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RESUMEN

Se investigd la naturaleza metabdlica de las lipasas producidas por la levadura
Cryptococcus uchicensis TMY9 (LCU), empleando diversas condiciones de
desarrolio determinandose la capacidad de produccidon de lipasas constitutivas,
adaptativas e inductivas. Se demostro la presencia de enzimas constitutivas en
la LCU, al ser cultivada con acido estearico, obteniéndose una actividad
lipolitica (AL) frente a la oleina de palma de 50 umol/mL.h y una productividad
lipolitica (PL) de 1,47x10 pmol/cell.mL.h a las 6 horas de cultivo. Se produjo
enzimas adaptativas, habiendo obtenido la LCU, ALs a tiempo medio de cultivo,
de 62,5 upmol/mbL.h, 57,5 umol/mL.h y 88,0 umol/mL.h ai ser cuitivada
empleando los inductores aceites de soya, oleina de palma y girasol
respectivamente. Las enzimas inducibles que produjo la LCU, al emplearse los
inductores aceite de girasol y oleina de palma al 3%, dio ALs de 143,33
pmol/mL.h y 137,50 umol/mL.h respectivamente. Determinandose PLs de
4.74x10™ umol/cell.mL.h y 4,05 x10™ umol/cell.mL.h, al emplear &cido estearico

y aceite de soya a la concentracion de 2 %.



I. INTRODUCCION

Esta linea de investigacion se centra en la busqueda de nuevas
fuentes de lipasas microbianas vy en la optimizacién de la producciéon de las
mismas, con vistas a su uso como biocatalizadores industriaies. Las lipasas
sdn enzimas muy versétiles, capaces de catalizar, 'dadas las condiciones
adecuadas, tanto reacciones de hidrdlisis como de sintesis; el amplio rangd de
aplicaciones potenciales ha provocado un gran esfuerzo investigador en este
campo durante los ultimos afios, sin embargo, uno de los mayores
inconvenientes encontrados en su uso extensivo es la baja estabilidad térmica
de muchas de las lipasas disponibles en la actualidad.

Existe una gran diversidad de microorganismos en la Amazonia,
los cuales se presentan como potenciales productores de enzimaslipoliticas,
sin embargo, estos aun no han sido estudiados; es necesario entonces
aprovechar la biodiversidad que presenta la zona del Alto Huallaga, la cual
cuenta sin duda con la presencia de microorganismos que producen lipasas
como la levadura Cryptococcus uchicensisTMY9, levadura que puede estar
descrita pero no es utilizada en la produccidn enzimatica, requiriéndose para
ello conocer la naturaleza metabélica de las lipasas que produce.

Con estas consideraciones se planteérealizar el estudio de la

naturaleza metabdlica de las lipasas producidas por la levadura Cryptococcus
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uchicensisTMYS9 empleando diversas condiciones de desarrollo paradeterminar
la capacidad de produccidn de lipasas constitutivas, adaptativas o inductivas.

Para demostrar esto se evalud en cada tratamiento, la actividad y
productividad lipolitica de las lipasas producidas por la levadura Cryptococcus
uchicensisTMY9, frente a oleina de palma, estableciéndose los siguientes

objetivos para el presente estudio:

» Determinar la capacidad de produccién de lipasas constitutivas de la
levadura Crypfococcus uchicensisTMYQ, empleando como sustrato acido
estearico.

» Determinar la capacidad de produccién de lipasasadaptativas de la levadura
Crypfococcus uchicensisTMY9, empleandocomo sustratosoleina de palma,
aceite de girasol y aceite de soya.

» Determinar la capacidad de produccion de lipasas inductivas de la levadura
Cryptococcus uchicensisTMYS, empleando como sustratooleina de palma,

aceite de girasol, aceite de soya y acido estearico.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades
2.1.1. Levaduras

Se puede considerar que las levaduras son hongos unicelulares, en
contra posicion a los mohos que son multicelulares; ésta no es una definicion
exacta, ya que algunas de las consideradas habitualmente levaduras producen
micelios en cantidades variables. Las levaduras pueden ser diferenciadas de
las bacterias por el mayor tamano de sus células y por la forma ovalada,
alargada, eliptica o esférica de las mismas. Las células tipicas de las levaduras
tienen un diametro que oscila entre 5 y 8 micrometros, siendo algunas de
mayor tamano. Las levaduras producen algunos pigmentos cuyo color varia del
cremoso al rojo pasando por el rosa (JAY, 1994).

En todos ellos, la estructura celular de tipo eucariota se presenta
envuelta por una pared celular rigida, formada en un 80 — 90% por
polisacaridos como quitina, glucanos, mananos o celulosa y pueden utilizar un
gran numero de fuentes de carbono, debido a su capacidad de producir
diferentes tipos de exoenzimas (GODIA et al., 1998).

