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Resumen

RESUMEN

Las lipasas son enzimas que hidrolizan tri, di y monoglicéridos presentes en una
interfase agua-aceite. Se utilizan para obtener saborizantes, particularmente en productos
lacteos y para la maduracion acelerada de quesos (Chen y Chang 1993). El factor limitante para
el uso de las enzimas a nivel industrial es el costo y la disponibilidad de las mismas. Por esta
razon e¢s importante obtener la mayor cantidad de enzima al menor costo, Las estrategias
empleadas hasta ahora incluyen mejorar genéticamente a los microorganismos productores asi

como la optimizacién de los medios de cultivo.

En el presente trabajo se caracterizaron dos cepas mutantes de Rhizopus delemar (M1
y M2) hiperproductoras, obtenidas previamente con ¢l criterio de resistencia a efecto negativo
de la fuente de carbono (Peralta, 1994). Se evalud el incremento en la produccion de enzima en
diferentes condiciones de cuitivo en comparacion con la cepa silvestre de Rhizopus delemar asi

como su aplicacion en la modificacion de crema comercial para la obtencién de saborizantes.

En primera instancia se verificd el fenotipo de las cepas mutantes. Se encontré que la
cepa MI! sufrié una reversion, mienfras que la M2 mantuvo las caracteristicas de
hiperproduccion e insensibilidad al efecto negativo de glucosa, por lo que se utiliz6 para los
experimentos posteriores. En un medio de cultivo con glucosa como fuente de carbono tanto al
1% como al 4% la actividad lipolitica especifica de la cepa M2 fue mayor que la de la cepa
silvestre, efecto que no se manifesté con fuentes de carbono complgjas, como almidon y
dextrinas (1%). La cepa silvestre de Rhizopus delemar presentd represion por fuente de carbono
cuando crecio en un medio con 4% de glucosa. Esto corroboré que es la glucosa per se la fuente

de carbono que reprime la produccion de lipasa por la cepa silvestre de Rhizopus delemar .

Con el fin de determinar el mecanismo por el que ocurre la regulacién de carbono en la
cepa silvestre de Rhizopus delemar asi como verificar si el AMP ciclico puede revertir el efecto
negativo de glucosa en dicha cepa, se adicionaron diferentes concentraciones de AMPc y un
analogo sintético, dibutiril- AMPc, a un medio de cultivo con 4% de glucosa como sustrato. Se
encontré que tanto el AMPc como el dibutiril-AMPc afectan la actividad lipolitica de la cepa

silvestre de Rhizopus delemar. A mayor concentracion de AMPc el efecto en la actividad
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lipolitica es positivo, mientras que a una concentracion baja la actividad lipelitica disminuye
significativamente con respecto al control. El dibutiril- AMPc tanto a altas como bajas

concentraciones tiene un efecto positivo en la actividad lipolitica.

Por ¢ltimo se evalué el uso de la lipasa producida por la cepa mutante de Rhizopus
delemar para la modificacion acelerada de crema y obtencion de sabores lacteos tipe quesos,
que podrian ser empleados en aderezos para ensaladas, dips, etc. Sin embargo, los perfiles de
acidos grasos que se obtuvieron en crema modificada con las lipasas de las cepas silvestre y
mutante fueron muy diferentes. La diferencia principal radica en la proporcion de dcidos grasos
de cadenas largas (18 carbonos), los que se sabe son los responsables de impartir notas
jabonosas en los sabores. Esto indica que la lipasa de la cepa hiperproductora no se recomienda
para la maduracion acelerada de cremas para obtencion de sabores lacteos tipo quesos. De aqui
que se concluya que los criterios de seleccion de cepas mutantes hiperproductoras no son
suficientes para garantizar la aplicacion de las enzimas en procesos de la industria alimentaria,

como el caso de modificacién de grasas.



Introduccion

INTRODUCCION

En el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM se ha trabajado en Ia seleccién de microorganismos con altas actividades lipoliticas, asi
como en su mejoramiento tanto genético como de los medios de cultivo. Rhizopus delemar es
un hoengo filamentoso que ha sido empleado como fuente de lipasa para diversas aplicaciones,
entre eflas la modificacion de grasa lactea para [a obtencion de sabores. Por trabajos anteriores
se sabe gue factores como el pH son criticos en la produccién de lipasa por Rhizopus delemary
hay un incremento en la actividad de 2.5 veces cuando el pH es controlado durante Ja
fermentacion (Martinez y Farrés, 1993). Asimismo se demostré que Rhizopus delemar presenta
represion por fuente de carbono cuando se utiliza glucosa al 4% como fuente de carbono
(Kawasaki, 1991).

El fendmeno de represién catabolica ha sido ampliamente estudiado en bacterias. Se
piensa que la represion se desencadena con la fosforilacién de la glucosa, lo que genera
disminucion en los niveles de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina) que inactiva la CAP
(proteina activadora de catabolite). Sin embargo, este fendmeno no ha sido entendido del todo
en hongos. Algunos trabajos con levaduras y hongos filamentosos han revelado que el
mecanismo de represion en eucariontes es diferente que lo estudiado en bacterias. Genes como
Mig! en levaduras y Cread en hongos desempefian un papel importante en la mediacion de este
tipo de represién. De hecho, en hongos se ha considerado que el AMPc no tiene ningiin papel
importante en la represién catabolica. Sin embargo, en 1994 Mousumi y Geeta reportaron que
para el caso de Aspergillus sydowii, un hongo filamentoso que presentaba represion por glucosa
para la produccion de xilanasa, se pudo revertir el efecto cuando se afiadié al medio un andlogo

no natural de AMPc a una concentracion det00pM de dibutiril-AMPc .
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Esto abrié dos preguntas interesantes para el presente trabajo con Rhizopus delemar:

#)Si el AMPc y/o su andlogo entran a la célula, y

inSi alguno de estos compuestos lograse revertir el efecto de la represién por glucosa.

También se han realizado estudios sobre el mejoramiento genético de la cepa de
Rhizopus defemar con el fin de obtener mejores rendimientos de enzima y de poder emplear
medios complejos. Se buscaron mutantes hiperproductoras y /o insensibles a la represién por
glucosa (Peralta 1994). Dado el cardcter aleatorio de las mutaciones es importante para el
presente trabajo verificar que las mutantes conserven los fenotipos mejorados genéticamente y

probar su posible aplicacidn en la modificacion de sabores lacteos.

Las lipasas obtenidas de las cepas silvestre y mutante de Rhizopus delemar fueron
caracterizadas en trabajos previos del grupo de investigacion. Dicha caracterizacién concluyd
que caracteristicas como pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las lipasas son ligeramente

diferentes, como se observa en la tablal.
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TABLA 1. PESO M()LECULAR, PUNTO ISOELECTRICO Y
GLICOSILACION DE LIPASAS DE Rhizopus delemar.

CEPA | PESO MOLECULAR | PUNTO ISOELECTRICO GLICOSILACION
(KDa)
S 35.08 5.99 ST
M 3905 714 Si

Por tode esto, la primera fase de esta investigacion se enfocé a verificar las

caracteristicas de las cepas mutantes obtenidas. Después se procedié a caracterizar la actividad

lipolitica de las cepas mutantes y silvestre de Rhizopus delemar en diferentes fuentes de

carbono y concentraciones de las mismas. Posteriormente se estudié si el AMPc pudiese jugar

un papel importante en la regulacion de la represion por fuente de carbono. Finalmente, se

evaluo la posibilidad del uso de la cepa mutante de Rhuzopus delemar para la obtencién de

sabores lacteos, a través de fa modificacion de crema comercial, en comparacion con la cepa

silvestre de Rhizopus delemar.
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ANTECEDENTES

1. LIPASAS

Las lipasas son enzimas que hidrolizan tri, di y monoglicéridos presentes en
la interfase agua-aceite. Esta hidrélisis genera glicerol y dcidos grasos libres. Si la hidrélisis no
es completa entonces genera di y monoglicéridos. La caracteristica principal de las lipasas es
que su actividad es méxima solamente cuando la enzima actia en la interfase agua-aceite,
propiedad conocida como activacién interfacial. La hidrélisis se realiza en un medio de
reaccion heterogéneo formado por el sustrato insoluble (lipido) en forma de bicapas o micelas y
la fase acuosa que contiene la enzima soluble (Godtfredsen, 1990).

