UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

A™\

Casa abierta al tiempo

CARACTERIZACION TAXONOMICA Y MOLECULAR DE
CEPAS DE HONGOS TERMOFILOS: ESTUDIOS DE
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE LIPASAS

TESIS

para obtener el grado de

Especialista en Biotecnologia

PRESENTA

LB.I Ruth Angélica Pefia Reyes

Asesor
Dr. Ernesto Favela Torres

México, D.F., a4 de agosto del 2009.



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

Indice

1. INEFOAUCCION ... e s 7
1.1 Elreino delos hONGOos .........ccccciiiiiiiiiiiiiiiicicc e 7
1.1.1 Generalidades ...........ccivuiiiiiiiiiiiii 7
1.1.2 MOTEOIOGIA. ... e 8
1.1.3 MetabOoliSImO.......c.ocuiiuiiiiiiiiiicccc s 10
1.1.4 RePIOAUCCION ...ttt s s s e 10

1.2 Identificacion de hongGOos ..ot 12
1.2.1 Caracterizacion taXONOIMICA..........cccuiiiiiiiiiiiiiiiii s 12
1.2.1 Caracterizacion molecular ............ccccooiiiiiiiiiiiiiiic e 12

1.3 Lipasas y Fermentacion en medio s6lido (FMS) ..........ccccceviiiiiiiniiiiniiiiciiicce, 13
1.3.1 Produccion de lipasas.........cccoeveueiiiiiiiiiiiiieice e 14
1.3.2 Produccion por fermentacion en medio sOlido .........cccecvviviiiiiiiiiiiiiiiciiiccen, 15
1.3.3 Aplicaciones de Lipasas .........cccccceeieiiiiiiiiiiiiiiiiiicece e 16

2. Justificacion, hipotesis y ODJetivos ..........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicc 20
2.1 JUSHEICACION......veeieeeeiee ettt e et e et e e eetae e e eeaaaeeeetteeeeeseeeeenaeeeeenneens 20
22 HIPOESIS ..ttt e 20
2.3 ODJELIVOS ...ttt e e 20
2.3.1. Objetivo general.........ccccciiiiiiiiiiiiiiiece s 20
2.3.2. ODbjetivos @SPECIfICOS. .......coouiuiiiiiiiiiiciciiciiece e 21

3. Materiales y MEtodos.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii 23
3.1. Identificacion taXONOMICA. .........ccccvuiiiiiiiiiiieie e 23
3.1.1 Preparacion de las cajas de Petri para el microcultivo...........ccccocvviiiiiiiinnnnn. 23
3.1.2 Método para el microCultivo.........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiec e 23

3.1.3 Observacion de estructuras flngicas al microscopio.........ccceeeveeviicieiiiincenennn. 24



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

3.1.4 Microcultivo modificado.........c.coueiiiiiiiiiiiiiii e 24
B.1.5 CINILLAS. ... s 25
3.2. Identificacién por Biologia Molecular..............c.cccciviiiiiiiiiiiiiiiiieciececee 25
3.2.1 Extraccion DINA ... 25
3.3 MICIOOTZAMISIIIONS . .....uviiiiiiiiiiiii it e 26
3.4 Medio de propagacion de inOCulo ..........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
Esporas como iNOCUIO .........c.couiiiiiiiiiiic e 27
Micelio comO INOCUIO ..ot 27
3.5 Determinacion del efecto de la temperatura en el crecimiento.............cccceeveeeennnne. 27
3.6 Bioensayo para determinar la produccion de lipasas..........cccccoceviiiiiiiiiiiiiincnnn. 27
3.7 Produccion de lipasas en fermentaciéon en medio sélido (FMS)...........cccceceveininnne. 28
3.7.1 Tratamiento del soporte inerte. ............ccccociiiiiiiiiiiiiiceee 28
3.7.2 Medio de cultivo para la produccion de lipasas en FMS...........ccccocoviiiiiininnne. 28
3.7.3 Fermentacion en Medio SOlido (FMS).....cccccouiviriniincniiiiicinieieecneeeee e 28
3.7.4 Obtencion del biocatalizador ...........ccooooiiiiiiiiiiiiiiccee, 29
3.7.5 Cuantificacion de actividad Lipasa ........ccocevvevieininiinenininincnecccceceeceeen 29
Método de p-NPB ..ot e 30

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES ........cocoiiiiiiiiiiiiiiciiecerecce et 33
4.1 Identificacion taXONOMUCA. ........ccueuiiiuiieiiieieiiieiee e 33
T Li0@B s 33

[ 17CB, 1.8CB ¥ 2 1B s 34

T AUA s 36

[ 1BclV, 1.4eB, 1.6bB, 1.10aB, 2.2cB, 2.5aB, 2.7cB, 2.8bB y 2.9aC...........ccccccvrueurnnne. 37
4.2 Identificacion MOIECUIAT ...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiic e 38

4.3 Determinacion del efecto de la temperatura en el crecimiento...........cccoeeeveveurnuenene. 39



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

4.4 Deteccion de actividad lipasa in VIVO .........cccocioiiiiiiiniiiicccce 40
4.5 Efecto del tipo y tamafio de inoculo en la produccion de lipasas...........cccceeveueeunnee 43
4.6 Produccion de biocatalizadores.............cccoviiiiiiiiiiiiiiiicc e 45
4.7 Cuantificacion de actividad lipasa..........cccccooeviiiiiiiiiiiiiiiccce 48
4.8 Calculo tamafnio de INOCULO ..........ccccviiiiiiiiiiiiiic e 49
7. BIDHOGIAIA ...t e 53
ANEXO A oo s 58
A1. Medios de cultivo y soluciones para la caracterizacion taxonémica y molecular-..... 58
A.2 Tratamiento del soporte inerte...........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 59
A.3 Curva estandar de 4cid0s Grasos...........cceviviviiiiiiiiiiiiiiiiii e 60

A.4 Curva estandar de p-Nitrofenol............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiceen 61



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

A8 CAPITULO 1
E?sa abiarta al tiempo INTRODUCCI(’)N




Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

1. Introduccion

1.1 El reino de los hongos

1.1.1 Generalidades

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de organismos (se han descrito
aproximadamente 500.000, pero se estima que pueden existir entre 1 y 1,5 millones
de especies) que presentan una amplia distribucion en la naturaleza,
contribuyendo a la descomposiciéon de la materia orgénica y participando en los

ciclos biolégicos. Un pequefio niimero son patoégenos de animales y plantas.

Inicialmente, los hongos fueron clasificados dentro del Reino Plantae ya que fueron
considerados organismos inméviles presentando estructuras que se asientan
firmemente en el sustrato sobre el que crecian. Sin embargo, cuando se ha aplicado
la biologia molecular en los estudios taxonémicos se ha observado que los hongos
estan mas proximos al Reino Animalia que al Plantae. En el sistema de clasificacion
de los seres vivos en cinco reinos, los hongos se encuentran clasificados en el Reino
Fungi, que se divide en cuatro Phyla denominados Ascomycota (el mdas extenso que
comprende el 50% de los hongos conocidos y aproximadamente el 80% de los
hongos patégenos, Basidiomycota, Zygomycota y Chytridiomycota, encontrandose en
los tres primeros los hongos patégenos humanos. Los hongos en los que no se
conoce su reproducciéon sexual, constituyen un grupo heterogéneo denominado
Deuteromicetos, hongos imperfectos o mitospéricos, que representa el segundo
grupo mas numeroso y que también incluye patégenos humanos. (Alexopoulos et

al., 1996; Burnett, 2003).
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1.1.2 Morfologia

Los hongos son organismos eucariotas tipicos y poseen un nucleo que contiene
varios cromosomas (siete en Candida albicans, ocho en Aspergillus nidulans y
dieciséis en Saccharomyces cerevisiae) delimitado por una membrana nuclear, con
nucléolo rico en ARN y organulos citopldsmicos, como mitocondrias, vacuolas,
reticulo endopldsmico, aparato de Golgi y ribosomas 80 S. El citoplasma se
encuentra limitado por la membrana citopldsmica, que es una doble capa de
lipidos que contiene proteinas y esteroles y que controla la permeabilidad celular y
participa en la sintesis de la pared celular. La estructura de las células de los
hongos es muy diferente de la de las bacterias que son organismos procariotas.
Aunque comparten muchas estructuras, las células de los hongos se diferencian de
las de las plantas en la composicion de la pared celular y en que carecen de
cloroplastos y clorofila, y de las humanas en que tienen pared celular y en la
presencia de ergosterol en la membrana citoplasmica. Por el exterior de la
membrana citopldsmica, presentan una pared celular que estd compuesta
fundamentalmente por polisacaridos y por diversas proteinas. Los polisacaridos
mas importantes son la quitina (polimero de n-acetil glucosamina), el manano

(polimero de manosa) y el glucano (polimero de glucosa).

