Protean Il, Biorad) y se afiaden unas gotas de solucién de isopropanol (al
50%) en agua, para asegurar bordes lisos.
Una vez gelificado, se enjuaga con agua destilada y se seca con papel filtro.
Se repite el procedimiento para el gel superior (4%) .
Antes de la gelificacion se coloca el peine para la formacién de los carriles. Ya
gelificado, se retira el peine, y se enjuaga con agua destilada y se seca con papel filtro.
Se cargan las muestras con ayuda de una jeringa para cromatografia de gases
(Unimetrics, TP 5050-1 de 50 pl). .
se llena la camara con el buffer y se corre a corriente constante de 30 mA. La corrida
toma aproximadamente 1.30 horas para geles de 9X6 cm y con un espesor de 1.5
mm. )
Preparacion de muestras:
En tubos eppendorf, se coloca el volumen de muestra correspondiente
aproximadamente de 200 microgramos de proteina, y se afiade la misma cantidad de
colorante. A
Se llevan las muestras a ebullicion durante 60 seg y se colocan en hielo. Ya frias se
cargan en los carriles y se procede a la corrida. El mismo tratamiento se aplica a los
marcadores de Peso Molecular »
Terminada la corrida el gel se tifie, por 24 horas y posteriormente, se destifie con acido

acético para observar las bandas obtenidas.
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Soluciones empleadas para electroforesis

Solucién 1: 58.4 g de acrilamida y 1.6 g de bisacrilamida se disduelven en 200 ml de
agua destilada y se almacenan a 4°C. La acrilamida es neurotdxica, por lo que la

solucién debe ser preparada y manejada con sumo cuidado,

Buffer 3 (Tris - Cl 1.5M) : 36.3 g de tris se disuelven en 100 ml de agua destilada,

ajustando el pH a 8.8 con HCl y aforando a 200 ml.

Buffer 4 (Tris - C1 0.5M) : 3 g de tris se disuelven en 25 mi de agua destilada, ajustando
el pH a 6.8 y aforando a 50 ml.
Solucién 5 (SDS 10%) : 50g de SDS se disuelven en 500 ml de agua destilada y se

conserva a temperatura ambiente.

Solucién 6 (Persulfato de amonio 10%) : 0.5 g de persulfato de amonio se disuelven en

5 ml de agua destilada, se dividen en alicuotas y se conservan en refrigeracion.

Colorante de las muestras : Se mezclan en un tubo de ensayo 2.5 ml de la solucion 4,
4 ml de la solucién 5, 2.0 ml de glicerina, 1.0 mi de 2 mercaptoetanol y se llevan a un
volumen final de 10 ml, afiadiendose un poco de color en polvo de azul de coomassie

R 250. Se mezcla bien y se divide en alicuotas que se conservaran congeladas.
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Buifer de corrida (Tris 0.025M Glicina 0.192M SDS 0.1%) : 12 g de tris y 57.6 g de
Glicina se disuelven en agua destilada y se afiaden 40 ml de |a solucién 5, ajustando el

pH a 8.3 y aforando a 4 litros. Esta solucion se mantiene en refrigeracion.

Solucién tenidora: A 62.5 ml de una solucion stock de azul de coomassie R 250 al 10%
se le afiaden 250 mi de metanol y 50 ml de acido acético llevando a un volumen final

de 500 ml con agua destilada.

Solucion destefidora: 500 ml de metanol mas 100 ml de &cido acético se aforan a un

litro con agua destilada, Esta solucion se prepara al momento de usarla.

Se debe hacer mencién de que todas las soluciones antes mencionadas deben ser
fiitradas a través de papel Whatman # 1 inmediatamente después de preparadas para

su posterior almacenamiento y/o uso.

4.10.1. Técnicas para medir actividad " in situ "

1.- Incubacién tipo sandwich: Se prepara un gel de agarosa con una concentracion de
1.5 %, en el cual se emulsifica el sustrato a probar ( tributirina o aceite de oliva ) en
una concentracion del 5 % y una solucién al 0.05 % de rodamina (1:1) con respecto a
la agarosa. Se utiliza como emulsificante Tritén X-100 al 1 % con respecto a la
agarosa. Se agita a la maxima velocidad en el vortex por espacio de 20 a 30 minutos,
hasta lograr una sola fase, esperando que la emulsién sea estable por lo menos 10
minutos.

Una vez que se tiene la emulsion estable se procede a vaciar en un vidrio de (23 x 23

cm) al que previamente se le coloco cinta para cubrir en la orillas para evitar que se

47



escurra antes de solidificar y procurando que el gel sea lo méas delgado posible.
Teniendo el gel solido se coloca sobre éste el gel donde se corrieron las muestras sin
tefiir y previamente enjuagado con buffer de tris-maleatos pH 6 por tres veces con
intervalos de 30 minutos cada uno.

Se pone a incubar por 24 horas con buffer de tris-maleatos pH 6 que apenas y toque
los geles para evitar su separacion, pasado el tiempo se observan las bandas de color

verde-amarillo fluorescentes, a la altura de la banda donde se encuentra la lipasa.

2.- Réplica en papel: Se cortan cuadros de papel filtro Whatman # 1 de (12x9 cm) se
colocan sobre una charola y se les van agregando poco a poco 6 mi de una emulsién
de tributirina al (50 %, 20 % 6 5 % ) como toda fa emulsion no puede ser absorbida por
el papel se va afiadiendo 1 mly se coloca en la estufa a 50 °C hasta que se seca y asi
se continla hasta terminar los 6 ml. Ya seco el papel se pone en una charola honda y
sobre éste se coloca el gel donde se corrieron las muestras, dejando el vidrio det gel
de corrida encima para afiadir buffer de tris-maleatos pH 6 y evitar el defasamiénto del
gel o del papel durante la incubacién de 24 horas.

Después de incubar se procede a teir el papel con spray de una solucion de azul de
bromocresol que sebrepara como sigue:

Azul de bromocresol.- 0.1g de azul de bromocreso! se disuelven en 18 ml de NaOH
0.1N y se afiaden 450 ml de agua destilada, ya preparado se guarda en refrigeracion.
Al esprear el papel se observan manchas color amarilio donde se liberaron &cidos
grasos por la hidrélisis con la lipasa, por lo que se puede determinar cual es la banda
que corresponde a dicha enzima.

3.- Gel réplica especifico para lipasa: (Hofelmann,1983) sustituyendo el buffer de
succinatos pH 6 por buffer de tris-maleatos pH 6.

4.- Técnica de transferencia: Se corre el gel para separacién de bandas y se prepara

un papel! filtro (# 5, filtracion lenta) con una emulsion de tributirina al 5 % al igual que
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en la técnica de replica en papel. Se coloca en una charola el gel de corrida y sobre
éste el papel filtro que encima tiene aproximadamente 400g de toallas sanitas,
presionando éstas homogéneamente, y poniendo buffer (tris-maleatos pH 6 ) suficiente
para que por capilaridad suba pasando por el gel y el papel filtro quedando en este
ultimo, las proteinas que difunden, se procede a incubar por 24 horas y transcurrida la
incubacion se tifie el papel filtro con una solucién de azul de bromocresol como se
indica en la técnica de réplica en papel, para observar manchas amariilas a la altura de
la banda correspondiente a lipasa.