Las lipasas, por su especificidad, se pueden dividir en dos grupos: especificas y no
especificas. Las especificas hidrolizan uniones ésteres complejas a la primera o segunda
posicion. Muchas enzimas provenientes de microorganismos hidrolizan el primer enlace éster
funion o-éster), por lo que los hidrolizados generados por estas lipasas contienen normalmente
acidos grasos 2-3 y 1-2 diglicéridos y 2 -monoglicéridos. Después de largos periodos de
reaccion, el residuo de 4cido graso en 2-monoglicérido migra a la posicién | para formar 1-
monoglicéridos que son mucho mas ficiles de hidrolizar por enzimas especificas a glicerol y
acidos grasos. Este grupo incluye lipasas de Rhizopus delemar, Rhizopus arrhizus, Rhizopus
microsporus y Apergillus niger. Las lipasas no-especificas no distinguen los enlaces éster de

ninguna de las tres posiciones y pueden hidrolizar por completo el sustrato {Davranov, 1994).



Antecedentes

Las lipasas son secretadas por hongos, bacterias, plantas, animales y humanos

{pancreas), y estdn involucradas en procesos anabdlicos.

* Lipasas de origen microbiano: se ha profundizado en el estudio y desarrollo de este tipo de
enzimas que se encuentran en bacterias, hongos v levaduras (Kilara, 1985). En las lipasas de
origen microbiano se ha encontradoe que la mayoria tienen su maxima actividad en un rango
de pH 5.6-8.7 y de temperaturas entre 30°C y 40°C (Malcata et al., 1992).

¢ Lipasas de origen vegetal: las [ipasas son abundantes en los tejidos de reserva. Los estudios
se centran en cleaginosas tanto en la planta como en la semilla o la fruta. Las semillas tienen
una actividad lipolitica elevada, debido a que deben cubrir los requerimientos energéticos a
partir de las reservas de triglicéridos, pero no siempre estdn presentes en la semilla latente.
Se ha detectado actividad en semiilas de ricino, nabo, colza, girasol, trigo, maiz y avena
{Desnuelle, 1973).

» Lipasas de origen animal: se han hecho estudios en lipasas de mamiferos, principalmente
porcinos y rata. Se encuentran en oOrganos y tejidos como pancreas, corazon, cerebro,

arterias, rifion, tejido adiposo, sangre, orina y leche (Desnuelle, 1975},

El campo comercial méds amplic en donde se han utilizado las lipasas es en la adicién a
detergentes para limpieza de ropa y utensilios de cocina. El mercado comercial de las enzimas
ascendié a un billon de dolares anuales segiin un estudio de Lowe en 1992. El 40% de las
enzimas comerciales disponibles provienen de hongos filamentosos {Archer & Pederby, 1994).
Las aplicaciones de las enzimas son principalmente en detergentes, textiles y otras, incluida la

industria de alimentos (Figura 1.).
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FIGURA 1. PRINCIPALES APLICACIONES DE LAS ENZIMAS
COMERCIALES.

—
H

iEiDetergentes @ Otros Incluyendo alimentos - I Textiles EIA:Iﬁflid

Las principales razones del uso de las lipasas de microorganismos en la industria son:
i) son estables en solventes organicos, i) no requieren de cofactores, i/} poseen una amplia
especificidad de sustratos, y iv) poseen una alta enantioselectividad. La tabla 1 presenta
ejemplos de lipasas provenientes de microorganismos disponibles comercialmente (Jaeger y

Manfred, 1998).
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TABLA 1. LIPASAS DE ORIGEN MICROBIANO DISPONIBLES
COMERCIALMENTE.

Ejemplos de lipasas producidas por microorganismos disponibles comercialmente

Origen Organismo productor Aplicaciones Comercializado por
Biotecnologicas
Fungal Candida rugosa Sintesis Organica Amano, Biocatalysts,
Boehringer Mannheim,
Fluka, Genzyme, Sigma
Candida antarctica A/B Sintesis Orgénica Boehringer Mannheim,
Novo Nordisk
Thermomyces Aditivo de detergentes | Novo Nordisk, Boehringer
lanuginosus Mannheim
Rhizomucor miehei Procesamiento de alimentos | Novo Nordisk, Biocatalysts,
Amano
Buacteriano | Burkholderia cepacia Sintesis Organica Amano, Fluka, Boehringer

Pseudomonas alcaligenes
Pseudononas mendocina

Chromobacterinm
viscosunt

Aditivo de detergentes
Aditivo de detergentes

Sintesis Organica

Mannheim
Genencor
Genencor

Asahi, Biocatalysts

Fuente Jaeger y Manfred, 1998,
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2. PRODUCCION DE SABORES POR MICROORGANISMOS Y

ENZIMAS

Los microorganismos y las enzimas desempefian un papel muy importante en la
produccion de sabores de una gran variedad de alimentos. Mucho antes de los que
microorganismos o las enzimas fueran conocidos y esmdiados, el hombre empiricamente
comenzé a provocar y explotar los beneficios de procesos tales como la fermentacién de los
alimentos. Basicamente, la fermentacidn era de gran utilidad ya que alarga la vida de anaquel de
algunos alimentos. Algunos ejemplos de comida tipica fermentada son: tufu, col y quesos
como &l Rogquefort, Azul, Brick y Gorgonzola (Gatfield, 1988) v en México alimentos como el

pozol y bebidas como el pulque y tezgilino.

Por muche tiempo las plantas han sido la fuente mas importante para obtener
saborizantes y la mayoria de ellos se han aislado de los aceites esenciales. Sin embargo los
principios activos se encuentran en muy bajas cantidades. Actualmente, muchos de los
saborizantes que se encuentran disponibles se producen por sintesis quimica. La creciente
tendencia hacia lo “natural” en alimentos, cosméticos ¢ incluso productos para el hogar ha
provocado que la mayoria de las grandes industrias enfoquen sus esfuerzos en la investigacién y
obtencién de saborizantes de origen biologico, tos llamados bio-saborizantes (Janssens, 1992).
Ademads, también existe una creciente preocupacion por la salud y en las dietas bajas en calorias
y grasas. Esto también ha provocado que las grandes industrias de alimentos hayan emprendido

una fherte biisqueda de ingredientes que puedan sustituir grasas y carbehidratos principalmente.

10
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Las lipasas son un ejemplo de enzimas que han encontrado varias aplicaciones en ia
industria de alimentos, y especificamente en la obtencién de saborizantes. Esto se logra
partiendo de la transformacién de grasas de diversos origenes, y particularmente en productos
lacteos (principalmente leche), ademds del uso para la maduracidn acelerada de quesos (Chen y

Chang 1993).

La grasa de la leche se distingue de otras grasas por la amplia variedad de 4cidos
grasos de cadenas cortas, y es la (nica que contiene cantidades importantes de 4cido butirico
{Dziezck, 1989). La maduracién del queso se puede definir como la transformacion lenta y
paulatina de las grasas, proteinas y carbohidratos, mediada principaimente por microorganismos

iniciadores y flora secundaria que se afiade deliberadamente a la leche.

El desarrollo del sabor en los productos licteos puede ser atribuido a la accién de las
enzimas sobre Ia grasa de la leche. Las lipasas son usadas para incrementar la formacion de
sustancias que responsables de dar el sabor en los quesos, sustitutos de mantequilla y quesos.
Las lipasas refuerzan o aceleran el desarrollo del sabor mediante la hidrélisis de las grasas
presentes en estos productos lacteos. Ademds, permite la produccion de sabores Unicos, asi
como acelerar procesos que son costosos, como la maduracién de quesos por largos periodos de
tiempo. El sabor especifico de los quesos depende en parte de la presencia y cantidad de acidos
grasos de cadenas cortas, asi como de las modificaciones derivadas de las reacciones que
suceden durante la maduracién. Por ejemplo, en algunos quesos como los italianos (romano,

parmesano y provolone) el sabor depende de la cantidad y tipo de dcidos grasos que sean
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liberados por las lipasas. Sin embargo, en ofros tipos de quesos como el azul, el sabor depende

tanto de los dcidos grasos que sean liberados como de la oxidacion de algunos de ellos hasta

metil cetonas (Figura 2.).

FIGURA 2. DEGRADACION DE LiPIDOS DURANTE LA
MADURACION
DE QUESOS.

TRIACILGLICEROLES DE LA LECHE

B lipasa
Acidos Grasos

S B-oxtdacidn
Oxo-acil

'§ tichidrolasa

B-Ceto acido

descarboxilasa

Metil Cetonas (Cn-1)

Las protefnas también desempefian un papel importante en el desarrollo de sabor de los
quesos. La protedlisis conduce a la formacion de compuestos voldtiles y no volatiles cuya
interaccion contribuye al sabor y al aroma de productos lacteos, Por otro lado, el sabor amargo
de los quesos se puede atribuir a los péptidos hidrofébicos de bajo peso molecular provenientes
de cortes inespecificos de caseina. Entre las diferentes caseinas, hay algunas que dan mas notas
amargas que otras, por ejemplo la atl-casefna produce mas notas amargas que la B-caseina. Esto
explica por qué quesos como el de cabra y oveja estdn exentos de sabores amargos, ya que los
porcentajes de o 1-caseina son muy bajos (Adda, 1986).