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologias: una multicelular
denominada filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme (Figura 1).
Los hongos filamentosos (miceliares o mohos), representan el crecimiento mas
tipico de los hongos microscépicos. En medios de cultivo sélidos y también sobre
cualquier superficie en la que se desarrollen, por ejemplo frutas u otros alimentos,
producen colonias algodonosas o pulverulentas que son muy caracteristicas. Al
microscopio 6ptico, los hongos filamentosos presentan unas estructuras tubulares,
formadas por multiples células, que se denominan hifas. En la mayoria de los

hongos filamentosos, las hifas son tabicadas y presentan septos que delimitan las
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diferentes células. Sin embargo, los hongos del Phylum Zygomycota presentan hifas

que carecen de septos y se denominan cenociticas o sifonadas.

FIG. 1 Aspecto colonial de hongos que presentan crecimiento filamentoso (F) y levaduriforme (L).

Las hifas de los hongos tabicados suelen tener un didmetro inferior (2-5 pm) a las
de los hongos sifonados (10-15 pm). Las hifas normalmente se desarrollan a partir
de esporas, aunque también pueden originarse a partir de fragmentos de otras
hifas, y crecen gracias al depésito de nuevos materiales en su extremo,
ramificindose con mucha frecuencia hasta producir una marafia de filamentos que

constituyen el micelio (Figura 2).

Esporingios

FIG.2 Detalle de una hifa exhibiendo un esporangio, sus hifas y sus esporangios.

En una colonia de un hongo filamentoso se produce una diferenciacién en las
funciones del micelio, de tal forma que el micelio vegetativo penetra en el sustrato
para obtener los nutrientes, mientras que el micelio aéreo se proyecta hacia el

exterior de la colonia y produce las estructuras reproductoras.
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Los hongos que presentan crecimiento levaduriforme generalmente dan lugar a
colonias lisas que recuerdan a las bacterianas en medios de cultivo sélidos. Dichas
colonias estan formadas por agregados de células individuales (5-30 pm)
denominadas levaduras. Los hongos levaduriformes se dividen por gemacién o

por fisién binaria.

1.1.3 Metabolismo

Los hongos obtienen los nutrientes por absorciéon y tienen un metabolismo
quimioheterétrofo, ya que obtienen la energia y el carbono de compuestos
organicos sintetizados por otros organismos. Este hecho condiciona su modo de
vida, ya que en la naturaleza se encuentran asociados a la materia orgénica en
descomposicién, participando en los ciclos naturales de reciclado del carbono y
otros elementos naturales o como patdégenos oportunistas de los animales y
plantas. Los hongos pueden degradar una gran cantidad de componentes, para lo
que disponen de potentes exoenzimas que en algunos casos pueden servirles como

factores de virulencia en el hospedador. (Bial - Aristegui, 2002).

En el laboratorio, los hongos crecen facilmente en la mayoria de los medios de
cultivo, necesitando una fuente de carbono orgénica e iones amonio o nitrato como
fuentes de nitrégeno. Los hongos filamentosos son aerobios y los levaduriformes

anaerobios facultativos.

1.1.4 Reproduccién

La mayoria de los hongos presentan reproduccion sexual y asexual. El estado
sexual se denomina teleomorfo o meiospérico y el asexual anamorfo o mitosporico.
Es relativamente comtn que un mismo hongo tenga dos nombres, el del estado
anamorfo y el del estado teleomorfo, ya que suelen haberse descubierto y

nombrado de forma independiente. En un grupo importante de hongos solamente

10
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se conoce la reproduccién asexual, bien porque no se conocen las condiciones
adecuadas para que se desarrolle la forma sexual o porque ésta se ha perdido a lo
largo de la evoluciéon. Aunque la reproduccién asexual puede lograrse por
fragmentacion de las hifas, ya que cada fragmento puede producir una nueva
colonia, normalmente los hongos se reproducen, tanto sexual como asexualmente,
por medio de esporas. Los hongos producen millones de esporas, cada una con la
capacidad para desarrollar una nueva colonia. Las esporas sexuales se producen
tras la fusiéon de los ntcleos de dos hifas sexualmente compatibles o de dos
levaduras y posterior meiosis. La morfologia de las esporas sexuales es muy
variada y tiene gran interés para la identificacion fdangica, ya que presentan
diferencias caracteristicas. Los hongos del Phylum Basidiomycota producen
basidiosporas en el exterior de una estructura denominada basidio, los Ascomycota
producen ascosporas en el interior de una estructura en forma de saco denominada

asco y los Zygomycota producen zigosporas.

Las esporas asexuales generalmente se producen en hifas especializadas y se
denominan de diferente forma segin su morfologia. Los Zygomycota producen
esporangiosporas en el interior de una estructura en forma de saco denominada
esporangio. Los Ascomycota y, en menor grado, los Basidiomycota, producen esporas
asexuales denominadas conidios que se desarrollan a partir de una estructura

denominada conidi6foro.

En décadas recientes, este grupo biologico ha despertado el interés de taxénomos,
morfologos, genetistas y ec6logos, entre otros especialistas, por ser excelentes
sujetos y modelos de investigacion. Presentan una notable diversidad de formas,
estructuras, tamafios, colores y olores; se encuentran en todos los tipos de
ecosistemas, donde muestran ademas variedad en sus habitos y ciclos de vida

(Romero, 2006).

11
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1.2 Identificacion de hongos

1.2.1 Caracterizacion taxonémica
Para el examen microscopico de los hongos pueden usarse diferentes métodos.

Uno de éstos es el microcultivo o cultivo en portaobjetos. Aunque esta técnica es
laboriosa, es ideal para preservar y observas las caracteristicas microscépicas de las
estructuras completas de diversos hongos, lo que permite hacer su identificacion
definitiva y obtener preparaciones permanentes o semi-permanentes, este método
involucra la resiembra o subcultivo de las colonias obtenidas en el cultivo

primario.

Para hacer las resiembras debe tomarse una pequefia porcion d ela colonia con una
asa con el extremo doblado en angulo recto, flameada y enfriada, y sembrarse en la
superficie de otro medio de cultivo. Para hacer esta resiembra, el asa debe hundirse
en el agar de modo que una parte del inéculo quede por debajo de la superficie del
agar. De preferencia debe tomarse para este subcultivo un &rea de crecimiento
primario donde la esporulacion sea activa. En el caso de estos cultivos secundarios
la observacion del crecimiento debe hacerse diariamente ya que habitualmente es

mas rapido que en el cultivo primario(Gonzalez, 1995).