5.- Copolimerizacién acoplada; Se prepara el gel de acrilamida, como se indica en la
técnica general, pero emulsificando en éste el sustrato ( aceite de oliva al 5 % con
respecto a la acrilamida y la solucién de rodamina a! 0.05 % ) empleando Tritén X-100
al 1 % como emulsificante. Esta emulsién se pone en la cdmara de electroforesis como
ya se indico, haciendo los carriles. Ya sélido se cargan las muestras, se corre el gel,
esperando que conforme corre la muestra se vaya hidrolizando el aceite de oliva, con
la liberacion de los &cidos grasos y por ende se puede observar fluorescencia por la
reaccion con la redamina deteniendose ésta a la altura donde se retiene la lipasa en el
gel.

6.- Modificacion a copolimerizacion acoplada: Se prepara el gel de corrida igual que la
técnica anterior, pero suprimiendo de la emulsién la rodamina, una vez que se termina
de correr el gel se lava con buffer de tris-maleatos pH 6 y se tifie en una solucion de
rodamina al 0.05 % para observar mancha fluorescentes si el sustrato fue consumido
y saber a qué altura queda la banda que corresponde a lipasa. Este mismo
procedimiento se sigue pero al final se tifie con una solucién de azul de bromocresol,
observandose manchas amarillas donde queda la lipasa después de la corrida ( esto

es similar a lo observado en réplica en papel).
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4.10.2. Determinacion de actividad en cajas petri

Se prepara agar al 12.5 % de concentracion y se calienta hasta su completa disolucién

afadiendosele 1 % de tributirina, se licia por espacio de 5 minutos hasta formar una

emulsion, se esteriliza por 15 minutos a 121°C, se deja enfriar y antes de que

solidifique se vacia en cajas petri dejando solidificar.

Una vez sdlido se colocan circulos de papel filtro impregnados con las muestras a

probar, y se incuban por espacio de 24 horas a 37°C. Después de la incubacién se

observan halos de claridad, en las muestras que presenten actividad.

Las condiciones probadas fueron: muestras hervidas (60 seg.) y con mercaptoetanol
muestras hervidas (60 seg.) y sin mercaptoetanol
muestras sin hervir y con mercaptoetanol

muestras sin hervir y sin mercaptoetanot (control)

4.11. Analisis estadistico

Se realizé un disefio experimental eleatorio. Se llevaron a cabo tres fermentaciones
independientes para cada condicion, con duplicados para cada tiempo. Las
determinaciones de cada parametro a su vez, se realizaron por triplicado.

Se trabajé a partir de datos individuales de las muestras analizadas, para obtener un

analisis basico de produccién y crecimiento para la enzima (Lipasa) a partir de R.

delemar. Determinaciones reallzadas
PARAMETRO UNIDADES
1.- Biomasa mg / volumen
2.- Actlvidad lipolitica volumetrica | V.1,
3.~ Proteina extracelular vg prot. / ml
4.~ Productividad de la fermentacion | U.I, / h
5.~ Actividad lipolitica especiflca U.1. / mg de biomasa
6.~ Sustrato consumido mg / m}
7.~ Velocidad de consumo mg / ml.h
8.~ Rendimiento de producto U.1. / mg sus.
9.~ Rendimlento de biomasa mg de biomasa, / mg sus.
10.~pH
11.-Velocidad de crecimiento (u) h!
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Después de realizados los calculos, se sometieron a un analisis estadistico, llevado a
cabo con el sistema SPSS, realizando un analisis de varianza para determinar si existe
diferencia significativa entre las variables independientes ( fuente de carbono, tiempo,
aceite ) al evaluar todas las variables dependientes. Si con el analisis de varianza se
determina que existe diferencia significativa (O = 0.05 ) o una diferencia altamente
significativa ( O = 0.01) se calculan las pruebas de rango. Estas consisten en una
comparacioén entre medias que nos permite decir como se agrupan éstas y determinar
cudles son iguales y cudl es la mejor. Se realizaron pruebas tanto de rango fijo como
de rango multiple y se selecciond aquélla que separase en mayor nimero de grupos a
las medias. Las pruebas de rango realizadas fueron LSD, Tukey, Duncan y SNK, asi
como un andlisis de tendencias para los tiempos. Los resultados se presentan como
promedios con desviacién estandar, calculados con el mismo paquete estadistico y se

muestran en los anexos.
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5. Resultados y discusion

La solucién a las interrogantes planteadas en torno al efecto de la fuente de carbono
se buscé mediante la construccion de tres grupos experimentales, empleando un
disefio aleatorio. Estos fueron:

() carbohidratos como Unica fuente de carbono

() aceite de oliva al 2%, suplementado con carbohidratos

(Ill) aceite de oliva en dos concentraciones.

A continuacion se presenta un andlisis de los resultados mds importantes obtenidos
con cada uno de ellos y se realiza un andlisis conjunto que permita esclarecer los

fendmenos que se presentan.
5.1, Grupo | (carbohidratos como tnica fuente de carbono)

El grupo |, en el que se empleaﬁ exclusivamente carbohidratos como fuente de
carbono, se incluyd con el objeto de establecer si la produccion de la enzima es
constitutiva y si existe algin fenémeno regulatorio ejercido por los diferentes
carbohidratos re]aci}Jnado con la facilidad con la que son asimilados. El estudio se
realizd en forma cinética pues los trabajos previos reportan los resultados a tiempo fijo
(Iwai, 1974 y Espinosa?d, 1990).

En las Figuras 1 - 9 se observa el crecimento, medido como peso seco de biomasa
cada 24 h, obtenido con los diferentes carbohidratos. Entre ellos, el almidén
proporciona los mejores resultados. Sin embargo, este polimero presenta una fase lag
pronunciada, infiriéndose que ésto se debe a la falta de enzimas para su hidrélisis o a
un retraso en la produccion de las mismas. En Oriente se emplean microorganismos
de este género para la fermentacion de sustratos amildceos, por lo que esta»enzima

debe estar presente. Con las dextrinas no se observa esta fase lag, seguramente por
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la glucosa libre que contienen. El hecho de que se obtenga un bajo crecimientc;
cuando la fuente de carbono son disacdridos como lactosa, maltosa, y sacarosa,
permite suponer que el microorganismo carece o tiene poco activas fas enzimas
involucradas en su metabolismo. No se tiene informacién con respecto a este género,
pero en otros hongos es comUn el tener problemas de asimilacién de disacaridos
(Gadd,1988). El resultado puede ser sorpresivo en el caso de la sacarosa, puesto que
este azudcar se emplea en numerosos procesos fermentativos; sin embargo, puede ser
explicado al observar [os pobres resultados obtenidos con fructosa, lo que indica que
este monosacarido presenta dificultades para ser metabolizado.

Un indicador de fa facilidad con la que se asimilan los carbohidratos lo constituye ia
velocidad de crecimiento, que se presenta en la Tabla 10 para el caso del intervalo de
las primeras 24 horas. El almidon es la fuente con la que se obtiene la mas baja
velocidad de crecimiento ya que presenta una fase lag pronunciada en el periodo
considerado. Entre el resto de fas fuentes de carbono no hay diferencias importantes
en cuanto a los valores obenidos. Ni la magnitud de crecimiento ni la velocidad estan
asociadas al consumo de sustrato, pues no se encuentran diferencias significativas en
cuanto a la eficiencia de consumo de ninguno de los carbohidratos probados ( Anexo
I, Cuadros 1y 2). Tn;dos son consumidos totalmente a fas 96 h. El sustrato consumido
fue evaluado por la técnica de fenol-sulfirico para aziicares totales ante la variabilidad
o falta de confiabilidad mostrada por pruebas con el método de antrona (Loewus,1951)
y de azicares reductores (Dubois,1956). Los resultados obtenidos indican que las
diferencias de comportamiento entre los carbohidratos se deben al metabolismo al
interior celular, no a defectos en el transporte o asimilacion de los mismos.

