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RESUMEN

La produccién de enzimas hidroliticas es actualmente una actividad muy difundida
debido a la gran variedad de enzimas que existen (proteasas, carbohidrasas y lipasas
principalmente) y a la versatilidad de usos de éstas en diferentes industrias.

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que atacan triglicéridos generando acidos
grasos libres y gliceroles. El producto de la reaccion depende tanto de la especificidad como
de la fuente de la enzima (animal, vegetal o microbiana) y ha permitido utilizarlas en una
gran variedad de éareas: desde la industria alimentaria hasta la de detergentes, sintesis
organica y analisis quimico entre otras.

Ya que las enzimas lipoliticas utilizadas en México son importadas, en el presente
trabajo se estudiaron ciertas condiciones para la produccion de las mismas por Rhizopus
delemar que abarcaron desde la optimizacién del medio de cultivo hasta su obtencion en
fermentadores instrumentados de 3 1.

Fue necesario estandarizar una técnica de medicién de la actividad lipolitica ya que
no existe un método 6ptimo para ello. Se encontrd que el método titulométrico de Nahas,
ademas de ser sencillo de levar a cabo, permite obtener resultados reproducibles. En cuanto
a las condiciones de produccién, al mantener el pH a 7.0 durante la fermentacion, la
actividad lipolitica se incrementa. Por otro lado, la inmovilizacion de las esporas de R.
delemar en alginato, permitié una duplicacion de la actividad lipolitica.

Para el mejoramiento del medio de cultivo se probaron diferentes substratos
industriales entre los que se seleccionaron a la dextrina amarilla y a la pasta de soya como
fuentes de carbono y de nitrégeno respectivamente ya que con éstas fue posible aumentar la
produccion de lipasas. Posteriormente el medio de cultivo fue optimizado mediante un
disefio factorial fraccionado con lo que se incrementd la produccién 12 veces con respecto al
control. Se concluyd que la relacién de las fuentes de carbono-nitrégeno es muy immportante
(debe ser 1:2) y que el uso de inductores (aceite de oliva) y surfactantes (Tween 80) en
concentraciones bajas estimulan la produccion enzimatica.

La produccion de lipasas en fermentadores instrumentados fue baja en comparacion
a la obtenida a nivel matraz. Los resultados indican que existen ciertos problemas que
ejercen un efecto negativo en ésta tales como: el suministro insuficiente de oxigeno, efecto
negativo del bidoxido de carbono y de las fuerzas de corte, ademas de que las condiciones de
operacion (aireacion y agitacion) no han sido estandarizadas atn.



INTRODUCCION

En la actualidad Ias enzimas son ampliamente utilizadas en los procesos alimenticios.
Las proteasas y amilasas son las de mayor impacto siendo el mercado de lipasas mas
restringido. Sin embargo, su diversificacion de usos ha hecho que el interés en ellas crezca,
ya que se aplican en areas como panaderia, lacteos, carnes, detergentes, farmacia y sintesis
orgénica, entre otras (Adler-Niessen, 1987. Neidleman, 1991). Todas estas aplicaciones se
basan en la capacidad de las lipasas en hidrolizar especificamente los triglicéridos
produciendo acidos grasos libres y mono o diglicéridos (Harwood, 1989). La especificidad
de las enzimas lipoliticas depende de su origen y puede ser animal, vegetal o microbiano.
Desde hace unos aiios las microbianas representan mayor ventaja debido a que pueden
controlarse las condiciones de produccion, se requiere menos espacio para su obtencion y
los microorganismos son susceptibles a mejorarse genéticamente para aumentar la
productividad (Faith, 1971).

Un estudio de mercado realizado en marzo de 1990 demostré que tanto a nivel
nacional como internacional el mercado de lipasas tiende a aumentar. Tienen gran aplicacién
en la obtencion de ingredientes utilizados como saborizantes a partir de productos lacteos y
ofrece grandes perspectivas en el tratamiento de residuos. En México, la produccion de
enzimas lipoliticas es practicamente nula por lo que en su mayoria se importan. Debido a
ello, nuestro equipo de trabajo ha planteado la importancia de contribuir al desarrollo de
tecnologia para la produccién de lipasas microbianas con el fin de obtener productos
adecuados a las necesidades locales y disminuir el costo de la enzima.

No existe un método 6ptimo para la deteccion de lipasas. La medicion de la actividad
lipolitica es dificil ya que la enzima actia en una interfase aceite-agua. Vorderwiilbecke
(1992) realizé diferentes ensayos basados en actividades hidroliticas y sintéticas de las
lipasas, llegando a la conclusion de que no existe un ensayo universal que dé resultados con
todas las preparaciones de diferentes enzimas lipoliticas. Este autor probé que incluso las
preparaciones del mismo organismo pero de diferente proveedor, lote o edad de almacenaje,
muestran distintas actividades enzimaticas y diferentes condiciones de ensayo. Debido a lo
anterior, una parte de este proyecto involucra la eleccion de una técnica de medicion de la
actividad lipolitica que sea reproducible.

En un inicio nuestro grupo de trabajo selecciond de 19 microorganismos productores
de lipasas tnicamente a 3: Rhizopus delemar, Penicillium candidum y Penicillium
caseicolum, debido a que con ellos se obtuvo una mayor produccién de enzimas lipoliticas.
Se eligié a R. delemar para este estudio ya que su produccion de lipasas es la mas alta en
fermentacion sumergida; por otro lado, al llevar a cabo pruebas de modificacion de crema
con estas enzimas, al utilizar la lipasa de R. delemar se obtuvo un producto con un sabor
suave lo cual pensamos que satisface el gusto local teniendo una buena oportunidad en el
mercado nacional (Tobalina, 1990) (Rivera-Muiioz, 1991).



Entre los antecedentes experimentales se encuentra el estudio de los factores
nutricionales que afectan la produccion de lipasas por R. delemar, probindose diferentes
fuentes de carbono y de nitrogeno asi como la utilizacion de inductores. Se observé que la
utilizacion de substratos industriales como dextrina y extracto de levadura al 1% asi como
de Tween 80 al 0.2% como inductor, incrementan la produccion enzimatica (Espinoza,
1990). Kawasaki (1991), estudio el efecto que ejerce la glucosa sobre la sintesis de lipasas
de R. delemar, observando que a concentraciones altas de glucosa se ejerce un efecto
negativo (aparentemente represion) en la sintesis de dichas enzimas. Klekner (1989), llevé a
cabo estudios sobre los requerimientos de oxigeno de R. delemar a nivel matraz, observando
que la aireacion superficial es sumamente importante para la produccion de la enzima. Sin
embargo, no se habian realizado la optimizacién del medio de cultivo ni la produccion a
mayor escala de la enzima por lo que esto constituye el objetivo del presente trabajo, en el
que se incluye la inmovilizacion de las esporas de R. delemar ya que esto permite un
incremento en la actividad lipolitica.



OBJETIVO GENERAL.

INCREMENTAR LA PRODUCCION DE LIPASAS POR Rhizopus
delemar A NIVEL LABORATORIO UTILIZANDO UN MEDIO DE
CULTIVO OPTIMIZADO Y OBTENER LA ENZIMA LIPOLITICA

EN FERMENTADORES INSTRUMENTADOS DE 5 1.

OBJETIVOS PARTICULARES.

I. Estandarizar las condiciones experimentales:
a) Elegir una técnica confiable para la medicion de la actividad lipolitica.

b) Seleccionar el pH de trabajo.
c) Inmovilizar las esporas de R. delemar en gel de alginato.

II. Seleccionar las fuentes de carbono y de nitrogeno industriales mas adecuadas para
la produccion de lipasas por R. delemar. .

M. Optimizar el medio de cultivo para la produccion de lipasas por R. delemar.

IV. Producir la lipasa de R. de/emar en fermentadores instrumentados de 5 1.



GENERALIDADES.

ENZIMAS.

Las enzimas son un grupo de protemas con actividad catalitica producidas por células
vivas y que son las mediadoras y promotoras de los procesos quimicos de vida (Moo-Young,
1985).

Las dos caracteristicas mas notables de las enzimas son su eficiencia catalitica y su alto
grado de especificidad. De esta manera, es posible emplear enzimas para hacer productos de alto
valor agregado, siendo esta produccion mas eficiente en comparacion a la llevada a cabo
mediante sintesis quimica (Parkinson, 1990).

A excepcion de su uso en procesos alimenticios y, mas recientemente, en detergentes, la
utilizacion de enzimas habia sido practicamente nula en la industria de procesos quimicos. Sin
embargo, act.:«imente este perfil estd cambiando ya que sus aplicaciones se han extendido a la
manufactura a gran escala de substancias quimicas y farmacéuticas (Parkinson, 1990).

E!l uso de enzimas en procesos alimenticios se remonta a tiempos primitives en donde las
tribus preparaban bebidas y alimentos fermentados; sin embargo, a partir de 1894 se generaron
algunas patentes que las aplicaban en la industria alimentaria. Inicialmente, las enzimas mas
utilizadas eran las amilasas y las proteasas; entre 1951 y 1964 no se consideraban a las lipasas
como enzimas de uso potencial en la industria (Neidleman, 1991). En 1983, las proteasas
abarcaban el 59% del mercado mundial, las carbohidrasas el 28%, las lipasas el 3% y otras el
10% (Goodfrey, 1983). Hacia 1993, la produccion nacional de enzimas alcanzé los 900 millones
(Stroh, 1994).

Inicialmente, las enzimas se obtenian de fuentes animales y vegetales. Posteriormente
fueron utilizadas las de origen microbiano, siendo éstas en la actualidad la mayor fuente de
enzimas tanto en volumen como en variedad, debido a las ventajas que ha representado el
desarrollo de fermentaciones en tanques agitados asi como la manipulacidn genética en cultivos
microbianos para sobreproduccion de productos o para la produccion de aquéllos que de manera
normal no producian. Por otro lado, las enzimas microbianas tienen la ventaja de que su
manufactura no se asocia con las variaciones estacionales o con la disponibilidad de las especies
animales o vegetales.

ENZIMAS LIPOLITICAS.

Las lipasas (EC 3.1.1.3) pueden definirse como enzimas que atacan triglicéridos para
producir acidos grasos libres y gliceroles y acttian en una interfase aceite-agua. Actualmente se
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utilizan lipasas no especificas para hidrélisis totales (ver figura 1) o especificas para hidrolisis
especificas de triglicéridos (Harwood, 1989). ,.

FIGURA 1. ESPECIFICIDAD POSICIONAL DE LIPASAS MICROBIANAS;
1.- Reaccién catalizada por lipasas no éspecificas: i
O .

o cx—rzoca . ' - CH20H

HO + RCOCH S0 ¢ 3RCOOH + HOCH |

»CHZ_OCR : e CHZOH

Triglicérido Acido graso Gllcerol

2. Reaccion catalizada por lipasas [,3 especificas:

O FRE 2
O CH20CR o CHz.Ol;I} ? o o CszH
RCOCH O = RCOCH + RCOOH : RCOCH + "RCOOH
CH20CR CHZOCR  CH0H
0
Triglicérido 1,2(2,3)-diglicérido 2-monoglicérido

Industrialmente las lipasas son utilizadas para transesterificacion, aciddlisis o sintesis de
ésteres. La mayoria de estas reacciones se realizan preferiblermente a baja actividad de agua para
prevenir la hidrolisis del éster deseado (Harwood, 1989). En la tabla 1 se muestran algunas
aplicaciones de las lipasas.

PRODUCCION DE LIPASAS.