1.2.1 Caracterizacion molecular

La aplicacion de marcadores moleculares, permite clarificar las relaciones genéticas
de los grupos de hongos fitopatéogenos (O’Neill et al., 1997), principalmente
cuando los criterios morfolégicos de clasificacion son variables. El uso de
marcadores moleculares permite la identificacién de organismos de forma viable y

con mayor certeza por estar basado en la composicion del ADN.

La amplificacién de secuencias especificas de acidos nucleicos tiene una alta

sensibilidad para discriminar entre diferentes aislados. La utilizacion de

12
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marcadores moleculares permite ademas procesar un gran nimero de muestras en

un corto periodo de tiempo (Alves et al., 2002).

Los analisis moleculares se utilizan en la identificaciéon de hongos, especialmente
para géneros dentro de los cuales las especies tienen caracteristicas morfoldgicas
coincidentes entre ellas. La deteccién o diagnéstico molecular podria ser mds ttil a
partir de tejido vegetal y/o muestras de suelo directamente, sin embargo, se
necesitan de mayores avances, principalmente en el desarrollo de técnicas mas
confiables y con mayor disponibilidad para la extraccion de ADN y/o ARN de
tejido vegetal o suelo, para la aplicacion practica de estas tecnologias en

laboratorios de diagnoéstico (Martin et al., 2000).

Andlisis de la region Espaciadora Transcriptora Interna (ITS) del ADN
ribosomal rDNA

Los genes del ADN ribosomal (rDNA) en los organismos eucariontes usualmente
existen como elementos en bloques repetidos. Cada unidad repetida se compone
de secuencias altamente conservadas de una longitud cercana a 6Kb, que contiene
ademas una pequefia region espaciadora altamente polimorfica (ITS por las siglas
en inglés) utilizada para estudios filogenéticos y taxondémicos. Los modulos
repetidos de rDNA pueden ocurrir en uno o varios cromosomas y el nimero de
copias varia de acuerdo al genoma. La ocurrencia de estas multiples copias de

rDNA abre la posibilidad de mayores regiones polimérficas intraindividuales

(Avise, 1994).

1.3 Lipasas y Fermentacion en medio sdélido (FMS)

Las lipasas (EC 3. 1. 1. 3) hidrolizan triglicéridos a acidos grasos y glicerol, y bajo

ciertas condiciones catalizan la reaccién inversa. Estas enzimas en solventes
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organicos pueden catalizar varias reacciones que incluyen: esterificacion,

transesterificacion, acilacion, amindlisis, alcohdlisis, entre otras (Rohit y col., 2001).

Estas enzimas hidroliticas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y estan presentes en los procesos metabdlicos degradativos de algunas
plantas y animales. Ellas son producidas por un gran nimero de microorganismos
a partir de los cuales se obtienen usualmente para fines comerciales, un ejemplo
tipico lo son las lipasas producidas por los hongos Aspergillus niger y A. fumigatus .

(Coca, 2001).

Entre las caracteristicas mas importantes para la aplicacion industrial de estas
enzimas, pueden mencionarse las siguientes: 1) son estables en solventes organicos
no polares, 2) no requieren cofactores, lo cual hace su empleo mas sencillo y
econdmico, 3) son las enzimas mas usadas en reacciones de sintesis, y 4) las
reacciones que catalizan, se caracterizan por una exquisita especificidad (topo-,
regio- y enantio-selectividad). Sin embargo, uno de los problemas que limita su
uso industrial, es que la presencia de solventes reduce la actividad de la enzima,
por lo que debe usarse en concentraciones mayores, para llevar a cabo catalisis a

velocidades razonables.

1.3.1 Produccién de lipasas
Las lipasas son enzimas que pueden ser producidas por la mayoria de los

organismos del reino microbiano, vegetal y animal. Generalmente, se obtienen
empleando cultivos de microorganismos, como bacterias y hongos, siendo los
altimos una de las fuentes més importantes a nivel industrial, porque las producen

de forma extracelular, facilitando asi su extraccion y purificacién (Beys, 2005).

14
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1.3.2 Produccién por fermentacion en medio sdlido

Las lipasas fungicas se producen habitualmente en procesos de fermentacién
sumergida, con el uso de medios de cultivo complejos que incluyen ingredientes
tales como vitaminas, aminoacidos y fuentes complejas de compuestos organicos,
como el extracto de levadura, peptona, y semillas. Aproximadamente el 90% de
todas las enzimas industriales son producidas por este sistema de fermentacion, y
la mayoria de los microorganismos utilizados son el resultado de una
manipulacién genética. Por otra parte, casi todas estas enzimas pueden ser
producidas también en fermentaciéon en medio sélido usando microorganismos

silvestres (Holker, 2004).

La fermentacion en estado soélido (FMS) se define como el cultivo en ausencia (o
casi ausencia) de agua libre. Sin embargo, los sustratos deben poseer suficiente
humedad para soportar el crecimiento y el metabolismo de microorganismos. Los
soportes empleados pueden ser inertes, o bien, sustratos organicos insolubles, que
ademas, pueden ser utilizados como fuente de carbono y energia (Holker, 2004,

Pandey, 2003).

Entre las ventajas mas importantes de las FMS, es la posibilidad de obtener una
mayor produccién de enzimas en menores tiempos de fermentacién, bajos costos
operativos y de capital de inversion (Castilho, 2000), disminucién de volimenes
de operacion, equipos y medios de cultivo sencillos, proceso de recuperacién mas
facil y menor cantidad de efluentes (Holker, 2004, Castilho, 2000). Ademads, en la

mayoria de los procesos de FMS, las enzimas son producidas extracelularmente.

A pesar de las numerosas ventajas de este tipo de cultivo sobre los cultivos
sumergidos, las principales limitaciones de su uso a gran escala se relacionan con

la dificultad para controlar el proceso; particularmente en términos de humedad y

15
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temperatura. Esto se debe principalmente al conflicto para mantener el proceso en
condiciones isotérmicas. La liberacién de calor metabdlico, relacionada con la baja
capacidad para transferir el calor de los materiales utilizados como substrato y/o
soporte, impiden la remocién conductiva y/o convectiva del calor metabélico. La
acumulacién de calor metabdlico en el seno de la fermentaciéon, conduce a la
inactivacion de los microorganismos mesofilos; por lo que, el uso de hongos
termofilos, cuya méxima tasa especifica de crecimiento se alcanza a temperaturas
de incubaciéon comprendidas entre 40 y 50°C, permitira reducir considerablemente
los efectos negativos asociados de la acumulacién de calor metabdlico sobre su

crecimiento (Holker, 2004).

El uso de soportes inertes para los procesos de FMS ha permitido evaluar y
optimizar la composiciéon del medio de cultivo para la produccién de enzimas y
metabolitos; ademas de que permite la evaluacion cuantitativa de los parametros
relacionados con el metabolismo microbiano (crecimiento, consumo de sustrato y
formacion de productos), asi como su posible utilizacién como biocatalizadores en

sistemas no convencionales (solventes organicos y/o biocatélisis en fase gaseosa).

1.3.3 Aplicaciones de lipasas
Sus aplicaciones se encuentran en muchas areas de la biotecnologia debido a su

capacidad para catalizar diversas reacciones de hidrélisis y sintesis, propiedades
enantioselectivas, baja especificidad de sustratos, y estabilidad en diversas

condiciones de temperatura y pH (Beys, 2005).

El interés por dichas enzimas se ha acrecentado en los dltimos afios debido a sus
diversas  propiedades cataliticas. Ello ha causado que se conviertan en
catalizadores valiosos en diferentes aplicaciones industriales, tales como: aditivos

en la formulacion de detergentes, en la industria alimenticia para la elaboracién de

16
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productos dietéticos con bajo nivel de grasas y colesterol, en la industria del papel
con el objetivo de eliminar la cera de la pulpa del papel, en la industria
farmacéutica en la obtencion de moléculas bioactivas, asi como en procesos de
sintesis quimica para la obtencién de compuestos 6pticamente puros (Hernaiz,
1999) modificacion de grasas y otros lipidos por hidroélisis y esterificacion

(Kazlauskas, 1994) .