Algunas especies tienen un habitat muy restringido, son mesdfilas,
unas pocas (2%) son psicréfilas, se desarrollan por debajo de 24 °C. No hay

levaduras que puedan crecer a 50 °C y unas pocas pueden desarrollar cerca
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de 0 °C. La presencia de etanol o bicarbonato aumenta |la temperatura minima
de crecimiento, la mayoria crece a una actividad de agua minima de 0,90 -
0,95. Otras pueden creéer sobre sustratos azucarados a una actividad de 0,62,
pero son pocas las levaduras que se desarrollan en presencia de altas
conéentraciones de azlcar o sal. La mayoria de las levaduras toleran un rango
de pH entre 3 y 10, pero prefieren un medio ligeramente acido con un pH de
45 a 6,5, también pueden crecer a 1,3 - 1,7 si el acidulante es un acido
inorganico y algunas son especialmente tolerantes a los medios alcalinos,
mientras que otras no crecen a pH mayor que 8. Por otfa parte, las células son
inactivadas a presiones entre 7 y 20 MPa, a 25 — 35 °C (DEAK y BEUCHAT,
1996); el pH en las fermentaciones de levaduras se mantiene a valores de 3,5
hasta 5,0 y esto es Util para reducir el riesgo de contaminacidn bacteriana; las
células de levaduras pueden ser recuperadas facilmente a partir del medio
agotado por centrifugacion continua (BU'LOCK y BJORN, 1991).

La reproduccién de las levaduras es normalmente asexual, a través
de la gemacién en la superficie, pero la reproduccion sexual también se puede
dar en determinadas condiciones (GODIA et al., 1998). En el caso de las
levaduras y otros microorganismos, se presenta una variante que es la

gemacion o botdén (ARIAS y LASTRA, 1997).

2.1.2. Biomasa microbiana
La biomasa es la abreviatura de masa bioldgica, cantidad de
materia viva de un organismo, poblacién o ecosistema, producida en un medio

organico por organismos de un tipo especifico, también se suele incluir a los
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metébc)litos y productos formados en la reaccion.Se suele definir el crecimiento
de cualquier sistema bioldégico como el incremento ordenado de todos los
elementos componentes de ese sistema, lo cual implica un aumento de la
masa celular que eventualmente conduce a la multiplicacion celular (BECKER
et al., 1999) |

La medicion del crecimiento microbiano esta dada por el calculo del
numero de células que existen en una suspension, masa celular (turbidimetria)
o actividad celular (grado de actividad bioquimica con relacién al tamafio de la
poblacién) (ARIAS y LASTRA, 1997). Los cuales puede evaluarse por
espectrofotometria; donde el niumero de fotones dispersado es proporcional a
la masa celular de la muestra; es importante sefialar que la absorbancia es una
medida de masa celular mas que de numero celular. El tamafo de la célula
varia con la fase de crecimiento, de modo que es mejor calibrar el
espectrofotometro con células en crecimiento exponencial. El tamano celular
también depende del medio de cultivo, de modo que ha de hacerse una curva
de calibracion para cada medio y para cada cepa. Si la densidad celular es
demasiado alta, puede damos una lectura errénea, asi cuando se va
determinar la concentracién de un cuitivo denso, debe diluirse antes de medirlo
y después el valor obtenido se corrige con el factor de dilucién. Se puede
emplear longitudes de onda distintas a 600 nm para determinar la densidad
celular y de hecho, la sensibilidad aumenta segun desciende la longitud de
onda (BECKER et al., 1999).

Un proceso de crecimiento celular se produce a partir del consumo

de determinados sustratos, la desaparicion de estos sustratos por no haber una
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regeneracion del medio de cultivo, detienen el crecimiento. Otro proceso que
tiene lugar a lo largo dél crecimiento es la excrecion al medio circundante de
los productos finales de su metabolismo que esta directamente relacionada con
la velocidad de produccién de biomasa. La célula tiene ademas capacidad de
adaptarse a cambios en la composicion del medio ambiente, ademas cada
célula individual evoluciona dentro de su ciclo de crecimiento, de forma que en
el medio se encontraran células con distintas edades, algunas acabadas de
nacer, otras en proceso de division y otras al final de su ciclo celular; hay que
tener en cuenta que a lo largo de las distintas fases del ciclo celular, las células
varian su actividad metabdlica (GODIA et al., 1998).

El desarrollo microbiano se caracteriza por que presenta diferentes
fases, inicidndose con un periodo de retardo o fase lag; luego de ésta el
crecimiento ocurre a la maxima rapidez, denominandose a esta como fase de
desarrollo logaritmico, luego pasa a la fase de descenso y finalmente cesa, ya
sea por un producto inhibitorio o algiin cambio en el ambiente fisicoquimico;
después de que la biomasa alcanza un maximo, aparece generalmente una
fase estacionaria durante la cual la biomasa permanece constante,mas
adelante ésta disminuye como consecuencia del metabolismo de
mantenimiento o por autolisis (QUINTERO, 1993).

Los parametros mas importantes que se deben tomar en cuenta en
la fermentacion son generalmente temperatura y pH para el éptimo crecimiento
del microorganismo productor de enzimas y coincide con las condiciones de

maxima produccién de la enzima (LOPEZ, 2001).