Fermentacion sélida. La produccién de enzimas por fermentacion solida se ha
desarrollado a partir de los procesos orientales de malta y "koji" en los cuales se cultivaba
Aspergillus ory=ae en trigo y soya {Adler-Nissen, 1987). Penicillum candidum produce una
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mayor cantidad de lipasas mediante este sistema en comparacion con la fermentacion sumergida
al realizar experimentos en donde la tnica diferencia eutre ambos sistemas fue el nivel de agua; el
volumen final fite igualado para permitir una comparacion de los datos (Rivera-Muifioz, 1991).

En algunos casos estos cultivos de superficie pueden ser mis rentables en cuestion de
costos que las fermentaciones sumergidas ya que por lo general no requieren de sistemas de
agitacion ni de aireacion (equipo menos costoso y menor gasto de energia eléctrica). Debido a
que este es un sistema heterogéneo de cuatro fases (soporte, agua, biomasa y aire), tiene
limitaciones para el mejoramiento del mismo ya que los parametros de cultivo son dificiles de
controlar y de medir; en consecuencia, el escalamiento de estos procesos es mas dificil que el de
fermentaciones sumergidas.

Tabla 1. Aplicaciones propuestas de las lipasas

INDUSTRIA APLICACION L REFERENCIA
Sintesis Sintesis de ésteres, interesterificacion '; AkMustranta(w 3), Pa.rkm on(l990),_¢ e
organica : :
Detergentes Eliminacién de manchas de grasa

Confiteria Produccion de sustitutos de aceites de
-7 | 'costo elevado mediante
transesterificacion

Cosmelologﬁ{al;;f Remocion de lipidos

Lacteos Produccién de saborizantes y aromas

Papelera“

Manufactura del papel

Quimica . A.n isis de tnghcendos  fosfolipide

clinica’

Analisis k L Resolucxon de mezclas racemxcas y I\‘)Iit/sﬁda'(1992), Yoshimitsu (1991)
quimico | "alcoholes i ‘

Fermentacion sumergida. Las fermentaciones en matraces o tanques agitados han sido
utilizadas para producir lipasas exitosamente. La mayoria de las enzimas lipoliticas son
producidas extracelularmente. Esta produccion puede llevarse a cabo: a) en lote como es el caso
de Candida rugosa (Valero, 1991, Nakashima, 1989 e Ishihara, 1989) y c) cultivo continuo
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como el caso de Rhizopus delemar (Giuseppin, 1984) y Pseudomonas alcaligenes y
FEnterobacter intermedium (Lie, 1991), el cual en primera instancia tiene la desventaja de generar
un producto muy diluido, pero tiene la ventaja de que la velocidad especifica de crecimiento se
limita por la concentracion de un componente del medio de tal modo que es posible realizar
estudios fisiologicos de algunos microorganismos.

FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE LIPASAS.

La produccion de las enzimas lipoliticas es afectada por la composicion de los
nutrientes del medio de cultivo. A nivel industrial son usualmente compuestos de materias
primas baratas, tipicamente de subproductos de la agricultura. Es de gran importancia, por
lo tanto, seleccionar el medio de cultivo y optimizarlo para una sobreproduccion de la
enzima (Gaiger, 1991). Actualmente, el disefio experimental es muy utilizado para realizar
dicbas optimizaciones (ver mas adelante).En general, la relacion carbono-nitrogeno es
fundamental para la produccion de enzimas lipoliticas (Valero, 1991). Los productos
complejos derivados de agricultura pueden servir en ocasiones como fuentes de nitrogeno y
de carbono al mismo tiempo. La harina de soya, por ejemplo, es una fuente de proteina
relativamente econdmica (45% del peso es proteina) y tiene un contenido de carbohidratos
variado. Otras harinas incluyen las de girasol, pescado y gluten de trigo (Arora, 1992).

La inmovilizacion de las lipasas suele utilizarse para incrementar su termoestabilidad,
por lo que se ha difundido su uso en colummas. M. miehei, por ejemplo, tiene una lipasa
cuya temperatura Optima se incrementa de 40°C a 70°C una vez inmovilizada mientras que la
enzima de C. antarctica tiene un incremento de 70°C a 90°C (Zamost, 1991). En estos
sistemas, las enzimas pueden ser immovilizadas fijindolas en la superficie de un material
macroscopico o atrapandolas en el interior de una matriz permeable al sustrato de la enzima
(Kolot, 1988).

En los tlltimos afios, se han desarrollado sistemas de inmovilizacion de células
microbianas vivas para la produccion de enzimas. En la produccion de lipasas por Rhizopus
arrhizus, por ejemplo, se adicionan sélidos de maiz al medio de cultivo y asi se dispersa el
crecimiento ya que son usados por el hongo como centros de crecimiento de tal modo que
se generan "pellets” pequeiios (Byrne, 1989). En algunas ocasiones es necesario inmovilizar
las células del hongo en soportes insolubles para promover la formacion de "pellets”, como
el caso de la produccion de lipasas por Rhizopus chinensis en fermentadores instrumentados
utilizando poliuretano como particula de soporte (Nakashima, 1989). En la tabla 2 se
ejemplifican los métodos de inmovilizacion microbiana

En el presente trabajo se seleccion6 un método de atrapamiento para la
inmovilizacion de esporas de R.. delemar debido a que la produccion de enzimas lipoliticas
disminuye en fermentadores instrunentados cuando se inoculan las esporas directamente,
muy probablemente debido a los problemas reolégicos ocasionados por la morfologia del
microorganismo en crecimiento. Se utilizé alginato de sodio como soporte; cuando éste se
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encuentra disuelto y entra en contacto con una solucion acuosa de jones metalicos bi o
trivalentes (agente gelificante), se Heva a cabo la formacion del gel cuya consistencia
depende de dichu agente y del buffer utilizados. Los geles de alginato proveen una pequeiia
barrera para la difusion de substratos neutrales, pero el metodo es e\‘tremadameme barato
(Kolot, 1988).

Tabla 2. Métodos de mmovxhzac on mlcro xana

METODO: SIN SOPORTE 'ADSORCION ATRAPAMIENTO

"Pollmenzacxon
radical:

‘Interacciones hifa-

Fundamento;

AJ ginato.
- carragenina,
poliacrilamida

Ventajas:” ; Sdporte inerte, facil

de realizar
Desventajas: * | Pro Difusidn limitada

’Ch n (1992), L
+|:Kolot (1988),
‘Telefoncu (1990)

: Mustranta ( 1993

En la produccion de lipasas por fermentacion es importante evitar la represion
catabolica por presencia de glucosa. Por esta razon, los substratos que contienen glucosa
tienen que ser alimentados por ciclos o adicionados inicialmente en concentraciones que no
Heven a cabo tal represion (Arora, 1992). Se ha encontrado que a concentraciones altas de
glucosa (mayor al 4%) se ejerce un efecto negativo sobre la sintesis de lipasas producidas
por Rhizopus delemar (Kawasaki, 1991).

Para algunas funciones metabdlicas como la sintesis de enzimas por
microorganismos, pequefias cantidades de iones metalicos, surfactantes y vitaminas actian
en algunos casos como inductores (Banerjee, 1993). El Tween 80, por ejemplo, se adiciona
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al medio de cultivo en una concentracion del- 1% (v/v)- para producir. lipasas por
Acremonium stroctum (Okeke; 1990) o0.al 0.2% para: aumentar la produccxon de’la’ enzima
por Rhizopus delemar (Espmosa 1990). En algunas ocasxones el mductor es el sustrato
principal que utiliza la enzima. o

Existen otros factores independientes de los nutricionales™ que mﬂuyen en la
produccién de las enzimas durante el proceso fermentativo. Entre éstos se incluyen la
temperatura, pH y tamafio del in6culo (Okeke, 1990). El valor 6ptimo de cada uno de ellos
para la produccion de lipasas varia de especie a especie. La utilizacion de enzimas
termoestables disminuye la posibilidad de contaminacién microbiana y permite el uso de
reactivos que podrian ser insolubles a bajas temperaturas (Zamost, 1991). Por ditimo, es
importante estudiar las condiciones de operacién a nivel planta piloto que involucran la
velocidad de agitacién y aireacion entre otras, las cuales pueden determinar, en el caso de
fermentaciones miceliales, la morfologia del hongo y la produccién de metabolitos por el
mismo {Banerjee, 1993 y Park, 1993).

La produccion de enzimas industriales ofrece grandes perspectivas; las tendencias a
futuro estaran dirigidas hacia la disminucion en los costos de manufactura de los productos
enzimiticos ya existentes. La disminucién de costos podria ser realizada incrementando la
productividad de las fermentaciones mediante: 1) la seleccion y uso de cepas mas
productivas (Valero, 1991); 2) por la optimizacion de los medios de cultivo mediante una
preseleccion adecuada de las fuentes industriales de carbono, nitrégeno e inductores que
afectan a la produccion (Christen, 1991); 3) el uso de solventes organicos para promover la
produccion o la actividad enzimatica (Parkinson, 1990) y 4) el estudio de las condiciones de
fermentacion en reactores instrumentados ya que es importante determinar la aireacién y la
agitacion adecuadas para la produccion del metabolito disminuyendo con esto los problemas
reoldgicos o de formacion de espuma (Byrne, 1989).

DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental estadistico mvolucra una serie de experimentos pequefios y
cuidadosamente disefiados. Cada experimento explora un espacio experimental mientras estudia
muchas variables usando un pequeiio nimero de observaciones. Es posible responder preguntas
definidas al usar métodos estadisticos simples.

Si estamos empezando un experimento, tendremos una lista larga de variables o factores
que podrian afectar el proceso. Existen tres estados de experimentacion en el disefio estadistico
que son:

1) Seleccion. Estos son pequefios experimentos que inchuyen muchas variables por lo que
existe un conocimiento impreciso del proceso. No proporcionan mucha informacion por factor.
Su objetivo es identificar las variables importantes del proceso.

2) Optimizacion. El prop6sito de un experimento de optimizacion es construir un modelo
matematico que pueda ser usado para predecir la conducta del proceso que se esta investigando.
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Requiere de un lote de informacion sobre cada factor por. lo™que” “los expenmemos ‘de
optimizacion usualmente incluyen pocos factores selecmonados antenormente Su ob_|euvo es
obtener los valores optlmos especificos para cada variable.

3) Verificacion. Utilizada cuando concluye la opnmlzacmn col
que los resultados son reproducibles. Para llevarla a- caboserealizan‘al
experimentales con las condiciones estandarizadas antenormeute

Existen una gran variedad de disefios expenmentales que‘ ueden leglrs de acuerdo a
cada experimento en particular. Una lista de éstos se presenta en la tabla 3. :

o< (Haaland. 1989),

Tabla 3. Listado de diferentes disefios e(perirﬁeri

No. factores Disefiode 8 | Disefiode 13 * Dlseno ‘de16 | DiSéﬁﬁO‘(‘i’éUZf-" Dlseno de 32

corridas” --;| .+ corridas .5 - corndas “‘corridas ;

ol v R N W

FF = Factorial fraccxonado de 2 niveles - :
MF = Factorial fraccionado mezclado de 2 0 3 mveles
[F = Factorial fraccionado de dos niveles irregular
PB = Plackett Burman

Si nosotros diseiamos los experimentos en base a variar un factor a la vez, nos
encontraremos con las siguientes desventajas: se requieren demasiados experimentos, los cuales
consumen tiempo y son caros, ademas de que no es posible determinar las interacciones entre las
variables, Debido a esto se ha ideado el disefio factorial 2" (2 representa el niimero de niveles y k
el nimero de variables) en donde las condiciones experimentales se eligen en base a un niimero
fijo de niveles de cada variable, después de lo cuil, los experimentos se corren en todas las
posibles combinaciones (Haaland, 1989).