La principal aplicacion de las lipasas se ubica en la industria de los detergentes.
Actualmente, también se han incorporado en procesos de la industria alimentaria,
para la produccién de aromas y en la maduraciéon de quesos; en agroquimica para
la produccién de insecticidas y otros pesticidas. Sin embargo, su incursién mas
importante, ha sido en la industria farmacéutica para la resolucion de mezclas
racémicas de farmacos y sus precursores (naxopreno e ibuprofeno). Otra aplicacion
importante es la modificacion de grasas y aceites, asi como la sintesis de

biosurfactantes, entre otras (Van den Burg, 2003).

La mayoria de las enzimas usadas actualmente en biotransformaciones se obtiene
de organismos mesofilos y, a pesar de sus muchas ventajas, su aplicaciéon esta
restringida a sus limites de estabilidad a la temperatura, pH y fuerza iénica. En
respuesta a estas restricciones, los microorganismos termofilos estdn siendo
utilizados para la produccion de enzimas termoestables con aplicaciones
industriales, tales como, amilasas, proteasas, xilanasas y lipasas, con especial
énfasis en la busqueda e investigacion de estas tltimas. La termoestabilidad y la
actividad optima a altas temperaturas son propiedades inherentes de las enzimas
sintetizadas por micro-organismos termofilos. Diversos factores estructurales se

relacionan con la estabilidad de las proteinas termofilas (Maheshwari, 2000).
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Se ha observado que tanto las enzimas termofilicas como las mesofilicas presentan
niveles similares de hidrofobicidad, compactacién, estados oligoméricos e
interacciones de superficies polares y no polares; mientras que los puentes salinos

y los puentes de hidrégeno aumentan en la mayoria de las enzimas termofilicas.
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2. Justificacion, hipoétesis y objetivos

2.1 Justificacion

Los microorganismos extremofilos han despertado un gran interés durante los
ultimos afios, debido a la elevada estabilidad térmica, resistencia a
desnaturalizantes quimicos y pHs extremos de sus enzimas, que las hacen
especialmente adecuadas para su uso en procesos de biotransformaciéon en
condiciones extremas de pH, salinidad y temperatura. Los microorganismos
termofilos crecen a temperaturas superiores a 45°C, y en algunos casos
(hipertermofilos) incluso por encima de 90°C. La disponibilidad de lipasas y
esterasas termofilicas permitiria operar a altas temperaturas, con el légico
incremento de la velocidad de reacciéon y una mas facil solubilizacion de los
sustratos, aspecto que constituye con frecuencia un factor limitante en algunas
aplicaciones de este tipo de enzimas (p.ej. reacciones de sintesis en medios con bajo

contenido en agua).

2.2 Hipotesis

No se q poner!!!
2.3 Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Identificar hongos termofilos productores de lipasas y obtenciéon de parametros

cinéticos.
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2.3.2. Objetivos especificos

* Llevar a cabo el analisis taxonémico y molecular para caracterizar a los

hongos.
* Seleccionar las cepas termotolerantes (coleccion de 15 cepas)
* Seleccionar las cepas productoras de lipasas.

* Estimar parametros cinéticos de crecimiento de las cepas seleccionadas y

producir los biocatalizadores en FMS.
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3. Materiales y métodos

3.1. Identificacion taxondmica

Se prepard una caja de Petri con medio de cultivo PDA.

3.1.1 Preparacion de las cajas de Petri para el microcultivo
Se cortd un trozo de varilla de vidrio de aproximadamente 12 cm de largo, se

calent6 por el centro a la flama del mechero (zona azul) y cuando dicha zona
estuvo suave se tomo la varilla de los extremos y se doblé hasta formar un angulo

de 30 a 40° y se dejo enfriar.

Se colocé la varilla doblada, un poco de algodén, un portaobjetos y dos
cubreobjetos perfectamente limpios dentro de una caja de Petri. Se meti6 a

esterilizar la caja previamente envuelta en papel a 121°C.

3.1.2 Método para el microcultivo
Con ayuda de unas pinzas estériles se colocé el portaobjetos sobre la varilla de

vidrio.

En la base de la caja con medio PDA se hizo una cuadricula con cuadros de
aproximadamente 1 cm? y con ayuda de una hoja de bisturi, previamente estéril, se
corto el agar siguiendo las lineas marcadas en la base de la caja de Petri. Con el
mismo bisturi se tomo un cuadro de agar y se coloco en el centro del portaobjetos

de la caja para el microcultivo

Con el asa doblada en angulo recto, se tomo una pequefia porciéon de la colonia del
hongo que se va a sembrar y se inocul6 por contacto en los 4 lados del cuadro de
agar, después con ayuda de unas pinzas previamente esterilizadas se colocé el

cubre objetos sobre el cuadro de agar ya inoculado y con el mango del asa se
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presiona ligeramente sobre el cubre objetos con el fin de que éste se adhiera al agar.
Se colocaron 10 mL de glicerol en el algodén, teniendo en cuenta de no mojar el

microcultivo.

Se incub6 a 45°C y cada 24 horas se revisaba el crecimiento y esporulacion con

microscopio 6ptico.

3.1.3 Observacidn de estructuras fangicas al microscopio
En el centro de un portaobjetos limpio se colocé una gota de azul de algodén de

lactofenol. Con ayuda de unas pinzas estériles se retir6 con mucho cuidado el
cubreobjetos del microcultivo y se colocd sobre la gota de colorante en el
portaobjetos y presiono ligeramente sobre el cubreobjetos para eliminar las

burbujas de aire.

Se observ¢6 al microscopio Olympus XXX con el objetivo de 10x y 40x y se tomaron

las fotografias con la cdimara Canon PowerShot S5 IS.

Para conservar la preparacion, se sellaron los lados del cubreobjetos con esmalte

para ufias incoloro.

3.1.4 Microcultivo modificado

Debido a que el agar se deshidrataba muy répido, se tuvo que modificar la técnica

de microcultivo.

No se utilizaron cajas de Petri con varilla de vidrio, en su lugar se utilizaron cajas
de Petri con medio PDA a las cuales se les colocaba encima 3 circulos de agar
obtenidos con un pequefio tubo de cristal. Dichos circulos fueron inoculados por
contacto y después con ayuda de unas pinzas estériles se les coloco un cubre

objetos encima.
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Se metieron a incubar a 45°C y se observé periddicamente el crecimiento. Después
de tres dias se observé en el microscopio Olympus xxx utilizando la misma

metodologia que en el microcultivo.

3.1.5 Cintillas

Es un método utilizado para observar estructuras fungicas, partiendo de una caja

de Petri en donde se encuentre el hongo que se desea observar.

Se tomo6 un pequefio trozo de cinta adhesiva, se hizo un doblez de una tira de 4 cm
con el lada adhesivo hacia afuera y se sostuvo entre los dedos pulgar e indice. El
lado adhesivo se presiona firmemente contra la superficie de la colonia del hongo.
El micelio aéreo se adhiere a la superficie y puede separarse del resto. Después se
coloco la cinta sobre un portaobjetos el cual previamente tenia una gota de azul de

lactofenol y se procedi6 a observar en el microscopio.

3.2. Identificacién por Biologia Molecular

3.2.1 Extraccion DNA

Fueron sembradas las cepas en tubos Corning con 5 mL de medio YPD e incubé

por dos dias a 45°C con agitacion de 180 rpm.