El metabolismo de los carbohidratos repercute en la generacién de metabolitos que
acidifican o alcalinizan el medio (Figuras 1 - 9), El metabolismo de lactosa y maltosa,
dos disacdridos, no genera acidos, pues el pH final estd en el rango alcalino.

Coincidentemente son Jos dos carbohidratos con los que se obtiene menor
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crecimiento. Las diferencias entre los valores obtenidos para pH permiten establecer
varios grupos entre los que se presentan diferencias significativas (Anexo I, Cuadro 3).
Sin embargo, estas diferencias no parecen ser suficientes para explicar los niveles de
enzima obtenidos (Figuras 1 - 9). Los dos casos de actividad mas baja se presentan
en el pH mas alcalino (7.55-7.70), mientras que valores altos y bajos de actividad se
encuentran distribuidos en un rango de valores de pH mas acido (5.15-6.51).

La incorporacién de la fuente de carbono al microorganismo se analiza calculando el
rendimiento de biomasa (Ys). Comparando los valores reportados en la Tabla 11 se
observa que para el caso de la fructosa, a pesar de que es el que se consume mas
eficientemente, es de los que menos se incorpora a biomasa. Otrds carbohidratos cuyo
consumo es mas lento son mejor asimilados, como almidon, dextrina, sacarosa y
glucosa, sin que se encuentren diferencias significativas entre ellos, ya que ocupan el
mismo rango de valores (Anexo 1, Cuadro 4).

En todos los casos se presenta produccion de enzima en ausencia de aceite. Esto
confirma que la produccién de la enzima es constitutiva. La maxima actividad lipolitica
se presenta con la fuente que permite mayor crecimiento, que es el almidon (Figuras 1
- 9). En seguida se encuentra la produccion con dextrinas y después con glucosa.
Esta relacion inversa entre actividad lipolitica y grado de hidrélisis det carbohidrato
permite suponer la existencia de un efecto regulatorio negativo ejercido por glucosa.
Recientemente, otros autores han reportado el fendémeno de regulacion por glucosa en
este microorganismo, &l comparar el comportamiento de la produccion de enzima en el
medio de cultivo con glucosa y glicerina (Haas,1993). Debe sefalarse que la mayor
parte de los ftrabajos que reportan produccidn de lipasas en diferentes
microorganismos emplean glucosa como fuente de carbono. No se reportan andlisis
de efectos regulatorios, excepto para R. chinensis (Nakashima,1988) y P. roqueforti

(Eitenathler,1970).
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Como se ha sefialado, la maxima produccién de enzima se presenta con la fuente que
permite mejor crecimiento y, a excepcién del caso de la galactosa, parece existir una
correlacion directa entre actividad lipolitica y crecimiento. Esto indica que las
estrategias empeadas para incrementar el crecimiento podrian repercutir en elevar la
actividad enzimética, tal como ha sido reportado para Rhizopus oligosporus (Nahas,
1988) y Aspergillus niger (Pal, 1978). Un problema que se presenta en este
microorganismo es un crecimiento exhuberante, con presencia de hifas largas, lo que
podria presentar problemas en cultivos a mayor escala.

El comportamiento de la cinética de produccion de la enzima con respecto al
crecimiento se observa en las mismas Figuras 1 - 9. Se puede ver que en todos los
casos hay un maximo de produccion a las 24 h, Los anélisis estadisticos indican que
para el caso de glucosa y almidon las diferencias si son significativas (Anexo I, Cuadro
5) con respecto a las muestras subsecuentes y el comportamiento es lineal (El analisis
de tendencias se muestra en el Anexo Il, Cuadro 1). Se puede afirmar que la
produccion de la enzima esta parcialmente asociada a crecimiento, pues se presenta
un maximo previo al inicio de la fase estacionaria (24 h) y los valores obtenidos
posteriormente no difieren significativamente de los valores obtenidos a las 24 h. Se
desconoce la funcié.n que pueda ejercer una lipasa expresada en forma constitutiva.
Es posible que la actividad detectada provenga del proceso de germinaciéon de
esporas, lo que explicaria la rapida elevacion de niveles en ausencia de lipidos en el
medio de cultivo.

Al ser la lipasa una enzima extracelular es importante observar fa evolucion de
produccién de proteina extracelular. La secrecién de proteinas se inicia a las 24 h de
fermentacion y se puede afirmar que ésta va en aumento conforme avanza el tiempo
de fermentacion, con un comportamiento lineal (Figura 12). Existe una estrecha
correlacion entre la proteina excretada y la actividad lipolitica (Tabla 13), a excepcién

de los resultados obtenidos para lactosa y maltosa, en los que se obtienen niveles de
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proteina comparables a los de los mejores productores pero su actividad lipolitica es
baja (Anexo |, Cuadro19).

El estudio de la produccién especifica (referida a biomasa) se presenta para los puntos
de 24 hy 96 h. Los valores de la misma son mucho més elevados a tiempo corto, y la
disminucidn posterior sugiere que la actividad es inhibida o reprimida por productos del
metabolismo (Tabla 13). Se advierte el efecto negativo ejercido por glucosa sobre la
produccién de enzima, pues a tiempo corto es el que menor actividad especifica
posee.

Al calcular el valor de Yp (rendimiento de producto) (Tabla 14), en este caso se
observa que los valores maximos se obtienen con sacarosa y almidén, sustratos con
los que también se presenta el mayor Ys, no existiendo diferencias significativas entre
estas dos fuentes (Anexo I, Cuadro 8).

Las muestras provenientes de fermentaciones que empleaban glucosa, almidon y
dextrinas presentan variantes en las tendencias de produccion. La presencia de mas
de un maximo de produccion permite suponer que se pueda producir més de una
enzima con actividad lipolitica (Figuras 1-9). Por otra parte, el comportamiento
mostrado por los experimentos efectuados con glucosa, almidén y dextrinas sugiere
que se presenta un éfecto reguiatorio por glucosa, el que pudiera ser ejercido diferente
si hay varias enzimas que poseen actividad lipolitica. Para evaluar esta hipotesis se
realizaron geles de poliacrilamida con extractos crudos y se probaron diferentes
métodos de deteccion de actividad " in situ ", dascritos en Materiales y Métodos. Los
geles se realizaron en condiciones desnaturalizantes, en presencia de SDS, tomando
en cuenta que puede lograrse la renaturalizacion posterior para poder medir la
actividad.

Se tuvieron que realizar experimentos previos para obtener una mejor visualizacion de
las bandas en el gel. Esto se logra mejor si las muestras estan hervidas y ‘en

presencia de mercaptoetanol. Si sélo se hierven y no tienen mercaptoetanol las
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bandas son difusas. Por ello, es necesario verificar en qué medida estos tratamientos
inciden sobre la actividad enzimatica para poderla evaluar con las técnicas de actividad
" in situ". La evaluacién se llevé a cabo colocando muestras tratadas de la misma
manera que las muestras de corrida en electroforesis, en cajas de petri con agar y
tributirina al 1% emulsificada, llevando a cabo dichas pruebas por triplicado. Se
analizé el efecto de hervir o no hervir las muestras, en presencia y en ausencia de
mercaptoetanol. Si se hierve en presencia de mercaptoetanol por espacio de 60
segundos no se encuentran muestras con actividad. La mera ebullicion implica la
pérdida de actividad en aproximadamente 50% de las muestras probadas. Estos
resultados sugieren que se requieren puentes disulfuro intactos para mantener
actividad. Para poder lograr visualizar las bandas y detectar actividad las muestras
hervidas en presencia de mercaptoetanol fueron lavadas tres veces con agua,
logrando recuperar actividad.