El disefio factorial ha permitido el desarrollo de un disefio factorial fraccionado de 2
piveles 2"? (p representa la fraccién utilizada del factorial completo, por ejemplo p=1
corresponde a ¥z fraccion, p=2 corresponde a ¥4, etc.), el cual es una técnica mas corta debido a
que el numero de experimentos requeridos es menor. El método es llamado fraccional para
indicar que solo una porcidn de todo el disefio factorial completo es llevado a cabo (Haaland,
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Requiere de un-lote de informacién sobre cada factor por lo que los experimentos de
optimizacion usualmente incluyen pocos factores seleccionados antenormente Su objetivo es
obtener los valores optlmos especificos para cada variable.

3) Ver/f cacion. Utilizada cuando concluye la optimizacion con el objetivo de: conﬁnnar
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5
6
7
8
9
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FF = Factorial ﬁ'acclonado de 2 mveles v B
MF = Factorial fraccionado mezclado de 20 3 ruveles ;
IF = Factorial fraccionado de dos niveles irregular

PB = Plackett Burman

Si nosotros disefiamos los experimentos en base a variar un factor a la vez, nos
encontraremos con las siguientes desventajas: se requieren demasiados experimentos, los cuales
consumen tiempo y son caros, ademas de que no es posible determinar las interacciones entre las
variables. Debido a esto se ha ideado el disefio factorial 2* (2 representa el nimero de niveles y k
el nimero de variables) en donde las condiciones experimentales se eligen en base a un nlumero
fijo de niveles de cada variable, después de lo cudl, los expetimentos se corren en todas las
posibles combinaciones (Haaland, 1989).

El disefio factorial ha permitido el desarrollo de un diseio factorial fraccionado de 2
piveles 25® (p representa la fraccion utlizada del factorial completo, por ejemplo p=1
corresponde a ¥4 fraccion, p=2 corresponde a % , etc.), el cual es una técnica mas corta debido a
que el nimero de experimentos requeridos es menor. El método es llamado fraccional para
indicar que solo una porcion de todo el disefio factorial completo es llevado a cabo (Haaland,
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1989). Una vez obtenidos ciertos resultados de un bloque de experimentos, estos son
interpretados incluso utilizando cierto empirismo. Sin embargo, es posible determinar cuiles son
las variables importantes y sus iuteracciones y llevar a cabo otro bloque experimental para
acercarnos a las concentraciones adecuadas de cada varable. Actualmente su uso estd muy
difundido, como es el caso de Guan (1993) para optimizar el medio de cuitivo de bacterias que
remueven material toxico de basura orgduica o para producir aromas por Ceratocystis frimbriata
(Christen, 1991).

El diseiio Plackett-Burman permite la investigacion de muchos factores usando un
nimero menor de mediciones, se considera un disefio multifactorial. Es muy utilizado en la
seleccion de uno o dos de los factores mas importantes de una larga lista de candidatos, tal es el
caso de la optimizacion del medio para la produccion de pioverdina por Pseudomonas
Sluorescens (Kisaalita, 1993) o para la produccion de icido lictico por Lactobacillus delbrueckii
(Monteagudo, 1993).

Los disefios factoriales de fracciones irregulares permiten una alternativa a las fracciones
estandar las cuales proveen una alta resolucion con tamafios de muestra mas pequefios. Los
disefios mezclados de 2 y 3 niveles son similares a los factoriales fraccionados de dos niveles. Sin
embargo, estos disefios permiten que un factor tenga 3 niveles (Haaland, 1989). '

En el presente trabajo se seleccioné un modelo factorial fraccionado para la optimizacién
del medio de cultive para la produccion de lipasas por R. defemar debido a que:

1.- Elntmero de experimentos que se realizan es pequeiio.

2.- Es un modelo que puede llevarse a cabo en poco tiempo debxdo al tamano de
muestras reducido. : =

3.- Generalmente es suficiente con realizar dos bloques expenmentales para obtener una -
informacion certera del valor mas adecuado de las variables. : ; '

4.- Lo anterior permite un ahorro en tiempo y dinero.

5- Es posible conocer las variables importantes del proceso asi como sus mteracmones
€n caso necesario. .



MATERIALES Y METODOS.

1.- ORGANISMO.

La cepa utilizada fue Rhizopus delemar CDB H313 proveniente del Cepario del
Departamento de Biotecnologia del CINVESTAYV del Instituto Politécnico Nacional.

La conservacion de la cepa se hizo en tubos con medio de papa-dextrosa-agar
(DIFCO) cubiertos coun aceite de parafina estéril (Sigma). Estos tubos inclinados se
mantuvieron a 4°C.

2.- MEDIO DE CULTIVO.
El medio de cultivo utilizado fue el medio D descrito por Celerin y Fergus (1971) .

suplementado con casaminoicidos cuya composicion es la siguiente (composicion -
porcentual): o =

Glucosa (Baker) 10 »

Casaminoacidos (Merck) ‘ 1.0
Nitrato de potasio (KNO; Baker) 0.2
Sulfato de magnesio (MgS0, - 7H,O, Baker) 0.05
Fosfato dibasico de potasio (K.HPO, Baker) 1.0
Elementos traza (Baker)* ’ 0l
Aceite de olivo (Ybarra) 2.0
*ELEMENTOS TRAZA (g/L): :

Sulfato de zinc (ZuSQ0s - 7H;0) 439.8
Nitrato de fierro (Fe (NO;),) 723.5
Sulfato de manganeso (MnSQ, - 4H;0) 203.0

y Se siguen estos pasos para su preparacion:
a) Disolver los componentes del medio (a excepcidn de los elementos traza y del
aceite de olivo) en agua destilada y adicionar el agua destilada hasta el volumen requerido.
b) AjustarelpH a 7.0
c) Adicionar los elementos traza y agitar.
d) Adicionar el aceite de olivo al final y por separado en cada matraz.
e) Esterilizar a 121°C durante 15 min.



3.- COSECHA DE ESPORAS.

a) Preparar matraces Erlenmeyer de 500 ml con 60 ml de medio PDA e inocular con
micelio de R delemar. Incubar a 29°C durante 6 dias, - suficientes para“ una ‘adecuada - -
produccidn de esporas.

b) Mediante un asa y en condlcxones estenl'

lograr que las esporas se desprendan del micelio hasta”lo

540 nm. e
¢) Retirar el micelio del matraz.
d) Colocar la suspensién de esporas obtenida en tubos con tap n d :

mantenerlos a 4°C. Lo

- INMOVILIZACION DE ESPORAS.

* NOTA: las cantidades de cada solucidn que se especifican a continuacion
corresponden a las necesarias para preparar el indculo de una fermentacion de 51,

a) Montar el sistema para preparacioén de perlas conectando 2 matraces Erlenmeyer
entre si (de 250 ml y de 500 ml) con una manguera Tygon #13 como se indica en la figura
2. En el extremo de la manguera que se introduce al matraz de 500 ml se colocara un
capilar cuya punta debe quedar a la altura que ocuparia un volumen de 400 ml Colocar
dentro de cada matraz un magneto. Esterilizar este sistema a 121°C durante 15 min.

b) Preparar 150 ml de una solucion de alginate de sodio (Sigma) al 2% en buffer
0.120 M (de acetatos o de fosfatos como se mencionara posteriormente). El total de buffer
a preparar es de 350 ml. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Vaciar la solucién de alginato
en el matraz de 250 ml que se muestra en la Figura 2.

¢) Tomar la cantidad necesaria de una suspension de esporas de Rhizopus delemar
de acuerdo a la densidad optica obtenida (ver condiciones de fermentacion posteriormente) y
centrifugar a 4,000 r.p.m. durante 15 min. Decantar y adicionar 3 mi de buffer estéril
Agitar y vaciarla en coudiciones estériles en el matraz de 250 ml. Mantenerla en agitacién
mecanica constante,

d) Preparar una solucién de BaCly 0.120 M (solucion gelificante) y esterilizarla a
121°C durante 15 min. En condiciones estériles, vaciarla en el matraz de 500 ml. Mantener
en agitacion mecanica constante.

e) Mediante la accién de una bomba peristaltica, adicionar gota a gota la suspensién .
de esporas en la solucion de BaCly para que se forme el gel de alginato. Una vez formadas
todas las perlas, mantenerlas en refrigeracién en la solucién de BaCly durante 24 hr.

f) Decantar la solucion gelificante y lavar las perlas 2 veces con agua destilada
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—4

Alginato & 2X

4
Esporas de 2 delemar Cloruro de Bario 0.12 M

I FIGURA 2, PREPARACION DE PERLAS DE ALGINATO l

5.- CONDICIONES DE FERMENTACION.

a) A nivel matraz. Matraces Erlenmeyer de 250 mi con 50 ml de medio de cultxvo
esterilizados a 121°C duraste 15 min, , S
* Indculo: 1 ml de la suspension de esporas (DQOs40=0.06).
* Terperatura: 29°C.

* Agitacion: 150 r.p.m.

b) En fermentador. Reactores instrumentados New Brunswik de 5 1 con 2
impulsores de turbina y 4 deflectores. Se utilizaron electrodos para medir la concentracion
de oxigeno disuelto (OD) y el pH. El volumen de operacion fue de 3 1. Se esterilizaron a
121°C durante 15 min.

* Inoculo: 60 ml de la suspensidén de esporas (DOsy=0.06) inoculadas directamente o
inmovilizadas en gel de alginato.

* Temperatura : 29°C.

* Agitacién: 400 r.p.m.

* Aireacién: 1 vvm.

* pH: 7.0 (se controld el pH a 7.0 mediante la adicion automatica de NaOH 10%).
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6.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA.

a) Filtrar Ia biomasa mediante un sistema Millipore con filtros Whatman No. l con
diametro de 4.25 cm.

b) Dializar en frio 10 ml del filtrado en agua destilada durante.24 hr.

¢) Determinar la actividad lipolitica en el filtrado dializado. 8

Los métodos estudiados para la medicion de dicha actividad fueron los 51gu1entes
A) Método de Menassa (Menassa, 1982), .
B) Método titulométrico de SigmaMR (Kit SIGMA, 1994).
C) Método titulométrico de Nahas (Nahas, 1988).

A) METODO DE MENASSA. Adaptado por Espinoza (1990)

Se basa en la cuantificacién de los acidos grasos liberados al actuar la enzima en una
emulsién de tributirina, mediante la caida de pH. La actividad se reporta como micromoles
de acido butirico liberados por mililitro de enzima en un minuto.

PROCEDIMIENTO:

a) Preparar un baiio con temperatura constante a 37°C.

b) Colocar en un tubo, 7 m! de amortiguador (buffer tris-maleatos 2.5 mM pH 6.0),
2 ml de una emulsién de tributirina (Merck) al 5% en agua-destilada y 1 ml de enzima
(filtrado dializado); este Gltimo previamente incubado durante 5 min a 37°C.

c) Agitar de manera continua. Leer el pH inicial asi como la caida de este cada
minuto durante 5 min.

d) Calcular los micromoles de acido butirico liberados utilizando una curva patron
de dicho acido al 5%.

B) METODO TITULOMETRICO DE SIGMA™R,

Se fundamenta en la accion de la enzima sobre el aceite de oliva generandose acidos
grasos libres y diglicéridos cuya concentracion es proporcional a la cantidad de sosa que se
adiciona para neutralizar la muestra.