La especificidad de las lipasas a ciertos dcidos grasos es la base para ¢l use particular

de las mismas en procesos biotecnolégicos.
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3. PRODUCCION DE ENZIMAS

El primer aspecto a considerar en el desarrollo de un sistema de produccién de
enzimas es la seleccién del microorganismo més adecuado. Es importante tomar en cuenta
factores como que el microorganismo no sea patgeno y para su uso en fa industria alimentaria
debe de ser GRAS (General Recognized as Safe) (Bernard et al, 1985). Si la enzima es
extracelular se facilitari su obtencién. Los rendimientos deben ser altos y para lograrlo
generalmente se recurre a alglin tipo de mejoramiento genético. Los costos de produccion de
enzimas deben de ser razonables, lo que implica que el microorganismo crezea rapido y con los
menores requerimientos nutricionales especiales posibles. Se prefieren enzimas constitutivas a
aquellas que necesitan de un inductor en el medio de cultivo, para simplificar el proceso y

reducir costos (Fellows, 1988).

La biosintesis de diferentes enzimas hidroliticas puede ser regulada y direccionada
seleccionando ] medio de cultivo y las condiciones adecuadas / éptimas, las lipasas pueden ser
obtenidas agregando inductores al medio de cultive (Jaeger y Manfred, 1998). La produccion
de lipasas en microorganismos responde de manera muy diferente ante la presencia de aceites
en el medio de cultivo. En la mayoria de los casos éstos actian como inductores y provocan un
aumento en la produccion, pero en otros la disminuyen. Se piensa que muy probablemente el
efector es algin producto de la degradacion de lipidos como el glicerol, ya que los lipidos son

insolubles en agua (Hass y Bailey, 1993).
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Los factores que afectan principalmente la produccién de e¢nzimas son los factores
ambientales, tales como la temperatura, el pH, ia transferencia de oxigeno y la agitacién. De los
factores nutricionales, particularmente en lo que se refiere a la disponibilidad de nutrientes,

dependen el crecimiento y reproduccion.

La mayoria de los hongos pueden crecer sobre medios conteniendo una fuente de
carbono simple, nitrogeno fosfore, azufre y elementos traza (Weinberg 1982). Ademads, la
actividad y la produccion de enzimas estdn controladas por diversos patrones de regulacion, que
finalmente determinan su grado de disponibilidad. Uno de estos patrones de regulacion es la
represion por fuente de carbono o represion catabdlica. Muchos microorganismos apagan un
gran nimero de genes en presencia de ghicosa, ya que esto les representa un ahorro energético,
El efecto de represidn catabdlica es generalmente causado por la glucosa, aunque en diferentes
organisimos pueden provocarlo otras fuentes de carbono ficilmente metabolizables (Ronne et
al., 1993). Existen estrategias nutricionales para evitar el efecto, como el utilizar fuentes de
carbono que no sean represoras, sin problemas de disponibilidad y con precios competitivos.
Asimismo se puede limitar el crecimiento por alimentacién controlada de la fuente de carbone
represiva e incrementar la produccion de la enzima de interés mediante el uso de inductores
gratuitos. Estos se llaman asi porque inducen la produccién y actividad de la enzima pero no
pueden ser utilizados como fuente de carbono. Otra forma consiste en fransferir el organismo
seriadamente de una fuente de carbono represiva a otra no represiva, contando con el hecho de
que Ia sintesis de enzimas normalmente reprimidas ocurre después de un determinado periodo

de tiempo en que el organismo ha sido transferido de una fuente a otra (Rowlands, 1994).
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OBJETIVOS

GENERAL

& Evaluar el comportamiento de lipasas producidas por una cepa silvestre y una mutante de
Rhizopus delemar hiperproductora e insensible al efecto de la fuente de en la modificacion

de productos lacteos.

PARTICULARES

=» Caracterizar la actividad lipolitica de las cepas silvestre y mutantes de Rhizopus delemar

con diferentes fuentes de carbono y concentraciones de las mismas.

= Determinar si el efecto negativo de glucosa a una concentracién de 4% presentado por la

cepa silvestre de Rhizopus delemar puede ser revertido adicionando al medio AMPc,

= Evaluar la posibilidad del uso de lipasa de la cepa mutante de Rhizopus defemar

hiperproductora para la modificacién de grasas y la obtencion de sabores lacteos.
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MATERIALES Y METODOS

1. CEPA

La cepa silvestre de Rhizopus delemar CDB H313 que se utilizé en este proyecto se
obtuvo del Cepario del Departamento de Biotecnologia del CINVESTAYV, del Instituto
Politécnico Nacional. Las cepas mutantes de Rhizopus delemar se obtuvieron y caracterizaron
en el Laboratorio 312, de la Facultad de Quimica de la UNAM (Peralta-Farrés 1994). La
conservacion de las cepas se hizo en tubos de agar inclinado, con medio de papa-dextrosa-agar
(PDA de Oxoid), cubiertos con aceite de parafina estéril, seltados con parafilm y mantenidos a

4°C. Se hicieron resiembras cada seis meses, aproximadamente.

2. MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado para las fermentaciones fue el medio D (Celerin y Fergus

1971), cuya formulacién es la siguiente:

Compuesto Cantidad g/t

Glucosa (Baker) 10
Casaminoacidos (Difco) 10
Nitrato de potasio { KNO;, Baker) 2
Sulfato de magnesio (MgS0Q, TH20, Baker) 0.5
Fosfato dibasico de potasio (K,;HPO,, Baker) 1
Solucion de elementos traza” 1 mifl
Aceite de olivo (comercial) 20 ml/l

*La composicion de la solucion de elementos traza es:

Compuesto Cantidad mg/ml
Sulfato de cinc (ZnSO, 7TH,0) 439.8
Nitrato de fierro (Fe(NO;),) 723.5
Sulfato de manganeso (MnSO,) 203.0
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F! aceite de olivo comercial y la solucion de elementos traza se agregan al medio

después de ajustar el pH a 7. Los medios de cultivo de se esterilizan a 121°C durante 15

minutos, en autoclave,

. COSECHA DE ESPORAS

Se preparan mairaces de 250 m] con 50 ml de medio PDA y se inoculan con micelio
proveniente de los tubos inclinados mencionados anteriormente. Se incuban a 29°C + 1°C
durante 6 a 7 dias, cuando vya se tiene un buen crecimiento del hongo.

Se esterilizan matraces de 125 ml con 25ml de una solucién de glicerol al 50% (v/v} con
agua destilada, y bajo condiciones estériles se toma el micelio poco a poco, y se colocan en
el matraz con el glicerol. Se agitan en un vortex, de tal modo que tas esporas se desprenden
y quedan suspendidas en el glicerol.

Por separado, y con una pipeta estéril, se toma 1ml de la solucién de esporas y se le agregan
3ml de agua destilada, se agita suavemente y se lee densidad odptica en el espectrofotémetro
(Milton Roy, Spectronic 21D), a una longitud de onda de 540 nm, utilizando como blanco
una solucién de glicerol al 50% (3 mi) y 1 ml de agua destilada. La absorbancia a la que se

estandariza el inGculo es de 0.06 .

MONTAJE DE LA FERMENTACION

En matraces de 250 ml se colocan 50 ml de medio D y se esterilizan.
Se inocula en la campana de flujo laminar o en condiciones estériles con 1ml de la solucién

de esporas 0.06 A.
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+ Los matraces se colocan en la incubadora a 29°C + 1°C con agitacion de 150 rpm, por un
periodo de 96h, y se realiza un monitoreo a la fermentacion cada 24 h como se explica en el

punto 3.
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5. DETERMINACIONES ANALITICAS

5.1 BIOMASA

Se filtran las muestras en un sistema Millipore con papel filtro Whatman #1, puesto
previamente a peso constante, La biomasa se coloca en una estufa a 60° C por 48 h, se pesan y
se calcula la diferencia en el peso seco.

5.2 pH

Al filtrade se le mide el pH con un potencidmetro Orion modelo 520 A.

5.3 ACTIVIDAD LIPOLITICA

Se colocan los tubos para el ensayo en un bafio a temperatura constante de 37°C y con
agitacién. Se emplea un método potenciométrico, en el cual se detecta la disminucion en el
valor de pH de wna emulsién de tributirinag por la liberacion de 4cidos grasos debida a la
hidrolisis enzimatica (Unidades Internacionales —UI). Los resultados asi obtenidos se comparan
contra una curva patrén de acido butirico al 0.5% y se obtienen valores de actividad en

micromoles de 4cido butirico liberados por minuto con un mililitro de enzima (Menassa 1982).