Las muestras empleadas en la electroforesis fueron tomadas a diferentes tiempos en
cada una de las fuentes consideradas. Por consiguiente, a las O h no se detecta
ninguna banda (Figura "A"). A las 24 horas de fermentacion (Figura "B") se observa la
aparicién de una banda a la altura del tercer marcador de peso molecular para las
muestras corresponc;ientes a dextrinas (45 000 Da) y almidon (48 000 Da), siendo mas
intensa la muestra correspondiente a dextrinas. No se ve una banda equivalente en la
muestra proveniente de glucosa, lo que coincide con baja actividad lipolitica en este
momento. Aparecen cuatro bandas mas, pero muy tenues, de las cuales se puede
suponer son enzimas requeridas para la hidrolisis y posterior asimilaciéon de los
carbohidratos (28 000, 14 000, 5 000, 3 000 Da). A las 48 horas de fermentacion
(Figura "C") se observan 7 bandas definidas en la muestra correspondiente al almidén;
en dextrinas sigue predominando la banda de 45 000 Da, observandose 2 bandas
mas, muy tenues y que apenas se podian observar a las 24 horas (28 000, 10 000

Da). En la muestra obtenida de glucosa aparece una banda (51 000 Da)
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aproximadamente a la misma altura que en las dextrinas y el almidon. Las diferencias
en los pesos moleculares calculados pueden deberse a problemas de manejo de
muestra. Alas 72 h (Figura "D") en todas las muestras se obServa un incremento en
el nimero de bandas. Esto coincide con el incremento en la concentracidn de proteina
extracelular que se observa en el Anexo [, Cuadro 19. La banda cercana a los 45 000
Day se intensifica la cercana a 28 000; aparece una banda nuava, con peso molecular
cercano a los 14 000. Al final de [a fermentacién (Figura "E") el perfil de bandas no
presenta diferencias, aunque se observa un ligero barrido, probablemente debido a la
actividad proteolitica que se ha reportado para esta cepa (Espinosa 2,1990),

De los métodos de deteccion de actividad " in situ * el que mejor funciond fue el
método de transferencia a papel. La Gnica banda que presenta actividad es la de 45
000 Da, por lo qué, al menos con esta metodologia, debe descartarse la hipotesis de
que los picos de actividad presente se deban a la presencia de dos enzimas lipoliticas.
Tahoun (1986) reporta una cepa con tres enzimas lipoliticas, una de las cuales pesa
45 000 Da. Haas et al. (1991) aislan un gene de lipasa de R. delemar péro la proteina
pesa 42 000 Da antes del procesamiento y 30 000 Da después del mismo. Esto hace
suponer que es una cepa mas cercana a la reportada por Tahoun.

En términos de imélémentacién de un proceso a nivel de produccién es importante
considerar no sdlo los niveles de actividad alcanzados, sino la productividad de la
fermentacion. El valor alcanzado por fa fermentacion llevada a cabo con dextrinas a las
24 h es el mas alto (Tabla 16). Si se consideran todos los valores obtenidos a lo largo
de la fermentacion el valor mas alto se obtiene para el almidén (Anexo | Cuadro 7).
Por lo tanto, puede sugerirse el realizar fermentaciones mas cortas, recomendacion

reforzada por el hecho de que sélo se obtiene una actividad enzimatica lipolitica.
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Tabla 10

VELOCIDADES DE CRECIMIENTO (,) 24 HORAS

FUEKTE DE

CARBONO u SIN ACEITE u COK ACEITE
Glucosa Q.13 0.06
Fructosa Q.12 0.06
Dextrinas .13 .09
Sacarosa .11 0.07
Galactosa 0.14 0.08
Naftosa °.13 0.06
Almidon Q.01 0.03
Lactosa e.1¢ .09
Gllicerol 9.15 0.06

A.0. 0.08 0.07 )

Tabla 11

Rendimiento de Biomasa (Ys) al finmal de

la fFermentacion 96 Hrs
Sin acelte
Fuente de Carbono 4
mg de cel.
mg sus.
Glucosa 0.5043 0.0491
Fructosa 0.4243 0.0353
Dextrinas 9.5212 0.0874
Sacarosa 0.4813 0.2719
Galactosa 2.5166 0.0344
Maltosa 0.2643 0.0662
Almidon 0.5350 0.3468
Lactosa Q.1509 0.0168
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Tabla 13

Actividad lipelitica especifica

U.L./mg blilomasa

sin aceite

Fuente de carbono | Tiempo(hrs) X Fuente de carbono | Tiempo(hrs) X
[} 81.00 [ 101.28
24 5.38 . 24 8.65
Glucosa 48 2,55 Maltosa 43 3.15
72 2.87 . 72 4,49
96 4.06 96 3.93
[ 81,88 : 3 2.69
24 8.64 24 8.53
Fructosa 48 2.26 Almidon 43 3.1
72 3.68 72 4.04
96 3.02 96 3.95
0 66.50 ° 62.81
24 6.54 24 10,07
Dextrinas 48 3.47 Lactosa 4.87
72 2.93 72 4.29
96 .23 96 4.713
[ 71.41 .0 185.04
24 10.73 24 11,05
Sacarosa 48 3.e5 Glicerina 48 3.93
72 2.35 72 2,90
96 1.80 96 2.87
[3 100,76
24 6.75
Galactosa 48 1.98
72 2.35
96 2.91
Tablia 14
Rendimiento de producto
U.L./mg sus.
sin acelte
Fuentss de carbono 1Iempoﬁhrs) X c Fuentes de carbono Tiempo(hrs) ; o
24 5.13 1.73 24 5.49 1.38
Glucosa Galactosa
96 2.01 0.99 96 1.5¢ 0.53
24 2.00 0.56 24 5.06 0.39
Fructosa Maltosa
96 1.27 0.56 96 1.03 0.18
24 5.56 1.43 24 11.3t 12,03
Dextrinas Almidon
96 1.21 0.51 96 1.59 0.67
24 13,92 6.53 24 2.72 0.49
Sacarosa Lactosa
96 0.75 0.12 96 e.7 0.05
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TABLA No

16

PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION

Uu.I/ h.