PROCEDIMIENTO:
a) Adicionar en cada tubo las cantidades especificadas en la tabla que se encuentra a
continuacion segun sea e | caso:

VOLUMEN (ml) INCUBACION 3 hr INCUBACION 6 hr
Prueba Blanco Prueba Blanco
H.0 2.5 2.5 2.5 2.5
Sustrato 10 10 3 3
Buffer 1 1 1 1
Enzima 1 - 1 -




b) Agitar vigorosamente durante 5 segundos

c) Incubar los tubos a 37°C durante 3 6 6 br segtn sea el caso. ‘

d) Inmediatamente después de terminado el tnempo de'incubacion, colocar fos tubos _
a temperatura ambiente y pipetear | m! de suero en un mntraz Erleumeyer Marcar el matraz
como blanco y guardar en refrigeracion (2-6°C).:~

€) Despusés del periodo de incubacion: - : : i
* Colocar el contenido del tubo blanco en el matraz Erlenmeyer del blanco.
* Colocar el contenido del tubo de prueba en otro matraz limpio. Marcarlo como pmeba

£) Dentro de cada uno de los 2 tubos (blanco y prueba), pipetear 3 m! de etanol al

95%. Agitar hasta enjuagar y adicionar dentro de sus frascos respectivos.

g) Adicionar a cada frasco una solucidn del indicador timoftaleina (6 gotas para
incubacion de 3 hr y 4 gotas para incubacion de 6 br). .

h) Titular cada frasco con una solucion de NaOH 0.05 N hasta un color azul claro
definido. '

i) Calcular las unidades de lipasa sustrayendo el volumen de sosa usado para el
blanco al de prueba.

C) METODO TITULOMETRICO DE NAHAS.

Se basa en la accion de la enzima sobre un sustrato de tributirina al 5% generandose
acidos grasos libres cuya concentracion es proporcional a Ia cantidad de sosa que se adiciona
para neutralizar la muestra. Se define una unidad de lipasa como un micromol de acido graso
por mililitro de enzirna en un minuto.

Procedimiento.

a) Preparar un baiio con temperatura constante a 37°C.

b) Colocar en un tubo grande, 6§ ml del sustrato (tributirina al 5% en buffer tris-
maleatos 25 mM, pH 6.0) y 4 ml de Ia enzima (filtrado dializado); este ultimo incubado
previamente a 37°C durante 5 min.

¢) Agitar de manera continua. Una vez hecha la reaccion, el pH tiene una variacién de
+0.02 por lo que se recomienda tomar este valor como pH inicial.

d) Después de tener una variacion de 2-3 centésimas de unidad de pH, ajustarlo al pH
inicial adicionando NaOH 50 mM iniciando con ello el tiempo de reaccion.

e) Anotar el volumen de NaOH requerido para mantener el pH constante durante 5
min.

f) Calcular los micromoles de icido generado en base al gasto de NaOH 50 mM.

Para estandarizar esta técnica se probaron 2 lipasas comerciales: Palatasa de NOVO y
lipasa pregastrica de camero de Productos Nutricionales.
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7.- SELECCION DE LAS FUENTES DE CARBONO Y DE NITROGENO.

Se seleccionaron diferentes substratos industriales como fuentes de carbono y de
nitrogeno con base en su costo y en la disponibilidad en México. En la tabla 7 se muestran
los probados en este estudio. Los controles fueron reactivos de grado laboratorio: glucosa
(Merck) como fuente de carbono y casaminoacidos (Difco) como fuente de nitrégeno.

El primer bloque de experimentos se realizd sustituyendo el tipo de fuente de
nitrégeno en el medio de cultivo para seleccionar la mas adecuada para la produccion de
lipasas; en un segundo bioque se probaron las diferentes fuentes de carbono y se selecciond
la mejor en cuanto a produccion de enzimas lipoliticas.

8.- OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

La optimizacion del medio de cultivo se llevo a cabo utilizando un disefio factorial
fraccionado en 2 etapas. En la primera de ellas se utilizé un disefio experimental 274 en el
cual se determinaron los componentes que tienen un efecto significativo en la produccién de
lipasas. En la segunda etapa se emple6 un disefio experimental 26-3 en el cual se estudi6 el
efecto de un ingrediente adicional y se ajustaron las concentraciones de los constituyentes
del medio de cultivo. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Tanto la actividad lipolitica como los coeficientes de contraste fueron calculados en
ambos disefios experimentales lo cual permitié la determinacion del efecto de cada
constituyente. La formula utilizada para dicho fin es la siguiente (Haaland, 1989);

b=% Zsi=lAjYi
en donde:

b; = coeficiente de contraste del constituyente j

A; = nivel del constituyente j (+ 6 -)

Y; = actividad lipolitica para la corrida i en unidades de lipasa (U/ml).

En cada disefio experimental se calculd un valor promedio de actividad lipolitica
denominado Yo.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

1.- ELECCION DE LA TECNICA DE MEDICION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA.

A) METODO DE MENASSA. Se llevaron a cabo mediciones de actividad lipolitica de
la lipasa de R delemar, y pese a que este método es el que se habia estado usilizando
anteriormente por nuestro grupo de trabajo presenta los siguientes inconvenientes:

L.- El pH durante el curso de la medicion no se regula al valor de maxima actividad (pH=6.0),
por lo que la disminucién de €ste a lo largo de la reaccion podria afectar la actividad enzimitica..
2.- . A pHs inferiores a 5.0 no es posible obtener una respuesta lineal (Ver figura 3) por lo que
abajo de este valor de pH la actividad lipolitica calculada no es confiable.

Por lo anterior fue necesario probar otros métodos para cuantificar adecuadamente la
actividad lipolitica.

pH

g Acldobmfrlco (pmx

Flguraa Curva sstandar de acido buﬂ’rlco en buﬂer
: trism leams 25 mM pH [ R

15



B) METODO TITULOMETRICO DE SIGMA™®, EI costo de los reactivos de
Sigma necesarios para este anlisis es elevado (buffer, indicador y emulsion de aceite de oliva).
Esto nos llevé a tratar de prepararlos en el laboratorio y comparar la actividad lipolitica detectada
en ambos casos utilizando como estandar una lipasa de Sigma.

Fue posible preparar en el laboratorio una emulsion muy parecida a la producida por
Sigma (Ver tabla 4, emulsion F) la cual no presentd separacion de fases debido al uso de
surfactantes (20% de Span 80 y 6% de Tween 80) y con una emulsion de tipo aceite en agua
(o/w). La preparacion en el laboratorio tanto del buffer como del indicador fue realizada sin
problemas.

Se llevaron a cabo las titulaciones con este método de dos lipasas comerciales (de Sigma
y de Productos Nutricionales) utilizando los reactivos de Sigma y los preparados en el
laboratorio. Los resultados (tabla 5) muestran que la enzima de Sigma no presenta actividad
lipolitica lo cual puede atribuirse a un lote defectuoso; esto impidid su utilizacion para
estandarizar la técnica. Por otro lado, al emplear la lipasa de Productos Nutricionales, se observo
que los resultados obtenidos entre los reactivos de Sigma y los preparados en el laboratorio no
son duplicables y que la actividad lipolitica registrada difiere considerablemente (ver tabla 5,
experimento 2 y 3).

Tabla4. Emulsiones aceite de oliva/agua (50:50) preparadas en el laboratorio,

Muestra Tipo de emulsién Estabilidad Emulsificante (%)

A wlo No es estable No tiene

w/o No es estable 0.1% Tween 80

C wlo Regular 10% Tween 80

D o/w Regular 30% Tween 80

E olw No es estable 13% Span 80 y 13% Tween 80

F o/w Estable 20% Span 80 y 6% Tween 80 .

G ofw Regular 13% Span 80 y 6% Tween 80 .
SIGMA olw Estable 't Sicontieme s LUl

o/w = emulsion aceite en agua. w/o = emulsion agua en aceite.

Los resultados obtenidos permitieron descartar la posibilidad de utilizar los reactivos
preparados en el laboratorio para determinar la actividad lipolitica con el método de Sigma. Lo
anterior nos imposibilité a utilizar esta técnica para la determinacién de la actividad lipolitica
debido al costo de los reactivos originales.
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Tabia 3. Resuitados de 1a titulacién con el método de Sigma.

Experimento IR HE a2 R NI R e SR
Sustrato . L USigmaiin U Sigma v Sigmad b Emulsion
Buffer'* "o o0 T Sigma-e i 05 iSigma o0 Preparado . . 'Preparado -
Enzima - . - .0 e Sigmats cee e PNR TS ST PNR T PNk
Indicador’” = . ./ Sigma ‘Sigma .+ Preparado’. " ", - Preparado-
Actividad** - - SRR B

e R £ i 5] [V

* PN'= lipasa pregdstrica de Productos Nutricionales
** det. lipolitica en Ul de lipasa/ml

C) METODO TITULOMETRICO DE NAHAS. Se seleccion6 la Palatasa de
NOVO como estindar ya que su solubilidad es total mientras que la de Productos nutricionales
s6lo es parcial. Posteriormente se probaron 8 diluciones de la palatasa de NOVO (1.6, 1.0, 0.89,
1.67, 0.5, 0.25, 0.1 y 0.05 mg/ml) para determinar las concentraciones en las cuales es posible
cuantificar la actividad lipolitica con este método, sobre todo porque al no contar con el equipo
automatizado para la titulacion de la muestra, fie necesario realizarla manualmente.

Los resultados observados en la tabla 6 indican que entre la ditucion 1 y la 6 la actividad
lipolitica es detectable. Por otro lado, de acuerdo a la figura 4, el comportamiento de la curva es
lineal entre estos rangos, ya que los puntos se acercan de tal modo a la linea que marca la
tendencia, que presenta un coeficiente de correlacion de 0.988. Lo anterior mdica que, mientras la
actividad lipolitica de 1a enzima de R. delemar se encuentre en estos rangos (pudiendo diluirse en
caso necesario), la medicion mediante la técnica de Nahas es adecuada.

TABLA 6. Actividad lipolitica de las diluciones de }a palatasa de NOVQ

DILACION | ACTIVIDAD | - me/m! DE
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Al medir la actividad lipolitica de la enzima producida por. R.. delemar 'él 2° dia"de
fermentacion, se obtuvo un valor de 1.37 U/ml, el cual se encuentra en’ el rango ‘de las
diluciones 5 y 6. S :

En base a los resul d ‘ntenores se seleccx
cuantificacion de hpasas en'los ‘(penmeutos postenores

* Act. lipolitica (Ufmi) .
s ey R

b ]

T - LI L
f 0. s 1 2 ; 457 1.6
: Concenlracion da enzfma {mg/ml)

o

0.2

Flgura 4. Acllvidad lipolftica de la palatasa de NOVO detectada
‘{eon ol método de Nahas. Coeficienie de correlacion {r) = 0988].

2.- SELECCION DEL pH DE TRABAJO.

Estudios anteriores en nuestro grupo de trabajo demostraron que si el pH inicial del
medio de cultivo se ajustaba a 7.0 la produccion de lipasas aumentaba. El efecto notable del
pH inicial llevd a analizar el del pH a lo largo de la fermentacion. Se Hevaron a cabo
cinéticas de fermentacion de 96 hr a nivel laboratorio ajustando el pH a 7.0 cada 24 hry
comparando la produccién de enzima lipolitica contra un control en el cual unicamente se
ajustd el pH a 7.0 al inicio de la fermentacion.

De acuerdo a los resultados (ver Figura 5), en ambos casos se obtiene una maxima
produccion de enzima a las 48 hr de fermentacidn. Al ajustar el pH a 7.0 cada 24 hr se
duplica la actividad lipolitica en relacion al control. Es importante destacar que la enzima
presenta mayor estabilidad en el primer caso ya que la actividad se mantiene practicamente
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constante entre las 48 y 72 hr mientras que en el control se obtiene un pico tnico de mayor
actividad a las 48 hr. ,

-'"caq 'a[uﬂi""f'(:unvlrol ] :

28
E 2t
=2
2
n
U
=15
3
2
h- 2 B g
. ]
B
=
Gosl
< 0.5
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0 ; 24 . 48 72 ]
Tiempo {hr)

Figura 5. Comparacién de la actividad lipolitica de la lipasa
de Rhizopus delemar al ajustar el pH a 7.0 cada 24 he y al
ajustarlo inloamente al inlolo da la farmentaoldn {oontrol)

Lo anterior sugiere que la actividad lipolitica podria incrementarse aiin mas si el pH
se mantuviera constante a 7.0 durante toda la fermentacién. Por ello, en los experimentos
posteriores realizados en fermentadores instrumentados se llevo a cabo el ajuste automatico
y continuo del pH a 7.0 con sosa.