5.4 ACTIVIDAD PROTEOLITICA

+ FEn tubos de ensaye se ponen 1 ml de muestra y 2 ml de caseina al 2% en amortiguader de
fosfatos a pH 7.0.

» Se incuba durante 30 minutos a 37°C, en agitacién constante.

» Se centrifugan las muestras a 8,000 rpm durante 10 minutos.

» Con el sobrenadante se sigue la técnica modificada de Lowry (Perterson, G.L., 1977). En

este caso se compara cotitra una curva patrén de tirosina (100mg/ml).
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s |.a actividad proteolitica se reporta como miligramos de tirosina liberados por mililitro por

tiempo (mg/ml t}.

5.5 AZUCARES RESIDUALES

Glucosa;

Se cuantifica con el método de DNS (4cido dinitrosalicilico, Kodak) (Summer y Howell, 1935),

que consiste en:

¢ En un tubo de ensaye se coloca 1 ml del filtrado y se agrega 1ml de DNS. Se agita en
vortex.

» Los tubos se calientan en baiio marfa durante 5 minutos. Se dejan enfriar y se agregan 10 ml
de agua destilada.

» Se dejan reposar por un periodo de 30 minutos y finalmente se leen en el espectrofotémetro
(Espectronic 21D) a una A= 540 nm. Se prepara un blanco de la misma forma pero con agua
destilada.

¢ Se compara contra una curva patrén de glucosa 2mg/ml.

Almidon y Dextrinas:

Se utiliza el método de fenol sulfiirico (Dubois 1956), que consiste en:

» A 1 ml del filtrado se le agrega ! ml de fenol al 5% (v/v) y 5 ml de 4cido sulfiirico
concentrado, agitando vigorosamente.

» Se dejan reposar por un periodo de 20 minutos a temperatura ambiente. Se leen en un
espectrofotometro (Spectronic 21D) a una A=490nm.

¢ Se compara contra una curva patrén del aziicar correspondiente, 2mg/ml.
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5.6 PROTEINA EXTRACELULAR

La proteina extracelular se determina por el método modificado de Lowry-SDS (Peterson,

1977).

» Se prepara una curva patron con albiimina sérica de bovino (Sigma).

s A 1 ml de muestra problema con agitacion constante en vortex se agrega 1 ml de la solucién
Ay se deja reposar a temperatura ambiente por 10 minutos.

e Se agrega 0.5 ml de solucidn B con agitacion continua en vortex y se deja desarrollar la
reaccién por 30 minutos.

¢ Después de los 30 minutos se lee en espectrofotémetro (Spectronic 21D) a una A=750 nm.

Es importante notar que la reaccién es estable durante 120 minutos después de iniciada.

Reactivos

i) Solucién de CTC (carbonato de sodio, tartrate de potasio y sulfato de cobre pentahidratado).

Na2CO3 16%
CuSO4 0.1%
Tartrato de potasio 02%

ii) Solucion SDS al 10%.

iit)Solucién de NaOH 0.8 N

REACTIVO A: Se mezclan volimenes iguales de las siguientes soluciones manteniendo el
orden: CTC, NaOH y SDS. Se prepara momentos antes de comenzar la determinacion.

REACTIVO B: Reactivo Folin. Hacer dilucion 1:6 y se prepara momentos antes de comenzar

la determinacidn.
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6. MODIFICACION DE CREMA

Para modificar la crema se ufiliza como muestra media crema Nestlé de la siguiente

manera:

A 50 g de crema se le agrega | ml de una solucién enzimética (lipasa) de 25 UL Se

homogeniza (braum multipractic) y se incuba a 29 °C y 150 rpm durante 24 h.

7. ACIDEZ TITULABLE

El porcentaje de acidez se calcula con base en ¢l dcido oleico.

¢ Setoma | g de crema y se disuelve con calor.

e Seagregan 3 gotas de fenolftaleina al 1%,

e Setitulacon NaOH 0..1 N.

» Se determina el porcentaje de acidez con la siguiente féormula:

% de 4cido oleico = (ml NaOH gastados) * (0. 1miliequivalente de ac. oleico} * 100

g de muestra

8. EXTRACCION DE ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL)

e Se mezcla | gramo de muestra (crema) con dietileter-hexano (1:1), 01 ml de H2504 (2N).
Se agregan 0.5 g de sulfato de sodio anhidro y se centrifuga para aclarar la muestra durante
5 minutos a 10,000 rpm (Centrifuga J2-MC Beckman).

» E! sobrenadante se agrega en una columna de 10 mm de didmetro interno, que contiene

alumina neutra e inactiva con 4% de agua. Se pasa a traveés de columna a razén de 3ml/min.
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Se remueven los acilglicéridos residuales de la columna con lavados de hexano-dimetileter
(1:1). Se seca la columna al vacio.

Para separar los AGL adsorbidos en la columna se afiade 1 ml de una solucién de 4cido
formico al 6% en éter disopropilico. Se centrifuga a 2,000 rpm durante 5 minutos y se toma

el sobrenadante para la metilacion.

9, METILACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES

Se toma una muestra de 0.5 ml y se le agregan 3ml de éter etilico y 3 ml de metéxido de
sodio.

Se calienta en agua en ebullicion durante 30 segundos.

Se enfria de inmediato en un bafio de hielo.

Se adicionan 5 mi de salmuera.

Se agita y una vez separadas las fases se toma una alicuota de 3-5p1 de la fase organica.

10, CROMATOGRAFIA DE GASES

Se inyectan de 3-5ul de alicuota de fase orgdnica después de la metilacion a un
cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 Plus Gas Chromatograph System.
Se usa una columna no polar compuesta por: 5% fenil-95% metiipolisiloxano,

El gradiente de temperatura que se utiliza es Ti= 50°C y hasta una Tf=250°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacién de las cepas silvestre y mutantes (M1 y M2) de Rhizopus

delemuar.

El trabajo con cepas mutantes incluye el riesgo de la inestabilidad de las mismas, pues
los organismos cuentan con mecanismos de reparacién de los dafios a DNA. Por ello, fue muy
importante evaluar el estado de las cepas mutantes (M1 y M2) que habfan sido almacenadas
desde su tratamiento en 1994, Se determiné la actividad fipolitica y produccién de enzima de
las cepas mutantes (M1 y M2) de Rhizopus delemar, usando glucosa al 1% y 4 % asi como
aceite de olivo como inductor (2%). Los resultados indicaron que unicamente la cepa M2
resulta 0ti} para el objetivo del estudio, pues el comportamiento de la cepa M1 no correspondioé
a la descripcion original sefialada por Peralta (1994). La actividad lipolitica de la cepa M1 a las
96h, punto en el que fue determinada la actividad lipolitica para la seleccién de mutantes por
Peralta, fue muy baja por ello se concluyé que la cepa perdié su caracteristica de
hiperproduccion. La actividad lipolitica obtenida con la cepa M1 cuando crece en un medio con
glucosa 4% es mas baja que la de la cepa M2 (Tabla 1.), lo que sugirié que la cepa M1 también
perdid la caracteristica de insensibilidad a glucosa.

TABLA 1. COMPARACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA
DE LAS CEPAS M1 Y M2 DE Rhizopus delemar.

Cepa Mutante M1 Cepa Mutante M2
Tiempo Actividad Lipolitica Especifica Tiempo Actividad Lipolitica Especifica (Ul/g de
{Ul/g de biomasa) biomasa)
h Glucosa 1% Glucosa 4% h Glucosa 1% Glucosa 4%

0 0 0 0 0 0

24 232+0.53 1.03 £ 0.67 24 9.16 £0.97 5.07+0.43
48 0.94+0.12 0.54 £ 0.39 48 3131044 0.68 £ 0.76
72 1.07+£0.34 0.49£0.26 72 7.48 +1.01 0.63 £0.33
a6 0.76 % 0.45 0.67 £ (.28 96 2173093 1.03£0.52
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La actividad lipolitica especifica (Ul/g biomasa) de la cepa mutante M2 a una
concentracion de glucosa de 1% y a las 96h de fermentacion fue significativamente mayor (5.7
veces) que la obtenida para la cepa silvestre de Rhizopus delemar. Esto indica que la cepa M2
conservd su caracteristica de insensibilidad al efecto negativo de la giucosa, como lo sefiald
Peralta en 1994, Ademds, a una concentracion de 4% de glucosa la actividad lipolitica
especifica obtenida con la cepa mutante es 2.25 veces mayor que la obtenida con la cepa
silvestre de Rhizopus delemar, esto sugirid que la cepa mutante también conservé las
caracteristicas de hiperproduccién. Por éstas razones la cepa M2 de Rhizopus delemar se utiliz6

para la continuacion de éste trabajo experimental.
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2. Cinéticas de Actividad Lipolitica

2.1 Comportamiento cinético de las cepas Silvestre y Mutante de
Rhizopus delemar con glucosa como fuente de carbono al 1% y al 4% y

aceite de olive como inductor (2%).