Se recuper6 el pellet celular mediante centrifugaciéon a 13,000 rpm por 5 min, el
cual se trituré en un mortero con nitrégeno liquido. Los restos se colocarén en un
tubo Eppendorf al cual se agreg6 200uL de cloroformo-fenol, 1 mL de Tris-EDTA y
500 pL de buffer A. Se realizarén 5 ciclos en el vortex (1 minuto en vortex mas un
minuto en hielo). Se agregd 200 pL de cloroformo-fenol y se centrifugé a 13,000

rpm por 5 minutos.
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Se recuper6 el sobrenadante y se agregd un volumen de etanol al 100% y 0.1
volumenes de acetato de amonio. Se incubé 30 min a -20°C, se centrifugd 5
minutos a 13,000 rpm y se agregdé un volumen de etanol al 70%. Se agit6 en el
vortex y se volvio a centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos, para después decantar

y dejar secar los Eppendof. Se resuspendi¢ el pellet en 40 pL de tris-EDTA.

Se cargaron 10 pL de una muestra de DNA y se corrié un gel de agarosa al 0.8%
para verificar la integridad de la muestra, la calidad de la muestra resulté ser

buena para realizar un PCR.

Con 2 pL de la muestra de DNA se procedi6 a realizar una amplificacién de una
region especifica de la region de DNA genémico que codifica para la subunidad
pequefia del RNA ribosomal, utilizando los oligonucle6tidos 463 y 464 utilizados
en otras investigaciones (Valinsky et. Al. 2002) con la taq polimerasa platinum de
alta fidelidad de invitrogen bajo las condiciones del fabricante. La amplificacién se
realizé durante 28 ciclos de 95°C 30 segundos, 55°C 30 segundos y 72 °C durante

dos minutos, seguido de un ciclo de 72°C durante 7 minutos.

Con esta ampliacién se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 800 pb
que era el tamarfio esperado. Dicha ampliacién se mando secuenciar al LANGEBIO

en el CINVESTAV Irapuato.

3.3 Microorganismos

Se utilizaron como modelo tres cepas de hongos termotolerantes pertenecientes al
género Rhizopus sp.: 13a, 19 y 43alV; ademéas de 15 cepas de hongos
termotolerantes provenientes del laboratorio de Bioprocesos de la Universidad de
Guadalajara las cuales fueron extraidas del bagazo de cafia. Los microorganismos

se conservaron en tubos de ensaye inclinados con medio PDA.
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3.4 Medio de propagacion de indculo

Esporas como inoculo

Para la produccién de esporas se usaron matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50
mL de medio PDA. Se inocularon con 0.5 mL de una suspensioén de esporas y se
incubaron 7d a 45°C. Posteriormente, se adicionaron de 20 a 50 mL de solucién de
Tween 80 0.01% y se resuspendieron las esporas con un agitador magnético. La
concentracion de esporas en la suspension se determindé con una cadmara de

Neubauer.

Micelio como inoculo

Para la produccion del micelio se prepararon 3 cajas de Petri con 20 mL de PDA.
Cada caja se inocul6 con un disco de micelio de 0.6 cm de didmetro y se incubaron
a 45°C. De la periferia de la colonia se cosecharon discos de micelio de 0.6 cm de
didmetro. Los discos se suspendieron en 50 mL de medio de cultivo con perlas de
ebulliciéon. Se agité en vortex furante 2 min. La suspension resultante fue usada

como indculo.

3.5 Determinacion del efecto de la temperatura en el crecimiento

Se prepararon cajas de Petri con medio PDA inoculadas con un disco de micelio sobre el
medio. Se incubaron a 30, 45 Y 50°C durante 7 dias. Las cepas que crecieron a

temperaturas igual o mayor a 45°C fueron seleccionadas.

3.6 Bioensayo para determinar la produccién de lipasas.

Se prepararon cajas de Petri con medio PDA adicionado de aceite de oliva (20 g/L)
y 10 mL de una solucién de Rhodamina B a Img/mL. Antes de ser esterilizado, el
medio se homogeneizé en Ultra. Turrax por 10 min a 20,000 rpm. Se inocul6 con un
dsico de micelio en el centro del medio y se incub6 a 45°C durante 7 dias. La
resencia de actividad lipasa se evidencié bajo luz UV por la fluorescencia del

complejo fluorescente de la Rhodamina B en presencia de actividad lipasa.
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3.7 Produccidon de lipasas en fermentacion en medio sélido (FMS)

3.7.1 Tratamiento del soporte inerte.

Se emple6 agrolita como soporte inerte para la fermentacion. La agrolita se tamizé
en mallas del no. 16 y 20 (Anexo A2) para obtener el tamafio de particula, de 1.19y
0.80 mm respectivamente. Este material fue lavado con agua corriente dos veces, y
una tercera con agua destilada caliente, se escurri6 el exceso de agua y

posteriormente se dej6 secar durante 24 horas a una temperatura constante de 60

°C.

3.7.2 Medio de cultivo para la produccién de lipasas en FMS

El soporte inerte se impregné con el medio de cultivo, cuya composiciéon es la
siguiente (g/L): Urea, 4; aceite de oliva, 40; lactosa, 5; Ko:HPOs, 5, MgSO4-7H>0, 1;
Alcohol polivinilico, 1.6; solucién de oligoelementos, 4 mL/L, pH inicial 6.5. El
medio de cultivo se emulsific6 en homogenizador Ultra-Turrax a 20,000 rpm

durante 10 min. La composicién de la solucién de oligoelementos es la siguiente
(g/L): EDTA, 10; MnCl-4H20O, 1.98; CoSO4s7H-0O, 2.81; CaCl,-2H20, 1.47; CuCl»-2H20,
0.17; ZnSO4+7H20, 0.29. El pH de la solucién se ajust6 a 4.0.

3.7.3 Fermentacion en Medio Sélido (FMS)

El soporte inerte (50% malla 16 y 50% malla 20) fue impregnado con el medio de
cultivo conservando una relacion de 3g/g.s.i, posteriormente se inoculd y esta
mezcla se colocd en columnas de fermentaciéon (Ji= 2.5 cm y L= 20 cm); mismas
que se incubaron en las siguientes condiciones: Tasa de aireacién, 40 mL/min; pHj,
6.5, Humedad inicial, 55%; 20 g de materia htimeda por columna a una

temperatura de 45°C.

El crecimiento del cultivo se monitore6 de manera indirecta a través de la
evolucién en la producciéon de COy, por lo cual, las columnas de fermentacién

fueron conectadas a un dispositivo descrito por Saucedo-Castafieda (1991). En base
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a esta informacion, las fermentaciones se detuvieron cuando se alcanz6 la méaxima

velocidad de produccién de COx.

3.7.4 Obtencion del biocatalizador

La materia fermentada fue deshidratada por una corriente de aire (1 L aire seco por
min por gramo de materia himeda inicial) para asi poder obtener los
biocatalizadores, ademas se cuantific6 el contenido de humedad (%) en una

termobalanza (OHAUS® MB45)

3.7.5 Cuantificacion de actividad lipasa

La actividad lipasa se determiné por el método del oleato de cobre y por la hidrélisis de

pnitrofenobutirato. A continuacién se describen los siguientes métodos.

Método de oleato de cobre. El método consiste en la cuantificacién de los 4cidos
grasos liberados durante la hidrélisis de los triglicéridos del aceite de oliva por las
lipasas, los cuales en presencia de iones de cobre dan origen a la formacién de una
sal colorida (verde esmeralda) y cuya intensidad fue leida en el espectrofotémetro

a una longitud de onda de 715 nm. (Rodriguez y col., 2006).