3.- SELECCION DE LAS FUENTES DE CARBONO Y DE NITROGENO
INDUSTRIALES PARA LA PRODUCCION DE LIPASAS.

Espinoza (1991), estudi6 los factores nutricionales que afectan la produccion de lipasas
por R delemar, demostrando que la produccion de enzimas lipoliticas se incrementa al utilizar
ciertos substratos complejos (dextrina al 1% como fuente de carbono y extracto de levadura al
1% como fuente de nitrégeno), en lugar de glicosa y casaminoicidos respectivamente. Esto
condujo a probar diferentes fuentes de carbono y de nitrégeno industriales para seleccionar
aquéllas que aumentaran la produccién de la enzima ,asi como para disminuir los costos de
produccion. La tabla 7 muestra los diferentes substratos empleados ea este estudio, en el que se
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utilizd. como base el medio D (Celerin y Fergus, - 1971) a las'concentracioues especificadas en
materiales y métodos, variando las fuentes de nitrogeno o de carbono (ver posteriormente) pero
manteniendo constantes el resto de los mgredxemes L

_Casaminoacidos™" "
"S ustratos grado reactivo usados como confrol
b en 1991.

El primer blogue de experimentos se realizo por triplicado para la seleccion de la fuente
de nitrégeno mis adecuada. Se sustituyeron los casaminodcidos del medio D con las diferentes
fuentes de nitrdgeno industriales y se llevaron a cabo fermentaciones de 48 hr, La fuente de
carbono utilizada en este caso fue la glucosa.

Los resultados de la Tabla 8 muestran que el uso de fuentes de nitrogeno industriales
(exceptuando 1a harina de soya), incrementa considerablemente la actividad lipolitica,
especialmente utilizando caseinato de sodio y pasta de soya, con las cuales hubo un incremento
de 4.6 y 5. 6 veces mas, respectivamente. Se observa que los casaminoacidos (coatrol) y ia harina
de soya son las fuentes de nitrogeno mas deficientes. No existen diferencias significativas entre la
pasta de soya y el caseinato de sodio pero se selecciono la primera debido a que: 1) es roucho
mas barata que el caseimato y 2) se promueve el crecimiento en forma de pellets al ser usada
como soporte. De manera similar a lo descrito anteriormente, Byme (1989) utilizd sdlidos de
maiz para evitar el crecimiento micelial en la produccion de lipasas por R. arrhizus.

20



Tabla 8. Resultados experimentales para la seleccion de la fuente de nitrdgeno industrial,

Fuentes de nitrogeno Y, (U/ml) Desviacion estindar
Caseinato de sodio 3.004 0.575
Pasta de soya 3.675 0.591
Harina de soya 0.623 0.144
Extracto de levadura 22,418 0.492
Casamincécidos® 770,682 0.255

“ Promedio de la actividad lipolitica. SSubstrato grado reactivo utilizado como control.
Fuente de carbono utilizada: glucasa grado reactivo. Experimentas realizados por triplicado,

El segundo bloque experimental se llevod a cabo por duplicado para la seleccion de la
fuente de carbono. Como fuente de nitrogeno se utilizo la pasta de soya y se sustituyo la ghicosa
del medio D con las diferentes fuentes de carbono industriales. Se llevaron a cabo fermentaciones
de 48 hr.

La Tabla 9 muestra que las mejores fuentes de carbono son la dextrina amarilla y el
Amidex 20, con un incremento en actividad lipolitica de 1.5 y 1.3 veces respectivamente, en
comparacion al control con glucosa. Se selecciong la primera ya que es una fuente de carbono
barata ademés de que, al ser un ingrediente poco soluble, podria colaborar con la pasta de soya
para formar un soporte que prommeva un crecimiento en forma de pellets. En los experimentos
subsecuentes de optimizacion, la pasta de soya y la dextrina amarilla se utilizaron como fuente de
nitrégeno y de carbono respectivamente.

Tabla 9. Resultados experimentales para la seleccion de la fuente de carbono industrial,

Fuentes de carbono Y, (U/mil) Desviacion estandar
Glucosa industrial 405 - 0.099
Dextrina amarilla 494 0.317
Amidex 443 0.226
Glucosa® 3.34 0.030

9 Promedio de la actividad lipolitica. ®Substrato grado reactivo utilizado como control.
Fuente de nitrogeno utilizada: pasta de soya. Experimentos realizados por duplicado.
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4.- OPTIMIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

La optimizacion del medio de cultivo se llevd a cabo utilizando un modelo factorial
fraccionado en dos pasos: en el primero, se determinaron los cormponentes del medio de cultivo
que tienen un efecto significativo en la produccion de lipasas y en el segundo se ajustaron las
concentraciones y se estudio el efecto del Tween 80 en la produccion de la enzima,

Esta seccion corresponde a la cita publicada en el Joumnal of Fermentation and
Bioengineering (ver articulo al final de la tesis).

Tabla 10. vaeles de los mgredlentes para DE 1.

Concentracxén (&) -

_ Constituyente

‘Nivel + - Nivel ongmal

A) Dexmna amanlla

H015.0°
Pasta de soya 150"
03,00
e 0.75 . ':»':
S 1,500
F)  Solucion de elememos traza (ml/l) S50

G) Aceite de ohva (ml/l) e “30.0

. Tabla 11, Disefio Experimental No. 1 (DE 1) -

Corrida Al e N « S (101
1 - ki e 1252
2 B FU s s
3 o - + 877 -
4 * - <1074
5 o - + 7639
6 +5 e L= 808
7 o R ST 18T L
8 +0 S + i34l
b -3.85° S -L05 T -3.67 . Y,=6.96

Actividad hpolmca (Y) detemunada en un cultivo’ de 48 hr Se muestran los coeﬁcxen!es de-.
contraste de cada componente ®) asl como el promedlo ‘dela acnwdad hpohtlca del dlseno (Y.,)




Disefio experimental No. 1 (DE ). Se realizé un disefio experimental 2™ el cual
consiste de 8 corridas que permiten el estudio de 7 parimetros como se muestra en la Tabla 11
(Haaland, 1989). La concentracion de cada constituyente al nivel + y - se especifican en la Tabla
10, los cuiles se eligieron con un tamafio de paso del 50%, es decir, del valor original se aumenté
o disminuyd cada concentracién en un 50%.

En la tabla 11 se muestran los valores obtenidos de actividad lipolitica (Y) para el DE 1.
Para la interpretacion de los resultados se utiliza el valor del coeficiente de contraste (b): si éste es
mayor a cero, el componente tiene un efecto positivo por lo que su concentracion se debe
aumentar de acuerdo al criterio del investigador. Si el valor de b es menor a cero, su
concentracion debera disminuirse debido al efecto negativo que tiene. Si b presenta un valor de 0
0, a criterio del investigador muy cercano a éste, la concentracién del componente debe dejarse
como esta. De acuerdo a los coeficientes de contraste obtenidos en el DE 1, se concluye que la
pasta de soya y el sulfato de maguesio tienen un efecto positivo en la produccion de la lipasa, por
ello, su concentracion inicial se aumenta en el proximo paso de optimizacion (se aumenta en un
24.3% y 40% respectivamente, Ver tabla 13). La dextrina amarilla, el nitrato de potasio y el
aceite de oliva ejercen un efecto negativo en la produccion enzimatica por lo que es necesario
disminuir su concentracion en un 54%, 41% y 53% respectivamente). En cuanto al fosfato de
potasio y los elementos traza, dado que su coeficiente de contraste es cercano a cero, no se
modificaron sus concentraciones en las siguientes pruebas.

E1 DE 1 mostrd que la actividad lipolitica es mcrementada 5 veces en comparacion con la
actividad (1.37 U/ml) obtenida a las 48 hr en el control (medio D).

Disefio experimental No. 2 (DE 2). Se utilizé un disefio experimental 2°°, que permitio
el estudio de 6 parimetros en 8 corridas (Tabla 13): 5 parametros cuya concentracion se
modifico de acuerdo a los resuitados del DE | (Dextrina amarilla, pasta de soya, KNO;s,
MgSO, y aceite de oliva) y se introdujo un surfactante (Tween 80) como sexto ingrediente, ya
que en estudios anteriores se demostrtd que estimula la liberacion de la enzima al medio
extracelular (Espinoza, 1990). En la Tabla 12 se muestra la concentracion de cada constituyente.
Estos valores se eligieron con un tamasio de paso del 20%.

De acuerdo a los coeficientes de contraste obtenidos en el DE 2, las concentraciones de
la pasta de soya, el suifato de magnesio y el aceite de oliva se disminuyen ligeramente (entre un 4
y un 10%), mientras que las de la dextrina amarilla, el nitrato de potasio y el tween 80 se
incrementan un poco (en un 9%, 13% y 3% respectivamente), de tal modo que fué posible
obtener los valores adecuados (concentraciones optimizadas) de cada ingrediente, los cudles se
muestran en la figura 6, en donde se comparan los componentes y sus concentraciones entre el
medio de cultivo original y el optimizado. No se realizo un tercer disefio experimental ya que muy
probablemente las concentraciones que se obtendrian a partir de éste, serian muy cercanas a las
optimizadas.



Como se muestra en las Tablas 11y 13, el DE-2 permiti() un incremento del 100% en la
actividad lipolitica de acuerdo a los valores promedios de ésta’(Ys): Y,=13.6 U/ml en DE 2'y .
Y,=6.96 U/mlen DE 1, Encuanto ala acthad ongmal (l 37 U/ml), la optlmlzamon nicrememo
su valor 10 veces (Y, = 13.6en DE 2). . v :

Tabla l" N‘: eles de los mgredxentes para DE 2.

Constltuyente 2 Concentracxon @en

Nivel +  Nivel original Nivel -

6,00 5.0 4.0

T 144 12.0 9.6

144 1.2 0.96

0.84 0.7 0.56

12,0 10.0 8.0

240 20 1.6

Tabla 13, Disefio experimental No. 2 (DE2).~

Corrida - - -

o

Actmdad lipolitica (Y) deten'mnada enun culnvo de 48 hr, Se muestran los coeﬁcxentes de
contraste de cada componente (b) asi como el promedio de la actividad lxpolmca del disefio (Y,).

El Tween 80 es el inico ingrediente que fue adicionado a Ia formulacion del medio por lo
que su efecto en la produccion de lipasas es significativo, de manera analoga a los resultados
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obtenidos por Okeke (1990) con Acremonium strictm, la incorporacion del Tween 80 en el
medio de cultivo estimulé la produccion enzimitica. En cu.mto al aceite de oliva, fue necesario
reducir su concentracién a la mitad, lo que puede e\:phcurse con base en que este componente en
bajas concentraciones ( 10 m1 o menos) actia co '
podria interferir con la transferencia de’ ‘oxigeno.. Okeke (1990) también observd que la
incorporacién de lipidos a concentraciones de*10 ml/1 (entre eflos el aceite de oliva), incrementa ta
actividad lipolitica. Por otro lado, es evidente que‘la relacion fuente de carbono-fuenie de
nitrogeno es muy importante para la produccmn de lipasas ya que el resultado final indica que
debe modificarse de 1:1 a 1:2.