Los resuitados repartados por Peralta refieren valores de actividad lipelitica obtenidos
a un tiempo fijo (96h). Por tanto en este trabajo se consideré importante evaluar el
comportamiento de la produccion de enzima a través del tiempo (24, 48, 72 y 96h). En las
graficas 1 y 2, se presentan las cinéticas de actividad lipolitica especifica obtenidas por la cepa
sifvestre con glucosa como fuente de carbono al 1% y 4%. Se usaron estas concentraciones por
ser puntos extremos, es decir, que a una concentracién de 4% de glucosa pricticamente no hay
produccién de lipasa y el nivel de actividad es bajo {muy cercano a cero) y constante {Gréfica
2), mientras que usando 1% de glucosa dicho fenémene ne se presenta (Gréfica 1). Por otro
lado, se observa que el méaximo de actividad lipolitica para la cepa silvestre es a las 72h de

fermentacion a una concentracién de 1% de glucosa.

Al observar las cinéticas de la cepa mutante con glucosa al 1% y al 4% resaltan
diferencias importantes con respecto a la cepa silvestre (Graficas 3 y 4) que llevaron a
considerarla como una mejor opcién para la produccién a mayor escala de las lipasas para su

aplicacién en diversas areas.
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Entre las principales diferencias entre ambas cepas destacan:

i) en la cepa mutante el méaximo de actividad se presenta a las 24h de fermentacion para ambas
concentraciones de glucosa, en contraste con la cepa silvestre, que presenté los maximos de
actividad lipolitica especifica (Ul/g biomasa) a las 72h de fermentacion,

if) 2 una concentracién de 4% de glucosa el fendmeno de represion no se presenta en la cepa
mutante, lo que sugiri6 que la cepa conservé la caracteristica de insensibilidad al efecto
negativo por glucosa. Como se mencion¢ anteriormente la actividad lipolftica especifica de la
cepa mutante usando 4% de glucosa es 5.7 veces mayor que la cepa silvestre de Rhizopus
delemar a las 96h de fermentacion y 4.23 veces a las 24h de fermentacion.

jii) la actividad lipolitica especifica es mayor en la cepa mutante que en la cepa silvestre usando
la misma concentracion de sustrato (1% glucosa) y tomando los maximos de actividad de cada
cepa (24 y 72 h, respectivamente). Ademas, como se menciond anteriormente a las 96h de
fermentacién la actividad lipolitica especifica obtenida con la cepa mutante es 2.25 veces mayor
que la obtenida con la cepa silvestre de Rhizopus delemar Esto sugiere que la cepa mutante

también conservd su caracteristica de hiperproduccion.
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TABLA 2. COMPARACION DE ACTIVIDAD LIPOL{TICA ENTRE LA
CEPA SILVESTRE Y LA CEPA MUTANTE M2 USANDO 1% DE

GLUCOSA.
Cepa Silvestre (8) Cepa Mutante (M2)
Tiempo | Actividad Biomasa Actividad Trem Actividad Biomasa Actividad
h Lipolitica (g) Lipolitica po Lipolitica (g) Lipolitica
(Ul/m1) Especifica h (Ul/ml} Especifica
{Ui/g de (Ul/g de
biomasa) biomasa}
20 0 0 0 0 ] 0 0
24 1.237 & 0.1755 £ 423072 24 3.18x0.64 0.3468 £ 0.04 9.16 £ 0.97
023 0.02
43 369+ 0.2565 £ 6.18 £ 0.36 48 1.67 £ 049 05331006 3132044
054 0.07
72 412+ 0.2815 & 928+ 0.62 72 4.18 £ 0.84 0.5595 £ 0.06 748 +1.01
0.69 0.03
96 0381 & 0.3129 + 1.22 £0.59 96 109+ 0.62 0.5639 £ G.13 2.17+£0.93
041 0.05

TABLA 3. COMPARACION DE ACTIVIDAD LIPOLIiTICA ENTRE LA CEPA
SILVESTRE Y LA CEPA MUTANTE M2 USANDO 4% DE GLUCOSA.

Cepa Silvestre (S) Cepa Mutante (M2)
Tiempo Actwvidad Biomasa Actividad Tiemp Actividad Biomasa Actividad
gh Lipolitica (g) Lipolitica 0 Lipolitica (g) Lipolitica
{Ul/ml) Especifica h {ULfml) Especifica
{Ul/g de (Ul/g de
biomasa) biomasa)
0 0 0 0 0 0 0 0
24 0,437+ 0.3646 1.21£0.64 24 1.857 + 0.56 0.3663 £ 0.03 5.07 £ 043
0.23 0.04
48 0.402 = 0.3800 * 1.06+ 049 | 43 0.513+£031 0.7479 £ 0.05 (.68 +0.76
0.39 006
72 1.006 & 0.6103 % 1.65+£0.56 | 72 0.510 +0.44 0.8041 +0 07 0.63 £0.33
0.31 0.03
96 0.456 % 09251 049+£0.84 96 0.833 +£0.29 0.8089 +0 02 103+£0.52
0.43 0.02
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GRAFICA 1. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE GLUCOSA
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GRAFICA 2. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE GLUCOSA
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GRAFICA 3. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE GLUCOSA

Cepa Mutante
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GRAFICA 4. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE GLUCOSA
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2.2. Cinéticas obtenidas de las cepas Silvestre y Mutante de
Rhizopus delemar con almidén como fuente de carbono al 1% y al 4% y

aceite de olivo como inductor (2%).

A diferencia de lo que ocurrié con la glucosa como fuente de carbono (1% y 4%),
usande almidén como fuente de carbono la cepa silvestre presentd los méximos de actividad
lipolitica a las 24h. Mientras que ta cepa mutante de Rhizopus delemar present6 los maximos de
actividad lipolitica a las 24h de fermentacion similar a la tendencia observada cuando se usé
glucosa como fuente de carbono. Los méximos de actividad para ambas cepas se presentan
justamente cuando hay en el medio las mas altas concentraciones de almidon y un pH mds
alcalino (=6.20) comparado contra el pH de las fermentaciones con glucosa como fuente de
carbono que es mas acido (=3.70). Se sabe por experimentos anteriores que en la produccion de
lipasa por Rhizopus delemar hay un incremento en la actividad de 2.5 veces cuando el pH es
controlado durante la fermentacion contra aquéllas en las que solo se ajusta el pH al inicio
(Martinez y Farrés, 1993). Después de las 24h donde se presenta [a mayor actjvidad lipolitica,
la biomasa incrementa de manera significativa mientras que la actividad lipolitica disminuye, lo
que sugiere que después de 24 h el microorganismo usa la fuente de carbono para crecer, mas

que para la produccion de lipasas.

Cuando se usa almiddén como fuente de carbone la cepa mutante no se comporta cormo
cepa hiperproductora de lipasa en contraste a fo que sucede con Ifa glucosa al 1% y 4%
(Graficas.). Esto sugiere que el circuito de regulacion es més complejo de lo pensado en

Rhizopus delemar. Para ambas cepas los méximos de actividad lipolitica fueron mayores
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cuando se utilizé como fuente de carbono un azicar compiejo (almidén) que cuando se utilizo

un azucar simple (glucosa) al 1% y al 4%.

Se observa claramente que a una concentracion de 4% de almidon los niveles de
actividad lipolitica especifica obtenidos con la cepa silvestre son mucho mayores que los
niveles de actividad lipolitica especifica con glucosa al 4%, es decir el fenémeno de represion
por fuente de carbono no se presenté con almidén (Tabla 4.). Al ser el almidén un azicar
complejo, Ja glucosa no se encuentra libre en el medio de cultivo, si no que se va liberando
poco a poco y por ello no alcanza la concentracion necesaria (4%) para reprimir la sintesis de la
Jipasa. Esto va en linea con lo reportado por Kawasaki (1991), donde la autora sugiere que la
glucosa per se provoca un efecto negativo (represion) en la produccion de lipasa por Rhizopus
delemar. Dicho efecto, es generalmente causado por la glucosa, aunque en diferentes
organismos puede provocarlo otras fiuentes de carbono facilmente metabolizables (Ronne et al.,

1995).
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GRAFICA 5. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE ALMIDON,

Cepa Silvestre
( Almidén 1%)

Sustrato (mg/ml)

Biomasa (mg/ml), pH,
ALE (Ul/g biomasa)
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GRAFICA 6. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE ALMIDON,

Cepa Silvestre
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GRAFICA 7. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECiFI’CA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE ALMIDON.
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GRAFICA 8. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECiF[CA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE ALMIDON.
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2.3. Comportamiento cinético de las cepas Silvestre y Mutante de
Rhizopus delemar con dextrinas como fuente de carbono al 1% y al 4% y

aceite de olivo como inductor.