FUENTES DE CARBONO SIN ACEITE

Tiempo(h)] Glucosa |desv.est.|Fructosajdesv.est.|Dextrinas|desv.est.|Sacarosa|desv.est [Glicerol|desv.est
x| x x x x
[ ©.0000 | ©.0000 {0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | ©.0000 0.0001 | 0.0001
24 0.4316 | @.1318 ]0.5716 0.1701 0.7884 0.1972 0.6552 | @.2190 0.6054 | 0.0729
48 0.1924 | 0.0449 |0.1731 2.0331 0.2726 0.1264 0.1922 | 0.0784 0.2512 | 0.0805
72 0.1862 | 0.0652 |0.2597 0.1725 0.2049 0.0815 0.1184 { 0.0293 0.1706 | 0.0655
96 ©.1994 | 0.1029 0.1412 0.0650 e.1105 0.0610 0.0762 | 0.01i6 0.1481 | 0.0654
Tiempo(h)|Galactosaldesv.est.| Maltosaldesv.est.| Almidon [desv.est.} Lactosa|desv.est.} A.0.1% {desv.est.
x x x x x
° 0.0198 | 0.0420 |0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000 0.0001 | @.0001
24 0.6019 | 0.1478 [0.5506 0.0530 0.6738 0.2419 0.5301 | 0.1020 0.6205 | 0.1009
48 0.1620 | 0.0306 |0.2037 0.0601 0.2906 0.1910 0.2193 | ©.0798 0.5002 | 0.2138
72 @.1657 { ©.0520 |0.1334 0.0187 0.2249 0.1175 0.1103 | ©.0216 0,3630 | 0.1732
96 0.1539 | 0.0522 (0.105! 0.018i 0.1852 0.0776 0.0727 | 0.0043 0.1722 | 0.0776
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5.2. Grupo |l {aceite de oliva suplementado con carbohidratos).

El grupo [I, que Iléva en el medio de cultivo aceite de oliva al 2% ademas de los
carbohidratos empleados en el grupo anterior, se disefié para saber si el aceite se
comporta como un efector positivo de la produccion de enzima o un estimulante del
crecimiento celular, pues los resultados anteriores indican que la enzima es constitutiva
pero la gran mayoria de autores emplean lipidos en el medio de cultivo. Por otra parte,
se desconoce si los efectos regulatorios detectados previamente se presentan cuando
la naturaleza de la fuente de carbono es mixta.

Al analizar el crecimiento en este grupo no se encuentran diferencias significativas
entre ningtin carbohidrato, lo que sugiere que el uso de aceite es suficiente para
sostener el crecimiento a este nivel de nitrégeno (Figuras 17 - 25). Si se comparan los
valores obtenidos para este grupo con los obtenidos para el grupo | se verifica el hecho
de que el aceite es estimulante del crecimiento celular, independientemente del
carbohidrato empleado como suplemento. No se observan diferencias en cuanto a
velocidad de crecimiento en este grupo (Tabla 10).

El andlisis de la velocidad de consumo de carbohidratos en este tipo de
fermentaciones ind{ca que, a diferencia de las que no poseen aceite, si existen
diferencias estadisticamente significativas entre las velocidades de consumo (Anexo |,
Cuadro 8). La sacarosa, el almidon y la maltosa son los carbohidratos que se
consumen mas lentamente mientras la mayor velocidad de consumo se observa con la
fructosa. No existen diferencias significativas entre los valores de consumo total de
sustrato (Anexo |, Cuadro 9) y el que se consume en mayor medida es la fructosa.

La lactosa genera metabolitos que alcalinizan el medio, lo cual no parece afectar el
crecimiento celular (Figuras 17 - 25). En los casos de sacarosa y almidén, que generan

acidificacion del medio, no se afecta significativamente el desarrollo de biomasa

(Anexo |, Cuadro 11).
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La actividad lipolitica volumétrica presenta un valor maximo cuando el aceite se
suplementa con lactosa y esto ocurre a las 72 h de fermentacion (Figuras 17 - 25).
Después de la misma, las mejores fuentes de carbono para actividad volumétrica
son dextrinas y fructosa, que presentan los maximos niveles a las 96 h. Los valores de
actividad obtenidos con glucosa y almidén no son estadisticamente diferentes entre si
(Anexo |, Cuadro 14), por lo que se puede afirmar que en presencia del aceite el efecto
regulatorio ejercido por glucosa es menos notorio.
En lo que respecta a la produccién de enzima con respecto al tiempo se observa en
todos los casos, a excepcion del almidén, un comportamiento fineal ya que Ia
produccion de la enzima muestra un comportamiento siempre ascendente (Anexo ),
Cuadro 2). En el caso del almidon si se puede afirmar que existen dos maximos de
produccion y este comportamiento posiblemente esté relacionado con la diferencia eh
la velocidad del consumo de sustrato. La relacion entre produccién de enzima y
crecimiento indica que la enzima muestra un comportamiento similar al de los
metabolitos secundarios, pues los niveles de enzima siguen elevandose al entrar en la
fase estacionaria. Parece haber una relacion proporcional entre pH del medio y niveles
de actividad alcanzados. En general, los valores de actividad son mayores mientras
mas se acerca el pH a 6.5 (Figuras 17 - 25).
El aceite parece estimular la secrecion de proteinas, particularmente en los casos en
los que se detecta mayor produccién de lipasa (lactosa, galactosé y almidén)." Esto
indicaria que la mayor actividad volumétrica detectada en el caso del uso de lactosa,
se debe a que hay mayor secrecion de proteinas. Sin embargo al analizar la actividad
especifica referida a biomasa, ésta es mayor para el almidén a las 24 h y para las
dextrinas a las 96 h (Tabla 27). A excepcion de la glicerina, la produccién especifica no
varia significativamente entre los dos tiempos considerados. Por lo tanto, no puede
hablarse de que ningln carbohidrato regula la sintesis de la enzima en presencia de

aceite.
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El rendimiento de biomasa (Ys) es més alto cuando se emplean sacarosa, galactosa,
almidén y maltosa (Tabla 26, Anexo 1 Cuadro 12). Al evaluar el valor de rendimiento
de producto (Yp) (Tabla 28) , se observa que los valores mas altos de este parametro
coinciden con los obtenidos para rendimiento de biomasa (Ys). Lactosa y fructosa
proporcionan los valores minimos encontrados.

Con el fin de comparar si el perfil enzimatico es el mismo en presencia y en ausencia
de aciete se siguié la metodologia descrita anteriormente para conocer los perfiles
electroforéticos y la posible presencia de mas de una enzima.

En la (Figura "F") a las 0 h, no se observan bandas. A las 24 hrs de fermentacion
(Figura "G") se observa una banda de peso molecular aproximado de 28 000 Da, tanto
en las fermentaciones realizadas con dextrinas como con almidén y no se distingue
ninguna banda en la fermentacion proveniente de glucosa. La banda de 28 000 Da
también se distingue en los geles elaborados en el grupo I, lo que indica que la
combinacion aceite-carbohidratos no parece interferir en el tipo de proteina expresada.
A las 48 hrs de fermentacion (Figura "H") se cbserva que el patrén de bandas obtenido
para la fermentacién con almidén cambia per completo (si se compara con el obtenido
en el grupo ) volviéndose mas definido, pues se distinguen claramente cuatro bandas
de 46 000, 31 000, 16 000 y 7 000 Da, respectivamente. Esto permite suponer que fa
combinacién aceite-carbohidrato disminuye la sintesis de proteasas y por ende la
hidrélisis de proteinas, por lo que las bandas son bien definidas.

Aunque en lo referente a produccién volumétrica no se aprecia claramente la
regulacion por glucosa, las muestras provenientes de la fermentacion con este
carbohidrato presentan bandas casi imperceptibles en comparacion con las obtenidas
con dextrinas o almidén, y se notan claramente hasta las 72 hrs de fermentacion
(Figura "I"), cuando se pueden observar, ademas, fres bandas de aproximadamente

19 000, 10 000 y 7 000 Da respectivamente. Al final de la fermentacion 96 hrs (Figura
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"J") el perfil de bandas es alin mas definido, no apreciandose cambios con respecto al
tiempo considerado anteriormente.