Mcontrol  Optimizade
NS
=
sk
o
k=3
8
= 1
B
[33
=
Sosk-
7 | )i
O “Text Fsaya KNO3 MgSO4 KHPOy Traza Ac.oli. Tween
[control T v 1 1+ JTo2]ooslot ot ] 2 [ o |
[ optimizado } 0.6 | 1.1 | 019 [ 006 | 0.1 | 0.1 [ 096 | 0.21 |

Figura 6. Concentracion del medio de
cuitivo antes y despues de su optimizacion.

Cinéticas de produccion. En la figura 7 se p;esenta el perfil de produccion de la lipasas
de R delemar a nivel matraz entre el medio D y el medid optimizado. En ambos casos, la
produccion maxima se alcanza a las 48 hr de fermentacién, sin embargo, el medio de cultivo
optimizado permite un incremento de 12 veces la produccion enzimatica con respecto al control
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- Figura 7. Producéion de lipasas por R.delemara
nivel matraz entre el medio D y el medio optimizado
~ajustando ‘el pH a 7.0 al inicio de la fermentacion

4.- INMOVILIZACION DE ESPORAS DE Rhizopus delemar
EN GEL DE ALGINATO

Se Hevaron a cabo estudios sobre la produccion de lipasas de R delemar en
fermentadores instrumentados de 5 1, en donde se observé que con el medio control la
produccion de enzimas lipoliticas baja a una tercera parte cuando se imoculan las esporas
directamente en comparacién a la produccion obtenida a nivel matraz (Figura 8). Esto podria
atribuirse a problemas reoldgicos severos, ya que el crecimiento micelial en el fermentador (ver
figura 9) oy probablemente dificulta la disponibilidad de los nutrientes del medio de cuitivo
hacia el mictoorganismo, lo que repercute en una baja produccion de enzimas lipoliticas. Byrne
(1989) obtuvo resultados similares con R arrhizus, en donde el micelio se desarrollo sobre las
paredes del fermentador, impulsores y deflectores, creando problemas operacionales. Por su
parte, Olsvik (1992), confirma que las propiedades reologicas en fermentaciones miceliales estan
determinadas por la concentracion y el estado morfologico del micelio. Una alternativa para
aumentar la produccion de lipasas es la inmovilizacion de las esporas ya que esta técnica permite
un crecimiento en forma de pellets con los que la viscosidad del medio permanece baja v
consecuentemente el mezclado y la transferencia de masa son mejores en comparacion al
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comportamiento reologico obtenido cuando existe un crecimiento micelial (Prosser, 1991). La
inmovilizacion de esporas implica el estudio de parametros como la seleccion del soporte, del
agente gelificante y del buffer para la obtencion de esferas con un tamaiio y resistencia adecuadas.
En el presente trabajo, como se mencioné anteriormente, se utilizo alginato de sodio como
soporte debido a que su uso esta muy difundido y la preparacion de las perlas es sencilla.

Figura 8: Comparacion entre 1a produceion de
lipasasporR. delemaren matraz y fe mentador
de 5 | utlizando e| medio D (control).

] —Fermentador % Malraz
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Nivel matraz: agitacién = 150 tpm.
Fermeniador: agitacion = 400 rpm. Aireacion = 1 vvm,

Eleccion del agente gelificante. De acuerdo a Byme (1989), los iones calcio promueven
la formacion del micelio por lo cual existe una probabilidad alta de que las perlas formadas con
éste se fraccionen muy rapido debido al crecimiento micelial del miicroorganismo. Por lo tanto, se
selecciono cloruro de bario como agente polimerizante.
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Figura 3. Crecimiente micelial de Rhizopus
delemar en el fer dor instr d

de 51 {Fotagrafia escaneadal.

Alreacion = 1 yym. Agitacléa = 400 r.p.m.

Seleccion del buffer. Para la seleccion del buffer se probaron tanto el buffer de fosfatos
como el de acetatos y se compard la resistencia de las perias al producirlas con ambos.

De acuerdo a los resultados, se observo que aunque el didmetro de las perlas obtenidas
con ambos buffers es el mismo (2 mm), la dureza es diferente ya que con el buffer de fosfatos son
labiles mientras que con el de acetatos son rigidas. Al comparar el tiernpo de ruptura entre ambos
sistemas al someter las perlas a agitacion mecanica continua., se eucontrd que al utilizar el buffer
de fosfatos, a las 4 horas de agitacion las perlas empiezan a fragmentarse mientras que a las 24 hr
se desintegran. Con el buffer de acetatos, se empiezan a fraccionar a las 72 hr y a las 96 hr
empiezan a desintegrarse.
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El buffer de acetatos pertmite. obtener perlas con una resistencia mayor que con el de
fosfatos por lo que se seleccioné el primero para elaborar las perlas de alginato en los
experimentos posteriores.

Cinéticas de produccion de lipasas. En la figura 10 se presenta el perfil de produccién (a
nivel matraz), de la lipasa de R delemar al inocular las esporas libres e inmovilizadas tanto en el
medio control como en el optimizado.

Figura 10, Comparacion de la produccion de lipasas por
A. delemara nivel matraz entre el medio Dy !
optimizado inoculando las espo ras libres e inmovilizadae

‘25
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Act. lfpolhloa_ _(U/ml)
3 y

“Tiempo (hy -

Ctr = medio D (control). Opt = medio optimizado.

Cuando se inoculan las esporas directamente en ambos medios, la maxima produccion se
alcanza a las 48 hr de fermentacion. Al inmovilizar las esporas, este perfil presenta un
desfasamiento que puede atribuirse a que el alginato genera una barrera permeable que ocasiona
una difusion mas lenta de los nutrientes hacia las esporas atrapadas en éL.  En la figura 11 se
presentan los cambios morfologicos que suffe R delemar al mmovilizar las esporas; de acuerdo a
las figuras 10 y 11, el aumento en la produccion de lipasas debe estar asociada a la formacién de
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pellets ya que hasta las 96 hr el microorganismo presenta un crecimiento en forma de pellets que
permite una mayor transferencia de masa en comparacion al crecimiento micelial, por lo que es
capaz de aprovechar mejor los nuttientes del medio de cultivo para crecer y empezar a producir
la enzima, aumentando esta produccion considerablemente a partir de las 72 hr. Cuando se
moculan las esporas directamente, el microorganismo crece en forma micelial desde las 24 hr
(fotografia no incluida) lo cual parece repercutir en la produccion de lipasas ya que la actividad
lipolitica obtenida es menor en comparacion con obtenida al mmovilizar las esporas. Estos
resultados coinciden con Byme (1989) quien menciona que la formacidn de productos en
fermentaciones fiingicas puede estar influenciada por la morfologia de crecimiento, de tal modo
que el crecimiento micelial a menudo limita la difusion tanto de nutrientes como del oxigeno.

Los resultados anteriores mostraron que la inmovilizacion de esporas en gel de alginato
incrementa la produccién de lipasas por R delemar, por lo que es una mejor altemativa para la
obtencion de estas enzimas a nivel fermentador que la inoculacion directa de las esporas.

Flgura 11. Morfatogia de Rhizapus delemar al Inmoviilzar lag esporas
en alginato, A) ecferas tranclGcidas de 2 mm de didmetso obtenldac a
Ias 48 hr de lermentacién. B] esteras blancas de 2 mm de diémetro 3
iag 72 hr. C} perlas de 3 mm de didmetro, ce observa e! raccionamien-

lo y sglomerecién de Iss mismas » las 96 hr. O] Crecimicnto micelial
abtenido a tas 120 he da | ion {Fotografia
La fermentadin se llevé a cabu en matraces.
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5.- PRODUCCION DE LA LIPASA DE R delemar EN
FERMENTADORES INSTRUMENTADOS DE 5 1.

Figura 12. Comparacién de la produccién de lipasas por R,
delemaren el reactorde § | entre las esporas libresy
ke inmovilizad as utilizando ol maedio D (control).

Cesp

0 L 1 t ‘ ! S
[} 24 48 72 .86 120
Tiempo {hn) -

Agitacién = 400 tpm. Aireacién = 1vvm.

La figura 12 muestra el perfil de produccion de lipasas de R delemar en el
fermentador de 5 | con el medio control, entre fermentadores inoculados con las esporas
libres y las inmovilizadas. Con las esporas libres se obtiene una actividad lipolitica méaxima
de 0.4 U/ml a las 48 hr, mientras que con las esporas inmovilizadas el perfil se desfasa
obteniéndose 1a maxima actividad (2.3 U/ml) a las 96 hr. Como se menciono anteriormente,
este desfasamiento puede atribuirse a la barrera que presenta el gel para la difusion de los
nutrientes por lo que la produccion enzimatica se atrasa con respecto a las esporas libres. Sin
embargo, al inmovilizar las esporas se promueve un crecimiento en forma de pellets que
favorece la disponibilidad de los nutrientes ya que los problemas reoldgicos disminuyen y, en
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consecuencia, se produce una mayor cantidad de enzima. Es asi como- la inmovilizacion
permite un incremento en la actividad ‘de 5.7 veces en- reIacnon a_las esporas: libres. Olsvik ,
(1992), confirma que las propledades reologlcas ‘en fermentacxones nucelmles estan"

determinadas por la concentracion y el estado morfolomco del mxceho ; '

Figura 13. Comparacion de'la produccmn ‘'de lipazas por R
delemaren ‘el reactor de 5.l entre of medno D.icontrol) -
¥ elopnmlzado inoculando s aaporas inmovilizadas. -

. Aot. lipolitica (U/ml)

[} 24 49 72 .96 0120
Tiempo (hn)

Agitacion = 300 rpm. Aireacjon = 1 vvm.

La cinética de produccion de lipasas por R delemar en fermentadores
instrumentados de 5 litros entre el medio control y el optimizado, utilizando esporas
inmovilizadas, se observa en la figura 13. Se realizaron 3 repeticiones de los experimentos
con el medio D (control) y 2 con el medio optimizado. En la figura se muestra la desviacion
estandar entre las repeticiones de cada condicion.



La produccién maxima de lipasa se obtiene pricticamente al mismo tiempo entre el
medio control y el optimizado, sin embargo, la actividad es 1.7 veces mayor con el medio
optimizado: la maxima actividad del control se alcanza a las 96 hr (2.4 U) mientras que con
el medio optimizado se obtiene a las 101 hr (4.12 U).

En la figura 14 se compara la produccion de lipasas por R. defemar a nivel matraz y
en el fermentador utilizando el medio control y el optimizado. Se observa que los valores de
actividad lLipolitica obtenidos en el fermentador no corresponden a aquellos a nivel matraz
(4.8 veces mis baja en relacion al medio optimizado). Lo anterior no es ldgico si pensamos
que tedricamente deberia haber una mejor transferencia de masa en un fermentador que en
un matraz ya que aquel cuenta con sistemas de aireacion (difusor) y agitacion (impulsores)
mas eficientes. Seguramente existen ciertos factores a nivel fermentador los cuales ejercen
un efecto negativo en la produccion de lipasas, entre los que se encuentran: a) limitacién por
oxigeno, b) efecto del bidxido de carbono, c) esfuerzos de corte y d) condiciones de
operacion no estandarizadas.