La concentracion de los acidos grasos presentes en la muestra de reacciéon se
obtuvo a partir de la ecuaciéon de la curva estdndar de acido oleico (0-20) mM
(Anexo A3), el cual, representa aproximadamente el 80% de la composicion del

aceite de oliva (Badui, 1999).

Para mantener constante el pH de catélisis, la fase continua de la emulsién
consistié de una solucién amortiguadora 100 mM (pH 8.0, 45°C) Tris-HCl, 10 mM
CaCly (los iones Ca*? estabilizan la estructura de la lipasa), 0.25% de alcohol
polivinilico (PVA) como agente emulsificante y 0.3% de goma arabiga como agente

estabilizante.

Para preparar la emulsion se pesaron 20 g de aceite de oliva y se le agregaron 100

mL de la solucién amortiguadora descrita anteriormente. Este sistema fue
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homogeneizado empleando un equipo Ultra-Turrax a 10 000 durante 10 min a

45°C.

Se prepar6 una solucion de acetato de cobre (50 g/L), el cual fue disuelto en agua
destilada agitando durante 30 min. Posteriormente, se ajust6 el pH a 6.1 con
Piridina.

Se pesaron 40 mg del biocatalizador en tubos cénicos (Corning®) de 15 mL, a los
cuales se adicionaron 3 mL de emulsién (45 °C), se agitaron en vértex e incubaron
durante 15 min a 45°C. Al fin de este periodo, se adicionaron 0.6 mL de HCl 6M
con agitacion en voértex. Posteriormente, se agregaron 3 mL de heptano y se
mezclaron con agitaciéon en vortex durante 30 s con la finalidad de extraer los
acidos grasos liberados del sistema de reacciéon. Las muestras se centrifugaron a7
000 rpm por 10 min a 4°C y fueron extraidos 2.5 mL de fase organica, a los cuales
se adicionaron 0.3 mL del reactivo de acetato de cobre-piridina seguido de
agitacion en vortex por 30 s. Finalmente se ley6 la absorbancia a 715 nm. Los

analisis se realizaron por duplicado.

Por otra parte, para descartar la concentracion de los &cidos grasos libres
provenientes del aceite de oliva empleado como sustrato, asi como de la muestra
de fermentacion, se realiz6 la determinacion de un blanco. A 3 mL de la emulsién
se adicionaron 0.6 mL de HCIl 6M para acidificar el medio de reaccién que fue
incubado por 15 min a 45°C, posteriormente se agregaron 40 mg de biocatalizador

enzimatico y se sigui6 el procedimiento descrito anteriormente.

Método de p-NPB

Para poder realizar esta prueba necesitamos obtener el extracto enzimético a partir
de nuestros biocatalizadores. Se pone en agitacion suave un gramo de
biocatalizador con 10 mL de buffer de fosfatos 25 mM pH 7 por 30 minutos y

despusés se filtra con papel Whatman no. 1 (se obtiene volumen 1 V1); la agrolita se
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vuelve a suspender en 10 mL de agrolita y se agita suavemente por 15 minutos
nuevamente, para ser filtrado nuevamente con papel Whatman no. 1 (obteniéndose
V2). Se juntan ambos voltmenes (V1) y se filtran con papel Whatman no. 41. El

filtrado resultante se refrigera en alicuotas de 150 pL en tubos Eppendor a 4°C.

La determinacién se llevé a cabo midiendo el incremento en absorbancia a 348 nm
(punto isosbéstico del pNF) producido por la liberacién de p-nitrofenol (pNF) en la
hidrélisis de 0.4 mM p-nitrofenil butirato (pNFB) en un amortiguador 25 mM de
fosfatos (pH 7) y 25 °C. Para iniciar la reaccién, 0.1-0.2 mL del extracto o
suspension enzimatica se adicionaron a 2.5 mL de la solucién de sustrato. Una
unidad de actividad (UI) se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para

liberar 1 mmol de pNF por minuto bajo las condiciones descritas con anterioridad.

El coeficiente de extincién molar (e) estimado a partir de una curva estdndar de
pNF, construida en un rango de concentraciéon de 0 a 100 mM y bajo las

condiciones de ensayo descritas con anterioridad fue de 6.8289 cm? mmol-! (Anexo

A4).

Para llevar a cabo la reacciéon de hidrélisis de p-NPB se utilizé como sustrato una
soluciéon conformada por 800 pL de sol. Patron de p-NPB por cada 100 mL de
buffer Fosfatos 25 mM pH 7, la cual es elaborada momentos antes de llevar a cabo
la medicién, ya que es muy sensible a la temperatura y se puede hidrolizar; por lo
que se tiene que mantener en refrigeracion hasta el momento en que se va a

utilizar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Identificacion taxondémica

= 1.6aB: Género: Aspergillus

FIG. 3 Colonia de Aspergillus fumigatus.

Morfologia macroscopica: Colonia lanosa de rdpido crecimiento, al principio
blanca, que se torna amarilla y se va oscureciendo desde color café hasta llegar a

negro. Su reverso es blanquecino o amarillento. Textura granular de color negro.

FIG. 4 a. Aspergillus fumigatus tomada de la coleccion George Barron’s Website on Fungi. b. Cepa 1.6aB, objetivo 40x.
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Morfologia microscépica: Hifa diferenciada que soporta la cabeza conidial y que
surge como una ramificacion perpendicular del micelio. Dicha cabeza es biseriada,
las métulas y fidlides (primarias y secundarias) cubren radialmente la vesicula.

Hay también restos de conidios alrededor de las fialides.

*= 1.7¢B, 1.8cB y 2.1B: Posibles géneros: Rhizopus o mucor

e

FIG. 5 Colonia de Rhizopus o mucor

Morfologia macroscopica: Micelio algodonoso de crecimiento rapido, blanco al

principio y posteriormente gris, con reverso blanquecino.

© Copyright X 2004

FIG. 6 a. Rhizopus spp. tomada de la coleccion George Barron’s Website on Fungi. b. Cepa 1.7cB, objetivo 40x.
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FIG. 8 a. Mucor spp. tomada de la coleccién George Barron’s Website on Fungi. b. Cepa 2.1B, objetivo 40x.

Morfologia microscopica: Hifas aceptadas, con esporangiéforos largos,
frecuentementramificados y esporangios redondos, terminales Illenos de
abundantes esporangiosporas hialinas. La parded del esporangio se rompe
facilmente para liberar las esporas, que son redondas o ligeramente oblongas. La
columela queda expuesta al romperse el esporangio. La estructura reproductiva

sexual corresponde a un cigosporangio.

35



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

* 4.4A: Género: Helicosporium

FIG. 9 Colonia de Helicosporium

Morfologia macroscépica: Colonia de lento crecimiento. Textura aterciopelada

amarilla, con produccién de exudados naranjas.

FIG. 11 a. Helicosporium spp. tomada de la coleccion George Barron’s Website on Fungi. b. Cepa 4.4A, objetivo 40x.
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Morfologia microscépica: Micelio con ramificaciones, septado, con conidias en

forma de hélice en forma lateral y apical.

» 1BclIV, 1.4eB, 1.6bB, 1.10aB, 2.2¢B, 2.5aB, 2.7cB, 2.8bB y 2.9aC : Género:

Humicola

FIG. 12 Colonia de Humicola.

Morfologia macroscépica: Fondo cremoso, su reverso es blanco al inicio pasando
al amarillo. Textura aterciopelada blanca, presenta algunas zonas con superficie

rugosa.

FIG. 13 a. Humicola spp. tomada de la coleccién George Barron’s Website on Fungi. b. Cepa 1..10aB, objetivo 40x.