El comportamiento con dextrinas como fuente de carbono al 1% y al 4% es similar en
ambas cepas (Gréficas 9, 10, 11 ¥ 12). Se encontraron los maximos de produccion a las 24h,
igual que con el almidén, sin embargo la actividad lipolitica es mayor cuando se usa dexirinas
como fuente de carbono que almidén. Una explicacion a esto es que en el medio con dextrinas
hay una mayor cantidad de azicares sencillos solubles que el medio con almidén, lo que
permite que el hongo arranque la produccién de lipasa més rdpido que cuando se usa almidén.
Ademas, esto podria sugerir que durante las primeras 24h el organismo sintetiza lipasas para
utilizar el aceite de olivo {(inductor) como fuente de carbono mientras sintetiza enzimas de novo
para hidrolizar estos dos polisacéridos. Esto no se puede asegurar ya que tendriamos que
cuantificar el aceite de olivo residual al finalizar ia fermentacion para saber exactamente en qué
medida lo usa como fuente de carbono.

Al igual que con el almidon después de las 24h, donde se presenta la mayor actividad
lipolitica, la biomasa incrementa de manera significativa mientras que la actividad lipolitica
disminuye, lo que sugiere que después de 24 h el microorganismo usa la fuente de carbono para
crecer mds que para la produccion de lipasas.

Con las dextrinas al 4% como fuente de carbono tampoco se presenta el fendmeno de
represion en ninguna de las dos cepas. Tampoco se presentan caracteristicas de hiperproduccion
en la cepa mutante de Rhizopus delemar, contrario a lo que sucede cuando se usé glucosa como

fuente de carbono.
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GRAFICA 9. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE DEXTRINAS.
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GRAFICA 10. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA SILVESTRE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE DEXTRINAS.
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GRAFICA 11. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 1% DE DEXTRINAS,

Cepa Mutante
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GRAFICA 12. CINETICA DE ACTIVIDAD LIPOLITICA ESPECIFICA.
CEPA MUTANTE USANDO COMO SUSTRATO 4% DE DEXTRINAS.
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El pH es un factor que juega un papel muy importante y estd directamente relacionado

con la actividad de una enzima. Usando almidén y dextrinas como sustrato el pH de la

fermentacion es més alcalino que con glucosa (Tablas 4 y 5.). Esto también afecta a la actividad

lipolitica ya que se sabe que la mayoria de las lipasas de origen microbiano tienen su maxima

actividad en un rango de pH 5.6-8.7 y especificamente la lipasa de Rhizopus delemar presenta

su maxima actividad a un pH de 8.

TABLA 4. COMPARACION DE pH Y LA ACTIVIDAD LIPOLITICA
ESPECIFICA DE LA CEPA SILVESTRE A LAS 24 h DE

FERMENTACION.

Cepa Silvesire

Diferentes fuentes de carbono 1%

Cepa Silvesire

Diferentes fuentes de carbono 4%

PH ALE (Ul/g) pH ALE (Ul/g)
Clucosa 1% 438+ 0.11 423+£072 Glucosa 4% 3.5+ 0.05 1.2+ 0.64
Almidon 1% 623+ 0.06 4335+ 1.34 Almidon 4% 6.13+0.3 2837+ 1.06
Dextrinas 5.99+0.6 58.79+1.53 Dextrinas 4% 5.10+ 0.1 35.08+£0.97
1%

TABLA 5. COMP:}RACI(')N DE pH Y LA ACTIVIDAD LIPOLITICA
ESPECIFICA DE LA CEPA MUTANTE A LAS 24 h DE
FERMENTACION.

Cepa Mutante

Diferentes fuentes de carbono 1%

Cepa Mutante

Diferentes fuentes de carbono 4%

PH ALE (Ul/g) pH ALE (Ullg)

Glucosa 1% 3.92+£0.05 9.16 £ 0.97 Glucosa 4% 3.66 £0.21 5.07+043
Almidon 1% 6.22+0.1 46.49 £ 0.76 Almidon 4% 6.13+0.07 28.32 £ 0.56
Dextrinas 1% 5.62+0.02 58.13£0.2 Dextrinas 4% 4.32 +£0.03 6629+ 09
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GRAFICA 13. COMPARACION DE pH Y LA ACTIVIDAD

LIPOLITICA ESPECIFICA DE LA CEPA SILVESTRE A LAS 24 H DE

FERMENTACION.
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GRAFICA 14. C’OMPARACI(’)N DE pHY LA ACTIVIDAD
LIPOLITICA ESPECIFICA DE LA CEPA MUTANTE A LAS 24 HDE
FERMENTACION.

Relacion entre el pH y la actividad lipolitica
especifica de la cepa mutante a las 24 h de
fermentacion con diferentes fuentes de carbono y
concentraciones.
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2.4. Comparacién de productividad (Ul/mbh) y rendimiento
(Y=UY/g) de las cepas silvestre y mutante de Rhizopus delemar con

diferentes fuentes de carbono y diferentes concentraciones.

Cuando se produce una enzima extracelular a nivel industrial es importante tomar en
cuenta la productividad (Ul/mbh) y el rendimiento (Ul/g de sustrato), ya que los costos
dependen directamente de los tiempos de fermentacién, del costo del susirato que se usara y de
la concentracién de dicho sustrato. Como se observa en las tablas 6 y 7 las dextrinas fueron la
fuente de carbono donde se obtuvo la mayor productividad Ul/mi/h comparando las actividades
méximas y los tiempos de fermentacion para los tres sustratos. Especificamente, la mayor
productividad es para la cepa mutante con una concentracién de 4% de dexirinas
(0.685UI/ml/h). Sin embargo, los mayores rendimientos se obtuvieron con dextrinas al 1%
tanto para la cepa silvestre como para la cepa mutante de Rhizopus delemar. Usar dextrinas a
nivel industrial podria resultar interesante en términos econémicos ya que es una fueate de
carbono mds barata que el almidén o la glucosa. Aungue la desventaja es que las dextrinas
presentan gran variabilidad en cuanto a calidad y grado de hidrélisis. Las dextrinas son
producto de la hidrélisis parcial de la amilopectina, al hidrolizar las dextrinas se obtienen como
productos los disacéridos maltosa e isomaltosa y finalmente al hidrolizarse estos se obtiene la
glucosa. Por todo esto, la fuente de carbono sugerida para el uso industrial son las dextrinas y la
concentracién es 1% ya que se obtuvieron los mds altos rendimientos y productividades. La
concentracién seria 1% porque la diferencia entre 1% y 4% no amerita el incremento en costo

de la fuente de carbeno (4 veces).
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TABLA 6. COMPARACION DE PRODUCTIVIDAD PARA LA
PRODUCCION DE LIPASAS DE LAS CEPAS SILVESTRE Y
MUTANTE DE Rhizopus delemar USANDO GLUCOSA, ALMIDON Y
DEXTRINAS COMO FUENTE DE CARBONO EN LOS MAXIMOS DE

ACTIVIDAD LIPOLITICA.
Cepa Silvestre
Diferentes fuentes de carbono 1% y 4%
Productividad Productividad
(Ul/ml/h) (Ul/ml/h)
Glucosa 1% 0.057 (72h) Glucosa 4% 0.014 (72h)
Almidon 1% 0.604 (24h) Almidon 4% (.569 (24h)
Dextrinas 1% 0.583 (24h) Dextrinas 4% 0.533 (24h)
Cepa Mutante
Diferentes fuentes de carbono 1% y 4%
Productividad Productividad
(Ul/ml/h) (Ul/ml/h)
Glucosa 1% 0.044 (24h) Glucosa 4% 0.026 (24h)
Almidon {% 0.128 (24h) Almidén 4% 0.518 (24h)
Dextrinas 1% 0.569 (24h) Dextrinas 4% 0.685 (24h)

TABLA 7. COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE LAS CEPAS

SILVESTRE Y MUTANTE DE Rhizopus delemar USANDO GLUCOSA,
ALMIDON Y DEXTRINAS COMO FUENTE DE CARBONO EN LOS
MAXIMOS DE ACTIVIDAD LIPOLITICA.