Figura 14. Comparacion de la produccion de lipasas
por R, delemar a nivel matrz y en fermentador
entre el medio D (control) y el optimizado.
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Agitacion = 400 rpm. Aireacion = 1 vwm.
Se utilizaron esporas inmovilzadas.
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FIGURA 15. Comparacién de la Concentracidn de oxigeno disuelto
{OD) en el reactor de 5 | entre el medio D (control) y el
" optimizado inoculando las esporas inmovilizadas.
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Aireacion = 1 vvm. Agitacién = 400 rpm.

a) Limitacion por oxigeno. Giuseppin (1984) demostré que el oxigeno es un sustrato
limitante que a concentraciones bajas afecta el metabolismo de R delemar (especificamente
a valores de oxigeno disuelto inferiores al 30% se¢ obtiene una produccion de enzima
deficiente), de hecho, la limitacién de algin nutriente o del oxigeno puede causar una
reduccién en el crecimiento y la autolisis del pellet (Prosser, 1991). En el presente trabajo se
monitoreé la concentracion de oxigeno disuelto (OD) a lo largo de la fermentacién. La
figura 15 compara la concentracidon de OD en el fermentador de 5 | entre el medio D y el
optimizado utilizando esporas inmovilizadas. Para el caso del medio D, se observa que desde
el inicio de la fermentacion la concentraciéon de OD disminuye, tal parece ser que éste es
consumido de manera inmediata por el microorganismo en crecimiento. En el caso del medio
optimizado, el consumo de oxigeno empieza después de 20 hr, lo que sugiere que el
crecimiento del microorganismo es mas lento en un inicio que con el medio D,
probablemente debido a que al contener componentes mas complejos como la pasta de soya,
¢sta necesita ser degradada en el medio para que pueda difundirse a través de! alginato y asi
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ser aprovechada por el microorganismo para crecer. Podria pensarse que en ambos casos el

microorganismo utiliza el oxigeno para su crecimiento y reproduccion, de tal modo que

agota casi todo el que se encuentra disuelto - en: el-medio llegandose a. reoxstrar; 35
concentraciones de OD de hasta un 2% (el cultivo se enc ontraba lumtado por oxxgeno) entre'
las 40 y las 96 hr. Al comparar las figuras 13 y 15, se’
lipoliticas con ambos medios es baja a concentracione
La maxima produccién de lipasas se alcanza a las 96
empieza a incrementarse hasta alcanzar posteriorment
similar a los resultados obtenidos por Valero (1991) ¢
el medio de fermentacion restringe la produccién'de lipasas

b) Efecto del bioxido de carbono. La aireacion’ esun p rametr .
un adecuado suministro de oxigeno y asi mantener las condlcxones de aerobxosxs y. remover
el exceso de bidxido de carbono durante una fermentacion (Demam 1986) ‘En’ base a‘ello;
el agotamiento del oxigeno que se llevo a cabo en el medio de cultivo para la produccwn de
lipasas por R. delemar en el fermentador, repercute en un aumento en la concentracion de
bioxido de carbono en el mismo por lo que se puede pensar que esto influye en los bajos
rendimientos de la enzima. Como menciona Villegas (1993), las presiones parciales de
oxigeno y de bioxido de carbono influyen en el microambiente gaseoso que rodea al
microorganismo y afectan su sisterna regulatorio. Estudios realizados por Bajrachaya (1980)
sugieren que ambientes gaseosos controlados pueden regular la produccion de metabolitos
primarios y secundarios en fermentaciones aerdbicas y ser dirigidos a un proceso de
optimizacion de la formacion de productos.

c) Fuerzas de corte. Las fuerzas. de corte ocasionan ruptura o fragmentacion del
micelio y de los pellets (Prosser, 1991). En experimentos realizados anteriormente, se
observé que a nivel matraz con agitacion mecanica continua, a las 72 hr las perlas
empezaron a fraccionarse. Las fuerzas de corte en el reactor (ocasionadas por la accion de
los impulsores), son mayores que en el matraz ya que se observo que hacia las 48 hr las
perlas se encontraban fraccionadas. Al fragmentarse las perlas se promueve la liberacion de
las esporas y por lo tanto es probable que el microorganismo empiece a crecer en forma
micelial lo que ocasiona una limitacion de oxigeno debido a los problemas reoldgicos.
Después del tercer dia de fermentacion, se observd crecimiento micelial en las superficies
internas del reactor y fijacion del mismo en el impulsor y tubo de muestreo. En este punto
podria pensarse que las fuerzas mecanicas provocan un dafio en la célula al fraccionarla lo
que ocasiona una produccion de la enzima baja en comparacion a la obtenida a nivel matraz.

d) Condiciones de operacion no estandarizadas. La velocidad de aireacion y de
agitacion tienen un efecto directo en la concentracion de oxigeno disuelto en fermentaciones
miceliales (Yong, 1993). En el presente trabajo solo se probé una velocidad de agitacion
(400 r.p.m.) y una de aireacion (1 vvm) que muy probablemente no son las mas adecuadas
para mantener la concentracion de OD y de CO; a los valores requeridos para una
produccion adecuada de lipasas. '

35



. En base a lo anterior, el O\Qgeno parece desempenar un papel sumarmente unponante
en la produccion de lipasas, por lo que serfa necesario. llevar a cabo unaserie de estudios
para conocer la concentracion adecuada de éste’ (ver postenormente en recomendac1ones y
perspectivas), los cuales involucrarian “desde el- esmdlo e las’ condxcnones operacxouales
(aireacion y agitacion), asi como de- la ﬁs:oloma de la: perlas de alsnnato y estudlos de -
regulacion y secrecion de estas enzimas, ;i : g : o
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CONCLUSIONES

La determinacién de la actividad lipolitica de'R. delemar se puede llevar a cabo de
manera confiable mediante el método titulométrico de Nahas, ya que es una técnica sencilla
de realizarse y pueden obtenerse resultados reproducibles. Por otro lado, ‘se’ analizé el
efecto del pH en la produccién enzimatica, llegando a la conclusiéon de que es importante:
regularlo a 7.0 durante el transcurso de la fermentacion para aumentar la produccxon de",
lipasas por este microorganismo. SRR

La utilizacién de fuentes de carbono y nitrogeno industriales (dextrina amarilla y
pasta de soya respectivamente), incrementan considerablemente la produccién de enzimas
lipoliticas. Lo anterior representa la ventaja de la disminucion en los costos de produccion ya
que dichos substratos son mucho mds econémicos que los reactivos grado laboratorio. Una
vez seleccionadas los substratos industriales mas adecuados, se llevaron a cabo estudios para
la optimizacion del medio de cultivo, con lo que el disedio factorial fraccionado utilizado con
este fin, permitié un incremento en la produccion de 12 veces con respecto al control. La
relacion de las fuentes de carbono-mtrogeno es muy importante para la produccién de
lipasas (en este caso se encontro una relacién Optima de 1:2), asi como el uso de inductores
y surfactantes en concentraciones bajas como el aceite de oliva (al 1%) y el Tween 80 (al
0.23%) respectivamente.

La inmovilizacién de esporas de R delemar en alginato de sodio incrementa la
produccion de lipasas a nivel matraz. En este caso el microorganismo se desarrolla en forma
de pellets que parecen permitir una mejor transferencia de masa en comparacion al
crecimiento micelial (esporas sin inmovilizar), aun cuando la produccion enzimatica es mais
lenta debido a la barrera permeable que genera el gel para la difusion de los nutrientes.

La produccion de lipasas de R. delemar en fermentadores instrumentados de 5 1 fue
baja en comparacion a la obtenida a nivel matraz (4.8 veces mas baja en cuanto al medio
optimizado). Esto se atribuye a que existen ciertos factores que inciden en el
comportamiento en el reactor los cuales son: 1) los valores de OD durante la mayor parte de
la fermentacion fueron muy bajos por los que parece ser que el cultivo se encontré limitado
por oxigeno durante ésta, restringiendo la produccién enzimadtica, 2) al existir baja
concentracion de oxigeno en el medio, la remocion de bioxido de carbono fue deficiente por
lo que éste pudo haber afectado el metabolismo del microorganismo, 3) aun cuando el
microorganismo fue inmovilizado, hacia el 2° dia de fermentacioén las esferas se empezaron a
fraccionar, por lo que se promovié el crecimiento micelial. Esta morfologia de crecimiento
dificulta la difusion de los nutrientes y genera una gran susceptibilidad del microorganismo a
las fuerzas de corte lo que ocasiona lisis celular, y, en ambos casos, una disminucion en la
produccion de la enzima y 4) Gnicamente se trabajo con una velocidad de agitacién (400
r.p.m.) y de aireacién (1 vvm), por lo que probablemente estas condiciones de operacién no
son las mis adecuadas para la produccion de lipasas por R. delemar.
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RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

l1.- En el presente trabajo no se determiné la concentracion celular de Rhizopus
delemar a lo largo de las fermentaciones, ya que el método que podia Uevarse a cabo en el
laboratorio (cuantificacién de biomasa por peso seco),.no era el adecuado en este caso, ya
que el medio de cultivo industrial contiene substratos insolubles que interfieren en los
resultados. Sin embargo, seria importante llevar a cabo este tipo de estudios mediante otras
técnicas, ya que e.*os datos permitirian analizar la relacion entre crecimiento, produccién y

consumo de oxigeno. "
AY

2.- En base a que el uso de aceite de oliva al 1% incrementa la actividad lipolitica,
pueden plantearse estudios regulatorios sobre el efecto del mismo como inductor de la
enzima. Por otro lado, ya que el Tween 80 en concentracion baja (0.2%) aumenta la
actividad, seria importante llevar a cabo estudios sobre la secrecion de las enzimas lipoliticas
de R. delemar-.

3.- Al inmovilizar las esporas de R. delemar eu alginato se aumenta la produccion de
lipasas, sin embargo, a nivel fermentador las perlas se fraccionan después de 70 hr. Debido a
esto seria importante optimizar las condiciones para la inmovilizacion disminuyendo el
tamaio de las perlas para aumentar el area de contacto por volumen y probando
concentraciones de alginato mas bajas para mejorar la difusion de nutrientes. Podria
probarse la utilizacion de soportes que les den mayor rigidez de tal modo que tengan una
resistencia mayor a las fuerzas de corte.

4.- Las condiciones de operacion del fermentador de 5 ! necesitan estandarizarse para
una adecuada produccion de lipasas. Es necesario llevar a cabo fermentaciones en las que se
varie la velocidad de agitacion no solo para homogeneizar el medio y favorecer una
transferencia de masa mas eficientes, sino para minimizar el efecto negativo de las fuerzas de
corte hacia las perlas de alginato. Por otro lado, se requiere hacer pruebas variando la
velocidad de aireacion para mantener la concentracién de oxigeno disuelto en un rango que
permita al microorganismo producir la enzima.

5.- Es importante estudiar mas a fondo el efecto y concentracién adecuada del
oxigeno para incrementar la produccion de lipasas. Al respecto seria importante realizar
fermentaciones en donde se mantenga la concentracion de oxigeno disuelto constante a lo
largo de ésta, probando valores de OD superiores al 50%. A futuro convendria pensar en
realizar un escalamiento del proceso utilizando kla como criterio ya que el oxigeno es un
sustrato limitante en la produccion de lipasas.