La Unica actividad " in situ " detectada corresponde a la banda de 45 000 Da por lo que
se infiere la presencia de una sola enzima lipolitica durante el transcurso de la
fermentacion, bajo las condiciones trabajadas, y coincide con las caracteristicas de la
banda cuya actividad se detectd en ausencia de aceite por la técnica de transferencia
a papel.

El andlisis de la productividad de la fermentacion indica, como en el caso anterior, que
la fermentacién puede acortarse a 24 horas (Tabla 29). En este grupo no hay
diferencias significativas entre ninguna de las combinaciones empleadas (Anexo |,

Cuadro 17).
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Actividad

Tabla 27

U.L./mg biomasa

lipoilitica especifica

con aceite de oliva al 2%
Fuente de carbono | Tiempo(hrs) X Fuente de carbono | Tiempo(hrs) X
'] 4.09 '] 3.36
24 1.68 24 1.52
Glucosa 48 1.09 Majtosa 48 1.12
72 1.3 72 1.41
96 1.91 96 1.05
] 4.12 '] 1.84
24 1.83 24 2.95
Fructosa 48 1.03 Almiden 48 1.74
72 1.70 72 0.80
96 1.1 96 .98
0 7.65 (] 10.70
24 1.81 24 2.43
Dextrinas 48 1.22 Lactosa 48 1.80
72 1.40 72 1.83
96 2,15 96 1,33
('] 5.01 [} 5.15
24 1.84 24 2.36
Sacarosa 48 1.17 Glicerina 48 1.16
72 1.43 72 1.46
96 0.98 96 0.84
] 5.92
24 1.61
Galactosa 48 .96
72 ©.98
96 1.50
Tabla 26
Rendimiento de Biomasa (Ys) al final de

la fermentacion 96 Hrs

Con aceite
Fuente de Carbono X g

mg de cel.

“ng sus. |
Glucosa 1.3584 ©.5349
Fructosa 1.1962 0.2738
Dextrinas 1.3902 0.1536
Sacarosa 1.4486 0.2241
Galactosa 1.6000 0.2417
Maltosa 1.6884 0.4204
Almidon 1.5 9.2348
Lactosa 1.5238 0.4386
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Tabla

28

Rendimiento de producto

U.L./mg sus.

con acelte

'Fuentes de carbono Tiempo(hrs) X g Fuentes de carbono Tiempo(hrs) X o
24 2.77 Q.65 24 3.94 1.28
Glucosa Galactosa
96 2.58 e.85 96 2.53 Q.55
24 1.92 e.56 24 5.89 Q.96
Fructosa Maltosa
96 2.05 0.63 96 1.75 0.59
24 4.28 1.36 24 8.18 1.08
Dextrinas Almldon
96 2.99 1.06 96 1.49 0.30
24 10.93 5.04 24 3.00 0.63
Sacarosa Lactosa
96 .42 0.54 96 2.02 0.82
TABLA No. 29
PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION
U.I/h
FUENTES DE CARBONO CON ACEITE
Tiempo(h)| Glucosa [desv.est.|Fructosa|desv.est.|Dextrinas|desv.est.|Sacarosa{desv.est |Glicerol |desv.est
x x x X x
° 90,0000 0.00¢0 0.0000 .6000 0.0000 0.00¢0 0.0¢00 ¢.e000 0.0002 0.0001
24 0.5118 [ 0.1209 [0.5480 0.1575 0.5593 0,2239 0.5339 | ©.1470 0.5794 | 0.1074
48 0.3039 | 0.0754 [0.2668 0.1057 0.3054 0.0859 0.2650 | 0.1166 ©.3308 | 00,1223
72 0.2465 { 0.1132 [0.3050 0.1¢17 0.2912 0.0877 ©.2038 | 0.1044 0.2608 | 0.0864
96 0.2464 | 0.0846 [0.2349 0.¢711 0.3018 0.1082 0.1466 | 0.0540 0.1574 | 0.0452
Tiempo(h)}[Galactosaldesv.est.} Maltosajdesy.est.] Almldon |desv.est.| Lactosa|desv.est.]| A,0.3% [desv.est.
x X x x x
0 0.0000 | 0.0000 [0.0000 0.0000 9.0000 ¢.0000 0,C000 § 0.0000 0.0002 § 0.0001
24 0.6387 | 0.2153 [0.4207 0.1195 0.8053 0.2888 0.6065 | 0.1285 0.4579 | ©.1168
48 0.2811 [ 0.1096 (0.2414 0.¢465 0.4040 0.2582 0.4291 | 0.2093 0.3846 | 0.1916
72 0.1924 | 09,0329 (0,2241 0.1772 2.1696 0.0373 0.3398 | ©.1372 0.2748 { 0.0781
96 0.2388 { 0.0512 10.1752 0.8676 0.1555 0.0329 0.2105 | 0.0816 0.2229 | 0.0697
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5.3 Grupo lll (aceite de oliva al 1% y al 3% como Unica fuente de carbono)

El grupo |lI se incluyé con el fin de evaluar el comportamiento de la fermentacién con
el mismo nivel de carbono empleade cuando el aceite se suplementado con
carbohidratos (3%). El efecto mas relevante del aceite consistié en estimular el
crecimiento, y en consecuencia la actividad volumétrica, por lo que era importante
verificar que ésto no se debiera al nivel de carbono empleado.

Los resultados obtenidos con las dos concentraciones de aceite como Unicas fuentes
de carbono (Figuras 30 y 31) permiten observar un incremento en el desarrollo celular
con el empleo de la mayor concentracién. Aunque no se pudo evaluar el consumo de
aceite mediante la técnica gravimétrica, a simple vista se observa que en el caso del
uso de aceite de oliva al 3% como Unica fuente de carbono se queda sin utilizar una
alta proporcion del aceite afiedido. En cuanto a los valores de pH determinados en
ambas concentraciones existe una diferencia significativa estadisticamente, pues a
mayor concentracion de aceite mayor acidificacion del medio (Anexo |, Cuadro 18).
Para la produccion de enzima el aceite de oliva al 1% resulta ser mejor fuente de
carbono que el mismo en una concentraciéon del 3%, pues no hay un incremento
proporcional de la actividad. Una posible explicacion a este fenomeno seria que a altas
concentraciones de aceite se forma un agregado micelial de mayor tamario. Giuseppin
(1984) afirma que cuando se forman agregados grandes disminuye la formacién de
lipasa en R. delemar por problemas de transferencia de oxigeno. Por ofra pare
coincide con el comporiamiento de otros hongos, en los que la adicion de lipidos
ejerce un efecto negativo sobre la produccion de lipasas, probablemente por el efecto
inhibitorio de productos de reaccion de la enzima. Esto se corrobora al observar los
valores encontrados eﬁ la Tabla 32, con un claro descenso en la actividad especifica a

24 y 96 h en las concentraciones elevadas de aceite. Un fenémeno similar se reporta

T7



en los frabajos sobre lipasas de P. rogueforti (Eitenahller,1970), A. wentii (Chander,

1980) y A . niger (Pal, 1978).