Cepa Silvestre
Diferentes fuentes de carbono 1% y 4%
Y Y
(Ul/g) (Ulg)
Glucosa 1% 412 (72h) Glucosa 4% 25.2 (72h})
Almidon 1% 1449 (24h) Almiddn 4% 341.5 (24h)
Dextrinas 1% 1399 (24h) Dextrinas 4% 319.5 (24h)
Cepa Mutante
Diferentes fuentes de carbono 1% y 4%
Y Y
(Ul/g) (Ulg)
Glucosa 1% 318 (24h) Glucosa 4% 46.5 (24h)
Alniidon 1% 921 (24h) Almidén 4% 311 (24h)
Dextrinas 1% 1365 (24h) Dextrinas 4% 411 (24h)
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Del analisis anterior podemos concluir que:

La cepa silvestre de Rhizopus delemar presentd represion por glucosa usando una
concentracién de 4%, mientras que la cepa mutante no lo present6é conservando la
caracteristica de insensibilidad a glucesa.

Cuando se usan como fuentes de carbono azucares complejos como el almidén y las
dextrinas al 4%, el fenémeno de represion no se presenta en la cepa silvestre de
Rhizopus delemar. Esto sugiere que el fendmeno de regulacion es mas complejo de lo
pensado.

La mejor fuente de carbono para uso a nivel industrial son las dextrinas al 1%, ya que

se obtienen el rendimiento y la productividad mas alta.
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GRAFICA 15. COMPARACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA
VOLUMETRICA ENTRE LA CEPA SILVESTRE Y MUTANTE DE
Rhizopus delemar CON DIFERENTES FUENTES DE CARBONO Y

CONCENTRACIONES

Comparacion de Actividad Lipolitica Volumétrica entre la
cepa Silvestre y Mutante
de Rhizopus delemar en diferentes fuentes de carbonoy
concentraciones

Actividad Lipolitica
Volumétrica {(Ul/ml)

Tiempo
Medio de Cultivo

S glucosa 1% B
S almidon 1%
S almidon 4% PSRN

§ dextrinas 1%
S dextrinas 4%
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3. Efecto de AMPc y dibutiril AMPc¢ sobre las cepas Silvestre y Mutante de

Rhizopus delemar utilizando glucosa al 4% como fuente de carbono.

Este trabajo pretende aportar elementos para esclarecer la naturaleza del efecto
negativo de la glucosa. Se evalud si la adicion de AMPc y su andlogo no natural (dibutiril-
AMPc) al medio de cultivo pudiesen revertir el efecto de represién catabélica que presenta la
cepa silvestre de Rhizopus delemar, cuando crece en un medio con una concentracién de 4% de
glucosa, El fenomeno de represion catab6lica ha sido ampliamente estudiado en bacterias. Se
piensa que la represion se desencadena con la fosforitacion de la glucosa, lo que genera
disminucién en los niveles de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina), gue inactiva la CAP
{proteina activadora de catabolito). Sin embargo, este fenémeno no ha sido entendido del todo
en hongos. Algunos trabajos con levaduras y hongos filamentosos han revelado que el
mecanismo de represién en eucariontes es diferente que lo estudiado en bacterias. Genes como
Mig! en levaduras y Cred en hongos desempefian un papel muy importante mediando este tipo
de represion. De hecho en hongos se ha considerado que el AMPc no tiene ningun papel
importante en la represion catabélica. Sin embargo, en 1994 Mousumi y Geeta reportaron que
para el caso de Aspergillus sydowii, un hongo filamentoso que presentaba represion por glucosa
para la produccién de xilanasa, se pudo revertir el efecto cuando se afiadié al medio un analogo
sintético de AMPc. Especificamente este efecto fue regulado cuando se aiiadié al medio una
concentracién de 100uM de dibutiril-AMPc, que fue hidrolizado dentro de fa célula a AMPc.
Esto abri¢ dos preguntas interesantes para el caso de Rhizopus delemar, i) Si el AMPc y/o su
andlogo entran a la célula, y #) Si alguno de estos compuestos lograse revertir el efecto de la
represién por glucosa. Para evaluar estas hipétesis se probaron dos concentraciones de AMPc y

analogo (10uM y 100uM), siguiendo 1a metodologia reportada por Mousumi y Geeta, 1994. Se
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tomaron muestras del filtrado de fermentacion, con pipetas estériles, cada 24 h y se realizaban
las lecturas de actividad lipolitica. En estos experimentos la actividad estd reportada como
actividad lipolitica volumétrica (Ul/ml), ya que la biomasa sélo se cuantificé al parar la

fermentacion a las 96 h.

Se us6 el AMPc y el analoge no natural (dibutiril-AMPc) pensando en que el AMPc no
entraria a la célula y que el analogo si, tal como sucedi6 en el caso de Aspergillus sydowii. Sin
embargo los resultados mostraron que ambos reactivos provocaron cambios en la cinética de la
actividad lipolitica de la cepa silvestre en medio con glucosa al 4% comparado contra el
control. Esto sugirié que tanto el AMPc como el dibituril-AMPc entraron a la célula. Esto se
puede deber a diferencias en la composicion de la pared celular de Aspergillus sydowii y

Rhizopus delemar.

Los valores de actividad lipolitica volumétrica obtenidos con la adicion AMP¢ y su
analogo son mayores que los valores obtenidos con la cepa control como se presenta en la
grafica 16. El AMPc en concentraciones altas, 100uM, parece tener un efecto positivo en la
actividad lipolitica, mientras que a bajas concentraciones, 10pM parece reprimir ain mas la
actividad de la lipasa. En cambio, con ambas concentraciones de dibutiril-AMPc se observa un
efecto positivo en la cinética de actividad. Este experimento no es suficiente para concluir sobre
la naturaleza del efecto negativo de glucosa, ya que ninguno de los dos compuestos logra
aumentar significativamente la actividad lipolitica de la cepa silvestre reprimida, lo que podria
indicar que la adicién al medio de AMPc por sf solo no revierte la represion por glucosa sobre

la lipasa de fa cepa silvestre de Rhizopus delemar.
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GRAFICA 16. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA
VOLUMETRICA (UI/ml) DE LA CEPA SILVESTRE CON 4% DE
GLUCOSA Y ADICIONANDO AL MEDIO CONCENTRACIONES DE
10uM Y 100uM DE AMPc y Dibutiril -AMPc

Actividad Lipolitica Volumetrica.
Cepa Silvestre 4% de Glucosa
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4. Modificacién de una crema de leche comercial con diferentes lipasas de

origen animal y fungal.

Este trabajo tiene como objetivo aportar elementos para la recomendacién del uso de la
lipasa de la cepa mutante de Rhizopus delemar para la obtencién de sabores a través de la
modificacién de leche o grasa lactea, Estos sabores a su vez, pueden ser aplicados en productos
alimenticios tales como aderezos para ensaladas, dips, etc. Se decidi6 evaluar si la lipasa de Ia
cepa hiperproductora funcionaba de la misma manera que la generada por la silvestre, que habia
sido aceptada en diversas pruebas de modificacién enzimatica de productos lacteos. Se optd
por hacer una comparacion con los sabores y perfiles de acidos grasos generados por algunas de

las enzimas disponibles en el mercado mexicano.

4.1 Obtencién de los exiractos enzimaticos de las cepas Silvestre y

Mutante de Rhizopus delemar

Rhizopus delemar se cultivé en fermentacion sumergida en medio D, usando como
fuente de carbono dextrinas al 1% debido a que se encontr6 en la primera parte de este trabajo
experimental que es el mejor medio de cultivo para la obtencién de lipasas por dicho
microorganismo. La fermentacion se detuvo a las 24 h, se tom6 una muestra del filtrado y se
midi6 actividad por caida de pH. El extracto enzimdtico obtenido tuvo las siguientes

caracteristicas (Tabla 8.)
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TABLA 8. CARACTERISTICAS DEL EXTRACTO ENZIMATICO
DE LAS CEPAS SILVESTRE Y MUTANTE DE
Rhizopus delemar

Cepa pH extracto Actividad Lipolitica
(Ul/g biomasa)
Silvestre 5.83 58.79
(8)
Mutante 525 58.13
(M2)

4.2 Determinacién de la actividad lipolitica de las lipasas comerciales.

Se determin la actividad lipolitica de cada una de las enzimas comerciales por caida de pH,

ajustando inicialmente el pH a 7.00. Los resultados se muestran en la tabla 9.