Morfologia microscopica: Tiene conidioesporas, micelio simple o rara vez

ramificado sin septos; conidia tnica apical, en forma globosa de color oscuro.
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4.2 Identificacion molecular

Los analisis de la ITS obtenidos de las secuencias fueron analizados en el
Laboratorio de Micologia y Fitopatologia de la U.A.N.L. por la Dra. Elva Aréchiga
Carvajal; obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 1. Resultados del anélisis molecular

1.6aB Aspergillus fumigatus strain FS160
1.7¢B, 1.8cB y 2.1B Rhizomucor pusillus strain NRRL28626 185

1BcIV, 1.4eB, 1.6bB, 1.10aB, 2.2cB,  Thermomyces lanuginosus strain ATCC 200065 18S

2.5aB, 2.7¢B, 2.8bB y 2.9aC ribosomal. Misma cepa diferentes aislados

4.4A No pudo ser determinado

Con lo anterior podemos comprobar que la mayoria de las cepas que

identificamos taxonémicamente se comprobé su género por biologia molecular.

La cepa 1.6aB se comprobd que su género Asperguillus, ademds de saber la especie
(fumigatus). Debido a que dicha cepa es considerada como muy peligrosa, ya no se

va a utilizar para trabajar con ella.

Las cepas 1.7cB, 1.8¢B y 2.1B son Rhizomucor pusillus, lo cual aclara las dudas que nos
dejo el andlisis taxonémico, ya que hay mucha similitud entre Rhizopus y Mucor, y el

resultado obtenido nos revela que esta cepa tiene caracteristicas de ambas.

Las cepas 1BclV, 1.4eB, 1.6bB, 1.10aB, 2.2cB, 2.5aB, 2.7cB, 2.8bB y 2.9aC resultan ser

aislados de la misma cepa, la Thermomyces lanuginosus, que es el nombre alternativo

del género Humicola spp. con lo cual también se confirma el resultado taxonémico.
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La cepa 4.4A fue la tnica que al ser analizada y comparadas con otras secuencias no

mostro similitud con ninguna otra cepa, por lo que solo nos quedamos con el resultado del

estudio taxonémico (Helicosporium spp.) por lo cual tendremos que realizar otras pruebas

bioquimicas y microbiolégicas para comprobar el género y obtener la especie.

4.3 Determinacion del efecto de la temperatura en el crecimiento

Tabla 2. Cepas sembradas a diferentes temperaturas

Cepa 30°C 45°C 50°C
| 43alV. +++  +++  NR
1BcIV - +++ -
1.4eB - + +
1.6aB + +++ +
1.6bB + +++ +
1.7¢B - + +
1.8cB - ++ +
1.10aB - ++ +
2.1B - + +
2.2cB - ++ +
2.5aB - + -
2.7¢B - + -
2.8bB - + +
2.9aB - + +
4.4A - + -
5.1B - - -
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NR) No realizado (+) Poco crecimiento (+++) Buen crecimiento

(-) No crecimiento (++) Crecimiento moderado

Las 15 cepas utilizadas fueron sembradas a tres temperaturas (30, 45 y 50°C),
siendo a 45°C en donde se obtuvo un mayor crecimiento de la mayoria de la cepas;
solo la cepa 5.1B no creci6 a ninguna temperatura, por lo que se descart6 para el
analisis.

A 50°C hubo poco crecimiento en solo algunas de las cepas, mientras que a 30°C no

hubo crecimiento en general.

La cepa 43alV que fue utilizada como modelo solo fue sembrada a 30 y 45°C,

obteniéndose buenos resultados en ambas temperaturas.

4.4 Deteccion de actividad lipasa in vivo

Después de 48 horas de incubacién se observaron las cajas de Petri con medio con
solucion Rodamina bajo una lampara UV (con protecciéon especial utilizando
guantes y lentes) para observar los halos de hidrolisis formados los cuales se

midieron en tres direcciones diferentes; lo mismo se hizo con las colonias.

Con estos valores, se utiliz6 la siguiente relaciéon para conocer el Indice de

Hidrdlisis Radial (IHR):

;
IH, =+

rC
donde ries el promedio de los radios fluorescentes y rc el radio de las colonias.
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Esto se realiz6 primero para las cepas modelo (13a, 19 y 43a), y después para las 14

cepas estudiadas.

Tabla 3. IHr de las cepas modelo

Cepa IHr |
43alVv 1.15
13a 1.12
19 1.14
' 50 - A
4.5
4.0
3.5
— 3.0 -
i 2.5 A H Colonias
- 2.0 & Halo hidrolisis
1.5 4
1.0
0.5
0.0
43a 13a 19
o S/

Grafica 1. Determinacién cualitativa de actividad lipas de cepas modelo.
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Grafica 2. Determinacion cualitativa de actividad lipas de cepas estudiadas
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Tabla 4. IHr de las cepas estudiadas

Cepa IHg
1BcIV 0.28
1.4eB 0.90
1.6aB 1.01
1.6bB 1.04
1.7cB 1.09
1.8¢cB 1.08
1.10aB 1.10

2.1B 0.75
2.2cB 1.02
2.5aB 1.08
2.7cB 1.06
2.8bB 0.99
2.9aB 1.15
4.4A 1.09

Comparando los datos de la tabla 3 con la 4, se puede observar que las cepas
modelo tienen un mayor IHg, comparada solo con la cepa 2.9aB; lo cual nos indica
que son las cepas que aprovechan mejor los nutrientes convirtiendolos en el
metabolito que requerimos, en lugar de convertirlo en biomasa. Esto ocurre con las
cepas que tienen valores mayores a 1; en el resto de los casos, nos indica que los
nutrientes se van mas a la produccién de biomasa que de las lipasas, lo cual no es

el caso ideal.

Estos datos nos sirven para darnos cuenta de que nuestras cepas realmente
producen lipasas, y aunque no es un método cuantitavivo, nos sirve para darnos

una idea de que cepas producen mayor cantidad de lipasas que otras.
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4.5 Efecto del tipo y tamano de inoculo en la produccién de lipasas

-~ ~
—&— Micelia 0.5 —=— Micelio o.125 —&— Esporas
40 7
ot
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-
Lo
¥
i 1~
"+ = !
[} = 4 [ 8 10 1z 14 16 18
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Grifica 3. Velocidad de produccién de CO, durante la FMS para diferentes tipos de inéculos
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Grafica 4. Efecto del tipo y tamarfio de in6culo sobre la tasa especifica de crecimiento de Rhizopus microsporus en FMS
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Grifica 5. Efecto del tipo y tamafio de in6culo sobre la produccién de lipasas por Rhizopus microsporus en FMS
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Grafica 6. Fase lag para los diferentes tipos de inéculo para la produccién de lipasas por Rhizopus microsporus en FMS.

En las gréficas 3 a 6 se presentan los resultados de crecimiento y de produccion de
enzima en funcién del tipo y tamafio de inoculo utilizado. No se observaron
diferencias significativas de la tasa especifica de crecimiento y de la produccién de
lipasa; sin embargo, al aumentar el tamafio de inoculo con micelio de 0,125 a 0.5 la

duracién de la fase de retardo se incrementa en un 90%.
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Los resultados obtenidos demuestran que los dos tipos de inoculo (suspensién de
esporas o area de colonia crecida en PDA) evaluados en este trabajo pueden ser

utilizados para la produccién de lipasas en FMS obteniendo los mismos valores de

productividad de lipasa.