Si se compara el comportamiento de la fermentacion con aceite de oliva al 1% con el
de las muestras suplementadas con carbohidrato, se observa que los valores
obtenidos en este caso son superiores a los obtenidos en cualquier combinacion aceite
carbohidrato (excepto en el caso de lactosa, en el que es igual) o a los carbohidratos
solos. Por tanto por facilidad de proceso puede pensarse en el empleo de aceite 1%
como unica fuente de carbono, lo cual se justifica inclusive por razones de costos
(Tabla 33). Podria pensarse en disminuir ain mas el uso de aceite, tal y como

reportan Maliszewska y Mastalerz (1992) para la produccion de lipasa por P. citrinum.
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ESTA TESIS MO EEBE
Tabia 32 SALUR DE LA Bi3LIGTECA

Actividad lipolitica especifica
U.L./mg biomasa

Fuente de carbono | Tiempo(hrs) X
] 7.28
24 2.57
Acelte de oliva 48 2.04
1% 72 2,04
96 1.04
[} 6.35
24 1.99
Acelte de oliva 48 1.42
32 72 0.93
96 1.03

Tabla 33

Tabla de costos de fuentes de carbono empleadas

Costo/g
Fuente de carbono Marca $

Glucosa Nerck 71.50
Sacarosa Merck 96.80
Fructosa Merck 1969.00
Galactosa Merck 3700,00
Lactosa Nerck 325.60
Glicerol Baker 38.54
Acelte de- G-Sensat At 11
Olivo
Dextrinas Arancla 1.81
Almidon Merck 879.00
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5.4 Analisis conjunto de grupos

La actividad lipolitica volumétrica se incrementa en forma notable y significativa cuando
los carbohidratos y aceite se encuentran juntos, en comparacion al grupo | en el que
s6lo se emplean carbohidratos. Sin embargo se puede visualizar que la mejor fuente
de carbono para la produccién de enzima es el aceite de oliva 1% (grupo lil), aunque
ésto trae consigo una disminucién en la productividad, pues el valor maximo se
alcanza alas 72 h.

El incremento en actividad que se presenta en presencia de aceite parece deberse a
un incremento en crecimiento, pues, por ef contrario, la actividad especifica disminuye
significativamente al comparar los valores obtenidos en presencia de aceite en el
medio. La excepcion a este comportamiento se observa con el aceite de ofiva al 3%,
condicion en la que se produce mayor desarrollo celular aunque no asi mayor
produccion de enzima. Esto puede explicarse por fa presencia en el medio de acidos
grasos y otros productos de degradacion del aceite que pudieran constituirse en
inhibidores de la enzima o en posibles represores.

Es de hacerse notar que los valores de actividad especifica obtenidos en presencia de
aceite son consistentemente menores a los obtenidos en el medio que sdlo posee
carbohidratos. Esto apoya la hipdtesis de que los acidos grasos u otras moléculas
presentes en el aceite ejercen un efecto regulatorio negativo.

Si se comparan los resultados obtenidos cuando no hay aceite en el medio con
aqueélios en los que si lo hay, se observa que en los casos de uso de polisacaridos,
como dextrinas y almidon, la velocidad de consumo de carbohidratos es mayor cuando
éstos se emplean como Unica fuente de carbono, lo que sugiere que el aceite afecta la
produccion de enzimas necesarias para la asimilacion de estos polimeros, no asi para
el resto de los carbohidratos. Esto se refleja también al evaluar el consumno total de

sustrato, en donde se presenta una diferencia significativa entre los valores en
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presencia y en ausencia de aceite para el caso del almidon, que disminuyen en
presencia de aceite (Anexo |, Cuadro 10). En el resto de los casos los valores totales
de consumo son similares en presencia y en ausencia de aceite. En los dos grupos el
carbohidrato que se consume en mayor proporcion y a mayor velocidad es la fructosa.
El analisis de las diferencias en Ys al emplear aceite-carbohidratos y comparar con las
fermentaciones que Gnicamente tienen carbohidratos como fuente de carbono (Anexo
I, Cuadro 13) permite notar que el cambio de comportamiento mas evidente es el de la
maltosa, en el que se eleva 6 veces el rendimiento de biomasa en presencia de aceite,
no asi la cantidad de enzima.

Si se analizan los datos obtenidos para Yp en presencia y en ausencia de aceite y los
valores de actividad volumétrica, es claro que no existe una relacion directa entre
crecimiento y produccion, sino que se presentan efectos regulatorios atribuibles a cada
fuente de carbohidratos (Anexo |, Cuadros 15 y 16).

El andlisis de tendencias mostrados en los Cuadros 1 y 2, Anexo I, muestra que
cuando se emplean aceite y carbohidratos la tendencia de produccién muestra un
comportamiento lineal (a excepcion del almidon), mientras que en el grupo |, con
carbohidratos como Unica fuente de carbono, se presenta una mayor diversidad de
comportamientos. En ninguno de los dos casos puede hablarse de un modelo de
produccion en el que la enzima esté asociada al crecimiento. Cuando sélo se emplean
carbohidratos la méaxima produccion de enzima precede al inicio de la fase
estacionaria, mientras que la presencia de aceite permite una produccién continua de
enzima, que de hecho no alcanza una fase estacionaria.

El perfil electroforético varia en presencia y en ausencia de aceite, y al parecer éste
tiene que ver con una inhibicion de proteasas que permite ver bandas mas definidas.
En los dos casos solo se encuentra una banda que presenta actividad lipolitica y que

coincide para los dos grupos.
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Conclusiones
1.- Los resultados obtenidos al emplear carbohidratos como Gnica fuente de carbono
indican que la produccién de la enzima es constitutiva, pues se presenta actividad en

ausencia de lipidos en el medio de cultivo.

2. - La condicion en la que se obtiene la mayor actividad lipolitica volumétrica es la
utilizacion de aceite de oliva al 2% suplementado con lactosa 1% a las 72 h de cultivo.
Esta condicion no presenta diferencia significativa con el valor obtenido al emplear

aceite de oliva 1% como Unica fuente de carbono al mismo tiempo de cosecha.

3. El costo de materias primas indicaria que el aceite de oliva 1% "puede emplearse

como materia prima para procesos a mayor escala.

4. - La suplementacion de carbohidratos con aceite se traduce en un incremento en
actividad lipolitica, aunque el porcentaje del mismo varia seguh la combinacién aceite
carbohidrato empleada. Este efecto positivo se logra al incrementar el crecimiento
celular. Si no se emplea aceite como fuente de carbono, el almidén proporciona el
mejor resultado en ‘cuanto a actividad lipolitica, ademas de ser el que presenta un
mayor crecimiento celular, aunque el valor obtenido es un 50% menor que el de la

mejor condicién obtenida en presencia de aceite.

5.- Los resultados indican que las estrategias conducentes a incrementar el
crecimiento celular deben traducirse en un incremento en actividad lipolitica

volumétrica.
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6.- El crecimiento celular parece afectarse si el pH final es ligeramente alcalino, como
se muestra en los casos de empleo de [a lactosa y la maltosa. Los valores méximos

de actividad se presentan en un rango de pH final entre 6.0 y 6.5.

7.- El comportamiento de la produccion de enzima con respecto al crecimiento varia en
presencia y en ausencia de aceite. En ausencia de aceite la produccién de fa enzima
se detiene previo al inicio de la fase estacionaria. En su presencia la enzima continta

produciéndose aun y cuando el organismo haya alcanzado la fase estacionaria.

8.- En ausencia de aceite puede detectarse un fenémeno regulatorio negativo ejercido

pgr glucosa. En presencia de lipidos no se detecta este fenémeno.

9.- Las técnicas de determinacion de actividad " in situ" por transferencia sélo
permitieron identificar una banda que presenta actividad lipolitica, que posee un peso
molecular aproximado de 45 000 Da. Esta banda aparece en todas las condiciones de
fermentacion empleadas y este peso molecular corresponde al de una de las enzimas

reportadas por Tahoun (1986).