TABLA 9. ACTIVIDAD LIPOLITICA DE LAS LIPASAS

COMERCIALES
Lipasa pH Actividad Lipolftica
{umol de sustrato liberado/ min)
Sigma Type Il (pancreas porcino) 1.00 47.97 (UD)
Amano {Rhizopus sp) 6.98 67.92(UI)
Biotecsa (origen fungal} 7.01 27.84 (UI}
Christian Hansen (Cabrito) 7.00 11.57 (UD)

Como se observa en la tabla 10 fa actividad lipolitica de Ia enzima de Christian Hansen
es baja comparada con el resto de las enzimas. Esto probablemente s¢ deba al uso de gran
cantidad de extendedores dentro de la formulacién de la enzima, por lo que se decidié no
continuar la modificacién de la crema con dicha enzima. Por otro lado, la mayor actividad
lipolitica se obtuvo con la lipasa de Amano (Rhizopus sp) y después las lipasas de R. delemar

mutante y silvestre, respectivamente.
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4.3 Modificacion de la grasa

Se agregé 1 ml de cada extracto enzimético a las muestras de media crema Nestlé. Se
homogeneizé para asegurar la formacion de la interfase agua-aceite donde actua la lipasa. Los
matraces se incubaron con agitacion orbital durante 24 h y se detuvo la fermentacién calentando
durante 1 minuto en bafio maria las muestras. Después se midio la acidez titulable, que se
reporté como porcentaje de 4cido oleico, por ser el 4cido graso mas abundante en la leche. La
muestra modificada con lipasa Amano fue la que presenté el mayor porcentaje de acidez

reportado como porcentaje de 4cido oleico, como se muestra en la grafica 17.

GRAFICA 17. ACIDEZ TITULABLE REPORTADA COMO
PORCENTAJE DE ACIDO OLEICO PRODUCIDO POR CADA LIPASA

DURANTE LA MODIFICACION DE LA CREMA.
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4.4 Cuantificacién de dcidos grasos libres (AGL)

Como se ha mencionado, los acidos grasos libres juegan un papel muy importante en el
sabor de productos lacteos como los quesos. La liberacion de acidos grasos es un proceso
paulatino que podria llevar algunos dfas en incluso meses. El uso de las lipasas pretende que
dicho proceso de maduracién y liberacién de cidos grasos sea mucho mas répido. Con el fin de
determinar el perfil de acidos grasos liberados por cada una de las lipasas se realizé un estudio

de cromatografia de gases.

El perfil de acidos grasos libres que se obtuvo con las lipasas de Rhizopus delemar
vari6 sobre todo en la proporcién de 4cidos grasos de cadenas de 18 carbonos como se presenta
en la grafica 18. La lipasa producida por la cepa mutante de Rhizopus delemar fue la que
presenté mayor afinidad / especificidad hacia los acidos grasos de cadenas largas. Algunas
hipétesis que podrian explicar estas diferencias son:

i} Debido a que la mutacién a la que fue sometido Rhizopus delemar no fue puntual,
entonces la luz ultra violeta pudo haber afectado alguna (s) proteasas, que a su
vez puedan modificar a la lipasa, provocando una alteracién en la especificidad
por ciertos &cidos grasos.

i) Como se menciond en el capitulo de antecedentes de este trabajo, las lipasas de la
cepa silvestre y de la cepa mutante presentan caracteristicas ligeramente distintas.
Los pesos moleculares y  los puntos isoeléctricos son diferentes, Esto también
podrfa provocar que la especificidad de las lipasas por ciertos dcidos grasos sea

diferente.
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El porcentaje de dcidos grasos de cadenas largas (18) obtenido con la cepa mutante es
el mas alto, seguido por la lipasa de Amano Rinzopus sp. Los écidos grasos de cadenas largas
son los responsables de impartir notas jabonosas a los sabores obtenidos y estos no son
agradables al paladar humano. Esto sugiere que la cepa mutante no se puede utilizar para la

medificacion acelerada de grasa.

Por trabajos anteriores sobre maduracién acelerada de quesos por Penicillium
caseicolum (Arenas, D., 1998), sabemos que a través del tiempo los dcidos grasos de cadenas
largas van sufriendo otras reacciones, como la oxidacion, y son mas susceptibles a la
degradacién que los dcidos grasos de cadenas cortas. Esto provoca que en las primeras etapas
de la maduracion la concentracién de acidos grasos de cadenas largas sea muy alta y con ¢l paso
del tiempo, ésta llega a ser una tercera parte. Mientras que las concentraciones de dcidos grasos
de cadenas cortas (acido butirico) permanecen sin cambios significativos. Seria recomendable,

por tanto, comparar los perfiles a tiempos mayores de modificacion.
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GRAFICA 18. COMPOSICION PORCENTUAL DE ACID’OS GRASOS
LIBRES GENERADOS DURANTE LA MODIFICACION DE LA
CREMA POR LAS DIFERENTES LIPASAS

Composicion Porcentual de los dcidos grasos generados
por las diferentes lipasas.
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TABLA 10. TIEMPOS DE RETENCION Y PROPORCION DE ACIDOS
GRASOS GENERADOS POR LAS ENZIMAS DE ESTUDIO Y
COMERCIALES

Nimero Nombre del dcido Tiempo Grasa de R. R. Sigma Amano | Biotecsa
de de leche delemar | delemar | Type Il | Rhizopus

Carbonos refencién anhidra silvestre | mutante sp

(s) (%) (%) (%) (%) (%o} (%)
[«} Butinico 291 36 341 305 233 175 3122
o] Caproico 509 22 243 206 190 103 2168
Cc8 Capnlico 758 12 1.5% 20 135 087 1222
C10 Ciprico 102t 25 358 290 314 206 285
c1z2 Liunco 1387 29 493 426 678 595 5,40
C14 Mirislico 18.63/18.2 10.8/0 1 148 1195 14 20 1095 1287

g
C16v161 | PalmiticoPalmitoleico 23 46/229 26920 39 27 60 3277 3234 3022

4
Cl8'ss EstearicolOleico/Linoleico/Lino 28 30- 12 1220 543 3533 4818 38 50 4502 4124

-lemico 29.54 20 4=
362

Tabla 10. Trempos de relencion y proporcion de acidos grasos generados por las enzimas de estudio y comerciates

» Con las condiciones utilizadags en la cromatografia de gases, no es posible diferenciar los 4cidos grasos de 18 carbonos, por gso es
que se reportan come 18’s en total, los dmdos gue incluye son: estedrico, oleico, lincleico y lnolénico (18:0/18:1/182 y 18:3,
respectivamente).
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CONCLUSIONES

+ La cepa mutante M1 de Rhizopus delemar perdio sus caracteristicas de hiperproduccion de

lipasa asi como de insensibilidad al efecto negativo de glucosa.

s La cepa M2 present6 un fenotipo mas estable de insensibilidad a glucosa e hiperproduccion

de lipasa,

» La cepa silvestre de Rhizopus delemar presenté represion catabolica cuando crece en un

medio con glucosa al 4%, mientras que la cepa mutante no presenta dicho fenomeno.

e La cepas silvestre y mutante de Rhizopus delemar presentaron actividades lipoliticas altas

cuando crecen en un medio con un azicar complejo (almidén o dextrinas).

e ElpH 4cido afecta negativamente a la actividad lipolitica de Rhizopus delemar.

« La productividad y rendimiento mas altas se obtuvieron usando dextrinas 1% como fuente

de carbono con la cepa silvestre.

s El AMPc y el dibutiril-AMPc afectan la actividad lipolitica de la cepa silvestre de Rhizopus

defemar en un medio con glucosa al 4%.
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A mayor concentracion de AMPc el efecto en la actividad lipolitica es positivo, mientras
que a una concenfracién baja la actividad lipolitica disminuye significativamente, con

respecto al control.

El dibutiril- AMPc tanto a altas como bajas concentraciones tiene un efecto positivo en la
actividad lipolitica. Sin embargo, ni el AMPc ni su andlogo por si solos podrian explicar la

naturaleza de la represion por glucosa en Rhizopus delemar.

Entre las preparaciones enzimaticas probadas, la actividad lipolitica més alta se obtuve con
Ia enzima de Amano (Rhizopus sp.) seguida por la enzima de la cepa mutante de Rhizopus

delemar .

La cepa mutante de Rhizopus delemar presenté una mayor proporcién de acidos grasos de

cadenas largas que la cepa silvestre.

No se recomienda el uso de la cepa mutante de Rhizopus delemar en la obtencién de
sabores lcteos, ya que los dcidos grasos de cadenas largas son los responsables de impartir

en los alimentos notas jabonosas desagradables al paladar humano.
Los criterios de seleccion de cepas mutantes hiperproductoras no son suficientes para

garantizar la aplicacién de las enzimas en procesos de la industria alimentaria, como el

caso de modificacion de grasas.
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