4.6 Produccion de biocatalizadores

Con los resultados anteriores se eligié el tamafio de inoculo de 0.125 discos/g
soporte. Primero se llevaron a cabo las fermentaciones de las cepas modelo (13a,

43a y 19); y después a tres de las cepas estudiadas

e ™
Tasade CO,
4
3
=
(=)
s
¥
5
El
4]
3 [ ] 2 1E 13
Tieingpre (I}
N A

Griéfica 7. Velocidad de produccion de CO; durante la FMS para cepas modelo
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Grafica 8. Velocidad de consumo de sustrato durante la FMS para cepas modelo
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Griéfica 9. Velocidad de produccion de CO; durante la FMS para cepas estudiadas
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Grafica 10. Velocidad de consumo de sustrato durante la FMS para cepas estudiadas

Tabla 5. Valores Cinéticos para todas las cepas trabajadas

Cepa w(1/h) Faselag (h) | Tmax(h)
43a 0.62 12.55 15.48
13a 0.51 11.6 16.1
19 0.29 9.38 13.18

1.7¢B 0.61 2148 25.46

1.4eB 0.51 23.88 28.75
2.1B 0.27 22.95 29.33

En las gréficas 7 y 9 nos podemos dar cuenta que los perfiles de crecimiento de las
cepas modelo y las estudiadas son muy diferentes, ya que mientras en las primeras
la fase lag termina aproximadamente a las 9 horas, en las nuevas cepas estudiadas
dicha fase dura maés tiempo (aprox. 20 horas). Esto nos indica, que a las nuevas
cepas, les cuesta mas trabajo el adaptarse a su medio; pero una vez que lo hacen,
crecen en forma mucho mas rapida, lo cual se puede ver reflejado por su valor de p
(graficas 4 y 6; tabla 3) donde los valores para las cepas nuevas son mas altos que
para las cepas modelo; lo cual nos indica que aunque estas cepas tienen una fase
lag mayor (tardan mas tiempo en adaptarse), cuando logran hacerlo crecen de

forma mas rapida.
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4.7 Cuantificacion de actividad lipasa

Para llevar a cabo esta prueba se realizo con anterioridad una curva patrén de p-
NPB de la cual vamos a utilizar su pendiente para poder cuantificar las unidades,

utilizando la siguiente ecuacion:

rnlDiD\i:i:'uin‘Dl
m, V, mL minOmL

donde mj es la pendiente de las mediciones realizadas en el espectrofotéometro a
348 nm (min'); mz la pendiente de la curva patrén (pmol/mL); Vr el volumen total

de reaccion (2.6 mL) y Va el volumen de la alicuota (100 pmol).

Solo se realiz6 esta prueba para las cepas control.

Ve ~
Actividad Lipasa

0.04
0.035
0.03 I
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005 I

U/mL

13a 19 43a

Grafica 11. Valores de actividad lipasa para diferentes tipos de indculos

Nota: U: cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-NP por minuto.

Con los valores mostrados en la grafica 11 se puede observar que la cepa 13a es la
que tiene una mayor actividad lipasa, quedando la 19 en segundo lugar y siendo la

43a la que nos presenta una actividad mas pequefa.

48



Produccion y caracterizacion de lipasas a partir de hongos termotolerantes por fermentacién en medio sélido

4.8 Calculo tamaiio de inoculo

Debido a que se tuvieron algunos problemas con la produccion del biocatalizador,
debido principalmente al tiempo tan tardado de obtencién de mismo, se volvié a
replantear el tamafio de inéculo. Asi que utilizando la cepa 1.6aB se llevo a cabo la
FMS con cuatro concentraciones de inéculo diferente (0.25, 0.5. 0.75 y 1.0 discos/g

agrolita), obteniéndose los siguientes resultados:
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Con la cepa de Rhizopus microsporus crecida en fermentacién en medio sélido con agrolita
como soporte inerte se demostré que se pueden usar los dos diferentes tipos de inoculo
evaluados en este trabajo sin que se modifiquen los niveles de produccion de lipasa.
Ademas, se demostr6 que al incrementar el indculo superficial de 0,125 a 0,5 discos por
gramo de soporte inerte se incrementa la duracién de la fase de retardo.

El uso de indculos superficiales producidos en medios con agar debe de ser
considerada para el uso de cepas con bajos, o nulos, niveles de esporulacién .
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ANEXO A

Al. Medios de cultivo y soluciones para la caracterizacion
taxon6émica y molecular

Medio YPD

g/L
Extracto de levadura 10
Peptona 20
Dextrosa 20
Buffer A

50 mM tris-HCl pH 7.5
20 mM EDTA

Glass beads

100 mM NaCl

1% SDS

2% triton X-100
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A.2 Tratamiento del soporte inerte

El soporte (agrolita) se tamiz6 en las mallas del No. 6, 7, 10, 16 y 20, colocadas en el

siguiente orden:

Tamiz Tamafio de particula
—— ——
No 6 3.36 mm
— —
No7
S— ———— 2.88 mm
No 10
— ——
No 16 2 mm
— —
No 20
—— ——
Residuos

Obteniendo de esta manera el tamafio de particula deseado para nuestros

experimentos (seccién 3.7.1).
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A.3 Curva estandar de acidos grasos

Solucion estandar de acido oleico

Se utilizé una solucién de acido oleico a una concentraciéon de 20 mM, la cantidad
calculada para dicha concentracion se disolvié en heptano y se guardé en un frasco

ambar a -20°C. Esta solucién sirvio para realizar la curva estandar de acidos grasos.

La curva estandar fue preparada en un rango de concentracion de 0 a 20 mM de

acido oleico en heptano de la manera que se indica en la Tabla 5.

Tabla A3. Elaboracién de curva estandar de Acido oleico

Tubo Heptano Solucién 20 mM Acido [Acido

oleico oleico]
(mL)
(mL) (mmol/L)
2 2.0 0.5 4
3 1.5 1.0 8
4 1.0 1.5 12
5 0.5 2.0 16
6 0.0 2.5 20

Una vez preparadas las diluciones (por duplicado), se adicionaron 0.5 mL de la solucién
Acetato de cobre-Piridina, se agitaron en vértex durante 30 s y posteriormente se ley6 la

Absorbancia a 715 nm.
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A4 Curva estandar de p-Nitrofenol
(1=348 nm, pH 7, 25 °C)

Se preparé una solucién 11 mM de p-Nitrofenol (pNF) en i-propanol y se prepararon por duplicado

las diluciones que se indican en la Tabla AC.1.

Tabla A4. Diluciones para elaborar la curva estandar de p-Nitrofenol

Solucién 1.1 mM pNF i-propanol [pNF]
(mL) (mL) (mmol/mL)

1 0.000 0.270 0000
2 0.011 0.259 0.004
3 0.022 0.248 0.008
4 0.054 0.216 0.020
5 0.162 0.108 0.060
6 0.270 0.000 0.100

Posteriormente, se adicion6 a cada tubo 2.73 mL de una solucién amortiguadora
100 mM Tris-HCI, pH 8.0 (a 45 °C), 20 mM CaClz y 0.25% (p/v) alcohol polivinilico
(PVA). Los tubos fueron agitados en vortex durante 10 s, incubados a 45 °C por 15
min y se midi6 la absorbancia de las muestras a 410 nm en un espectrofotémetro
(SHIMADZU? UV-160). Los valores obtenidos de absorbancia versus concentraciéon
de pNF (mmol mL-') se graficaron y se realiz6 un ajuste de datos por regresion
lineal simple. A partir de la pendiente se determiné el coeficiente de extincion

molar (e = 6.8289 cm? mmol).
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Curva estandar de p-nitrofenol
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FIG. A4 Curva estandar de p-Nitrofenol
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de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

FUTH ANGELICA PENA REYES

ALUMNA /
: 7 : pro oor”
Evls\o\
Acto continuo, se comunicd a la interesada el resultado de
la evaluacién vy, en caso aprobatorio, le fue tomada la
W protesta.
LIC. JULIC CESAI ISASSI
DIRECTOR DE SIST! ESCBLARES
_ J J
- ~ 7 <

DIRECTOR DE LA

ASESOR

ELIZABETH HERNANDEZ
RODRIGUEZ

DR. JOSE ES PEDROCHE