10.- El tiempo de fermentacion puede reducirse pues el maximo de productividad se
encuentra a las 24 horas en ausencia de aceite en el medio (almidon y dextrinas), y a

las 72 horas en presencia del mismo (lactosa).
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7. Recomendaciones

1.- Al incrementar ef crecimiento se debe tomar en cuenta el crecimiento exhuberante

del microorganismo pue puede generar problemas en fermentadores de mayor escala.

2.- Se debe establecer cual es la concentracién doptima de aceite a emplear,

especialmente si es la Unica fuente de carbono empleada.

3.- En una optimizacion del medio de cultivo debera considerarse el efecto de la relacié

carbono nitrégeno.

4.- Si se maneja el microorganismo en un fermentador instrumentado se sugiere
controlar el pH en el rango 6.0-6.5, ya que la tendencia a alcalinizarse repercute

negativamente en la actividad.

5.- Se debe evaluar cuantitativamente el efecto de la proteasa en la actividad y

estabilidad de la enzima,
6.- Los valores de actividad lipolitica obtenidos presentan una alta variabilidad

atribuible parcialmente a la técnica de medicién, por lo que se recomienda emplear

ofras.
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Anexo |

Cuadro |
PRUEBAS DE RANGO BIOMASA GPO I

3.39 3.52
A.0.
|l—I
10,36
Cuadro 3

PRUEBAS DE RANGO pH GPO I

Sac

5,18
) Glu Fru Gal Dex
1 |

5.52 $.82
Gl
6,10
Alm  A.O.
J——
§.51 6.64
Mat  Lac
7.55 7.78
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Cuadro 2
PRUEBAS DE RANGO VELOCIDAD DE CONSUMO GPO I

Mal  Sac
|[———I

Alm  Ga!l l‘:luI

0.1043 e.1118
Dex Lac
|——
©.1175 0.1285
Fru
|
0.1580
Cuadro 4

PRUEBAS DE RANGO (Ys) GPO I

Lac Fru

o.1882 0.3104
Mal
J——
2.3706
Dex  Gal
| !
0.4972 °.5199

Glu Sac Alm

0.5255 2.6302




Cuadro 5 Cuadro 19
PRUEBAS DE RANGO ACT. LIP.VOL. GPO I PRUEBAS DE RANGO
Lac  Sac Mal Gal (PROTEINA EXTRACELULAR) GPO, I
l ' Sac Gl
9.36 11,46 ||
Glu  Gti  Fru 66.93 88.08
[ [ Oex  Glu Fru
12.35 12.61 |
Dex 99.17 110,07
A.0.
13.43 |
Alm t24.73
! Alm Lac
164,66 | {
A.0. 130,89 132.27
I I Gal
18.89 | {
134:06.
Mal
v f—l
142,92
Cuadro 6
PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO I
| Lac  Ffru Mal Gal Giu Dex |
1
1.1852 2.1343
Alm  Sac
|
3.5908 4,235
Cuadro 7

PRUEBAS DE RANGO PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION GPO I

| Glu Gal Fru Gl l'}exI
|

2.2735
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Cuadro 8
PRUEBAS DE RANGO VELOCIDAD DE CONSUMO GPO 1T

Gal
|

|
.1130
Dex
=l
0.1157

Glu Lac
|——

2.1258
Fru

e.1318

0.1633

Cuadro 11
PRUEBAS DE RANGO pH GPO II

Sac  Alm
| |

4.80 s.08
Gl Mal Dex Gal

[ —

6.10 5.37
Glu Fru

5.52 5.65
A.0,
! |

6.27
Lac
I—I

6.63

Cuadro 9

PRUEBAS DE RAKGO SUSTRATO GPO IT

6,59 7.84
Fru
8.37
Cuadro 14

PRUEBAS DE RANGO ACT, LIP.VOL.

| Sac  Hal GIl Gal |
12.76 14,97
| Alm  Giu A.0. Fru |

15.30
Dex

16.09

18,09
Lac
[—I

19,186

GPO 11
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Cuadro 12

PRUEBAS DE RANGO (Ys) GPO II

PRUEBAS DE RANGO PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION GPO I Y II°

Lac  Mal Sac

Fru Lac
| |
0.9928 1.1606
Glu  Dex
|[———I
1.4133 1.4363
Gal
I—
1.6073
Alm
—I
1.8146
Mal Sac
]J—1
2.1102 2.1653
Cuadro 17

Glu Gal Ffru Mal® Sacw

Gli  Dex .

1998
A.0.» Gli® Galw

Frus )

2822

Alm»

9.3202
Lace

0.3467
A.0.
I—1

0.3743%

Glu» Alm ~Dex»I

1
9.2865

«2944 Q.3t28

t
0.2735




Sac#

4.80
Gliw
I

Cuadro 18
PRUEBAS DE RANGO pH GPO I Y II"

Alm*  Sac

5.18

Hal*  Dex» Gals Gluw

I
5.0

Glu

s$.52

Frus

5.65
Gat
I—I
5.73
Dex
[——I
s.82
Gli
|—
6.10
A0, »

1
5.44

Fru

5.57

6.27
LAlm
|

&.51
Mal

Lacw
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Cuadro 10

PRUEBAS DE RANGO SUSTRATO GPO I Y II"

Mal® Alme Mal Sac Gal®» Gal Sace |
)
5.02 6.34
| Alm Dex Glu Dex# Glu» Lac Lace !
1
6.48 7.04
Fru
| |
8.02
Frus
|
8,37
Cuadro 13
PRUEBAS DE RANGO (Ys) GPO I Y I1*
i Lac  Fru Hal Dex ’
1
o.1882 0.4972
| Gal Glu Sac Alm ,
1
e.5199 9.6302
| Frus Lace
0.9928 1.1826
| Gius Dexs
1.413) 1.4365
Gal#
!
1.6073
Alme
1.8148
Mal#
2.1103
Sacw
2,165

o8




Cuadro 15

PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO 1I

. Fru Glu Gal Lac
) 1

1.5402 2.1932
Dex
| |

2.4323
Mal

2.8500

3.0911 3.2495

Lac

Fru

Cuadro 16
PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO I Y II*

Frus  Mal . Gal Glus Gal* Glu

Dex  Lacw

1.1852

Dexx

2.4323
Mal#

2.8500
Sacw

3.0911

Alms
| |

3.2495
Alm

3.5905
Sac

4.23%0

2.1932
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Anexo It
Cuadro |
Analisis de tendenclias de
Actividad ipolitica volumetrica

SIin Aceite

Fuentes de carbono Analisis de tendencias
Glucosa Lineal
Fructosa Cuartico

Dextrinas Cuadratico
Sacarosa Cublco
Galactosa Cuartico
Maftosa Cubico
Almidon Lineal
Lactosa Cuadratico
Gllcerina Cubico
Aceite de oliva 12 Cuadratico

Cuadro 2
Analisis de tendencias de
Actividad lipotlitica volumetrica
Con Aceite 2%

Fue;tes de carbono Analisis de tendencias
Glucosa Lineal
Fructosa Lineat

Dextrinas Lineal
Sacarosa Lineal
Galactosa Lineal
Maitosa Lineal
Almldon Cubico
Lactosa Lineal
Gilcerina Lineal
Aceite de ollva 31 Lineal
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