6.- Seria conveniente llevar a cabo fermentaciones en donde se variara la relacidn

oxigeno-bigxido de carbono para evaluar el efecto del segundo y conocer la concentracién
maxima en la que no se afecta la produccion de enzimas lipoliticas.
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Medlum Optnmzatxon by a Fractnonal Factorxal Design for Lipase
- :Productio ‘by Rluzopus delemar

: ’IERRL: CHRISTEN AND AMELIA l‘/\RRES“
uculmtl de Qmmlcu. Universidad Nacwnal A ulunama de Meéxico,

l‘ATRlClA MARTINEZ CRUZ,
Depar mmumu de. /lluucnlus > I)m(ac no/ugm,

The uim of lhc urcscm Wi
mduslrinl grade cnrlmn mld ni

1ictioal

ization of lhc { ¢ ition was carried ont with o frac.
Llpulslic uetivity at 48 lt was 12-fold grealcr than with the initial medinm,
sury: to modify the carbon source-nitrogen souree ratio, to reduce olive oif
) to the medium (o schieve maximum production.

were mul in the fullms ing ﬂ;n[
tional factoriat design in two’
The results show: that it is
concemtration and to-add Tw

Lipases are widely distributed enz mes that can be ob- Culture media Spores of R. delemar were produced
tained from animals, plants.and: mlcroory\msms Their on potato-dextrose agar in 500 mi Erlenmeyer 3 flasks for .
properties vary accordmg to'the soitree. . The tise of these 6 d. They were collected in | : | glycerol-water mixture, till " .
enzymes has been constrained mainly. 1o the food industry, an ODy4=0.06 was reached and then were stored at 4*C."
the major market being ‘flavor: generauon of dairy prod- Dgrowth medium was itsed (15) with the following com-
ucts (1, 2). Lately,: lransestenﬁcauon and_interesterifica- - . position (g/1): carbon source, 10; KNO;y, 2; MgSO;-?H,O
uou, logether with:the? possﬂnluy of usmg the enzymes -0.5; K,HPO,, 1 'and trace elements, 1. The composition of - :-
in organic solvents’(3); have given rise toa very m&erest~- - trace;elements solution was (mg/f): ZnSO,- 7H,0, 439.8;.
ing market in the chemical synthesis sector. ; o Fe(NQy);,0723.5 and: MnSO., 4H,0,203.0.710 /1 Casa-, L

One of the most widely, used :fungat llpases is produged nmoauds (Dlho. Michigan, US/\) or the sialed nitrogen:
Apphtauons include synthesis of ource were! used to supplement lt -together with: Og/I )
esters (4). phosphohpxd acyl ‘exchange .(5), breadmakmg olive oil (10).:.

{6), synthesis of food “emulsifiers (7) and transesterifica- Fermentation conditions’
tion for fat modification (8)y ourigroup has used it in the : Inouzlumpreparauon The culture medlum was ‘steri-
development of daxry‘ flavors.’ lwai and Tsujisaka (1979) ized.at:121°C for- 20 min and 2 mi of the previously col-.
performed the first” studies concerning enzyme -produc- ected spores were. added to 250 ml' Erlenmeyer: ﬂasks,
tion by this mold and’ detected lhe pmducuon ol’ three en- ontaining 50 ml of sterile culture medium. .~
zymes (9). - Incubation conditions  The flasks were mcubated at

In a previous paper (IO) numuoml f'n.lors an“e(_tmg\ 9°C-for 2 d on_a rotary shaker (150 rpm).: :
enzyme production were explored to set the basis to im-} Enzyme preparation At the end of lhe mcubauon :
prove enzyme production :levels. Economic studies: pnr- " period: the mycelium was filtered through. Whatman Ill, -
farmed by this group have shown that at least a 10-fold in- .- ilter paper and used for enzyme activity assay. Each e\tpen-
crease in enzyme yield is necessary to consider mdusmal - ment;was duplicated, except when mentioned.’ L
scale produumu of this lipase. The optimization niethod Alulysns - Lipase activity was quantified’ by free ranyd}”
considered is a two level fractional factorial design (11). ~acid titration with NaOH S0 mM durmg 5min (16).i:The
Some reports about the use of this method in fermenta 1ssay mixture was modified to contain, 6 mi of substrate " -
tion procedures (12, 13) as well as for organic synthesis pro=*" " (a°5% tributyrin: emulsion in 2.5 mM Tris- maleme ‘buffer .
tocols are available (14). The results presented.in these. pH 6.0) and 4 mi of. dialized filtrate sample; (previousty:

works show the great potential of this method to achieve . incubated at 37°C during S min). The reaction was carried
optimization in a short number of experiments, allowmg = out’'al 37°C. Lipolytic activity was expressed as uM of free
the test of many medium consmuents. fatty acids released by ml. One unit (U) of Lipase activity

The aim of this ‘esearch is to overproduce lipase from .. ‘was deRned.as the amount .of enzyme releasing -1 #M of
this mold, using cheap and available industrial grade car- . free ratty acids in mm Each enzymatic assay was dupli-
bon and nitrogen sources, i - C'\led

MATERIALS AND METHODS E! LTS AND DISCUSSION

i R, del CDBB H313, utilized previ- -’ ééleclmn dué(rial nurogen aud carbon sources
ously(lO), obtained from CINVESTAV-IPN, Mexico, was !ndustnal ‘grade reagents were selected between different
used throughout this study, The stock culture was main- * local. vendors. :The chosen brands are the most widely dis-

tained on paraffin slants. ; “tributed i in thi country-and are from those vendors that
e s . -7 gUATaniee 3 “better quality control. The selection of indus-
* Corresponding author. mal grade reagents was carried out by altering the type of
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tndustrial grade substrates used for the first
selection step

TABLE 1.

Carbon sources Purchaser Price (US $/ton)t

Cilucose Arancia 670
Yellow dextrin Aranal S.AY - 646 :
Amidex L Aranel -
Glucose!

Nitrogen sources

Sodium caseinat
Soyu paste
Soybean flonr
Yeast extract .
Casaminoacids?

‘ L'\hnrmory gr'\d
b in 1991,

nitrogen and mrbor
the different types of mdus(rml sources
The controls werel: lnbora(ory ;,mde
{Merck) as carbo
nitrogen source.

2 :hiare’ the aver‘lge
values of fermentati formed by mphc'\ie. show that
casaminoacids (co
Lipolytic activityiis
nitrogen sources (ex
sodiwm caseinate’ e
were 4.6 and .5,6- There are no su,mlu..ml
dilferences. betwe l\q,hcr yuldmb nitrogen
sources, Soya paste.was “¢hosen’ because it'is chieaper than
sodiuwm caseinate (US'$570/1 “vs. U.S. $8225/ton).

Table 2 shows: thai‘the: best carbon industrial sources
are dextrins,.known' Iocally as yellow dextrin and Amidex
20, where the increments in lipolytic activity were 1.5 and
§.3-fold when compared to the control. Yellow dextrin is
a less sotuble and less hydrolyzed dextrin than Amidex 20.
These findings are similar to those reported previously
(10) and might be explained by regulatory effects displayed
by glucose as well as by the better growth the mold shows
in dextrins, which serve as support and allow the forma-
tion of pellets. The resuits lead to the use of an economic
carbon source (US $646/ton). In the subsequent opti-
mization emerimen(s, soya paste and yellow dextrin were
used as nitrogen and carbon sources.

Optimization Quanlitative optimization of the me-

diun was performed with a' fractional Tactorial design in
two steps: the first was used ‘to determine which compo- -
nents have a significant. effect; on ‘lipase production. and
the second to adjust thelr oftcentrations as \vell as to test

TABLE 2. Expenmcnlal re! for carbon m\d m\rogcn suurces

Mean i\clivn Yy i

(U/ml) Sla;ldﬁxd deviation :

Carbon sources

'imental design was performed (17). It cons
‘that allow the study of 7 parameters’ (see_matri

48 h in the original D medium.

'study of-at.least another:ingredient:in: the second stepis
'j;Therefore a 2673  experime; ]

MEDIUM OPTIMIZATION 95

TABLE 3.
Run A B C D g

1 - P

20—

Eight run experimental désign matrix no. 1 (ED 1)
G r(u/mb. .

12.52
B
87
10.74"
6,39
74,05
©1.87-
3.84.

!

i

.+ +1m

Poer +

i

L

+ +
A+ +
T3.85 1,69 —2.85 2,82 0.67 —1.05 ~3.67

“Lipolytic activity () determined afier 2d of culture (Y,=6 96 .
U/ml) and commsi coefficients (b) for cach componcm g .

t

R o o |
+

+ b+t

lhe mﬂuence of another ingredient.
s Experimental design no. ! (ED 1)

3) The concentration of each consmuem
is given in Table 4.
Lipotlytic activity was Lletermme
design and contrast coelficients,: whic
nation of the effect of each consmu
according to the following: fi
l),-— 3 i_lA Y‘

/I —level o(the
Yi = lipolyti

Table 3 dxsplays he experimental:results ‘ol'ED
cording’to}the contrast: coefﬁcxems oblamed. itimayibe:
concluded  that s soya’paste and magnesium® sulphate had :
a positive effect on’enzyme prodncuon and their; initial*
concentration was increased in the next opnmlzauon step
(see Table 5).- Yellow dextrin, potassium nitrate and olive
oil ‘exhibited -a negative ceffect on euzyme - production,:.
therefore their initial concentration was diminished. The

- contrast - coefficient -for potassium’ phosphate’andtrace

elements: were close to zero and their concenlrauon was
not modified.

Results show that hpolyuc activity is increased by 5
times compared o the activity (1.19 U/ml) obmmed

Experimental design no. 2 (ED 2) ; :
unmodified- parameters in the prewous desxgn allows: the.

Glucose
Yellaw dextrin
Amidex
Glucose?

Mitrogen sources

Sodiwm caseinate
Soya pasie

* Saybean flour
Yeast extract
Casaminoacids®

2 Same as Table t.

“Trace clements . L
solution (ml/f) (F) 0.5 1.5
ofive oil {mizN (G) (4] 30
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TABLE 5. Eight run experimental design matrix no. 2 (ED 2)

Run A B C D E r ¥ (U/ml)
1 - o= - < - 12.67
2 + = + = - 15,96
3 : o } g - 1398
4 e L e - - 10.96
5w + “+ = 14,82
6 et - = ) e 201
7 s = 715,08
8 - +

given in Tqble 5): five par:unclers were fixed
ous level and the new parameter:tesied w
Tween 80, Previous studies dunonﬂlr.tlcd th
stimulates the release of -the enzyme:1o. th
medium (10); The com.emr'mon ol
given in Table 6.

The second ewpenmenlal

few constituents could still.be shgh!ly modified although
the final concentrations obtained are rather-close:lo those’:
used in ED 2. Olive oil ‘and.Tween:80’ oncenlr'mons can
be maintained constant at’l'and 0. 2% ’

Lipase production kinetics *" “The commr'mve behav-
iour of hpase production by-R: delemar.in an Erlenmeyer
flask, usmg the initial D:medium ‘and:optimized medium
is plotted in Fig. 1.:Maximun’extracellular lipase produc-
tion was reached after 2 d:in‘both’cases. The optimized
medium allowed a 12-fold increase in enzyme production.
The decrease observed ‘after:the second day.can. be- ex-

.plained by the release of proteases into the medium which
probably hydrolyze the lipase.

The composition. of ‘the optimized medium is (g//):
yellow dextrin, 6; soya paste, 11; KNO;, 2.5; MgSO,, 0.5;
K,HPOy, 1; trace elements, 1 ml//; olive oil, 10 ml// and
Tween 80, 2.3 ml/l. It must. be emphasized that “the
carbon-nitrogen source ratio is.very important for lipase
production, since an:increase in enzyme production .is
obtained when it was modified from 1: 1 to I : 2. Stimula-
tion of enzyme secretion proved to.be important, as the 4,
positive effect exerted by Tween 80 shows. Other. secre-
tion enhancers could be tested. On the other.hand, it:is .
necessary to reduce by half the.concentration of olive oil."
The reason may be that in. low amounts it acts as an en-
zyme inducer (10 mi// or less) but if the levels are raised it

[

o

TABLE 6. Experimental field_for ED 2

Concentration {g//)
= "at the level

Conslituent

Yellow dextrin (A) Ld
Soya paste (B) -9,
KNO, (C) - 0.
MgSO, (D} 0.
Olive ol (ml/f) (E) 8
Tween 80 (mi/f (F) ° 16

K:HPO, and trace elements soluuon were mmnmmed constant- al
1g/tand 1 miZt respecuvely .

Lipolytic activty (Um)

least:a* 10 fold increas
mcrenses could proba
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