2.1.3. Lipasas microbianas

Las lipasas (triacilgiiceroclacylhydrolases CE 3.1.1.3) son una clase
de hidrolasas que catalizan la hidrélisis de los triglicéridos a glicerol y acidos
grasos libres en una interfaz aceite-agua. Ademas, las lipasas catalizan la
hidrélisis y transesterificacion de otros ésteres, ia sintesis de ésteres presentan
propiedades enantioselectivas (GRBAVCIC et al., 2007).

Las lipasas representan una clase versatil de biocatalizadores con
numerosas aplicaciones en la industria incluida en la produccidon de biodiesei
via transesterificacion catalizada por lipasas (YUy LUTZ, 2010).

Las lipasa pertenecen al grupo de hidrolasas, catalizan reacciones
que implica la ruptura hidrolitica de enlaces quimicos, como C = O, C-N, C-C
como se muestra en la Figura 1. Las lipasas (glicerol éster hidrolasas) cortan
las grasas (éster de glicerol) en di o monoglicéridos y acidos grasos
(CRUEGER, 1993). Las lipasas (acilglicerolhidrolasas E.C.3.1.1.3) actuan
como catalizadores en reacciones lipoliticas (catabolismo de grasas y aceites)
a través de la hidrdlisis de los enlaces éster de acilgliceroles (HERNAIZ, 1997).

Las lipasas pueden, bajo apropiadas condiciones, promover la
formacién a través de la reaccién de acidos y alcoholes (esterificacion) o de
ésteres con acidos (aciddlisis), alcoholes (alcoholisis) u otros ésteres
(interesteriﬁc;acién) (GUNSTONE, 1999). Permitiendo la modificacion
estructural de los lipidos al cambiar en forma selectiva la composicidon de los
triacilgliceroles bajo condiciones de reaccidbn muy suaves y controladas
(VALENZUELA y NIETO, 1994). La produccion se reprime por la presencia en

el medio de mono y disacéridos asi como de glicerol (GARCIAet al, 1999). La
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gran significacion es la especificidad que muestran las enzimas, lo cual permite
la formacion de lipidos derivados no faciimente producidos por procedimientos
convencionales de laboratorio (GUNSTONE, 1999). Las lipasas son
ampliamente usadas por su disponibilidad inmediata, bajo costo de produccién
y enorme utilidad ‘en sintesis organica; existen lipasas comerciales de
diferentes fuentes microbianas, cada una de estas lipasas poseen distinta
especificidad de sustrato, regioselectividady ésteroselectividad, siendo una de
sus aplicaciones la sintesis de lipidos estructurados (GODIA ef al., 1 998). Sin
embargo, el interés en el estudio de las lipasas se ha incrementado
recientemente a causa de su capacidad de trabajar en disolventes organicos,
realizando reacciones de sintesis entre alcoholes y &cidos y produciendo
ésteres, ademas de llevar a cabo transésterificaciones e interésterificaciones

(PROYECTO LIPASA, 1997 y ESPANA, 2002).

" HO-¢H,
/ V.
/vvv\/v\/\/\/"3p H maaan L~ O-cH
/vvvvvvvvé—O— H —VLé?as HO-¢cH,
IMNE .
VAVAVAYAYA v"v"\/Q - Q_c H

Figura 1.Separacién de las grasas en monoglicéridos y acidos grasos.
Fuente: CRUEGER (1993).

De todas formas las reacciones mas importantes en las cuales las
lipasas estan implicadas son reacciones quirales, debido a la posibilidad de

resolver mezclas racémicas. Esto es de una importancia esencial en
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reacciones de quimica fina, debido a la necesidad en este campo de producir
productos enantiomericamente puros, especiaimente en el campo farmacéutico
(PROYECTO LIPASA, 1997 y ESPANA, 2002).

Las lipasas reaccionan en sistemas heterogéneos, tales como las
emuisiones de glicéridos en medio acuoso, su accion ocurre en la interfase
(BERK, 1980). La mayoria de las lipasas trabajan a temperatura entre 30 a40
°C; pero algunas son activas a temperaturas tan bajas como — 29 °C y
presentan su pH Optimo entre 8 y 9 (Cuadro 1), también se ha reportado

lipasas con pH 6ptimo en el rango acido (LOPEZ, 2001).

Cuadro 1.Temperatura y pH Optimoc de algunas lipasas producidaspor
levaduras.

Microorganismos pH éptimo T® 6ptima (°C)
Penicilliumchrysogenum 6,2-6,8 37
Pseudomonafragi 70-72 32
Rhizopusdilemar 56 35
Aspergillusniger 56 35
Penicilliumroqueforti 8,0 37
Staphylococcus aureus 8,5 45
Geotrichumcandidum 8,2 37
Achromobacteriipolyticum 70 37

Fuente: CRUEGER (1993).
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2.1.4. Produccién de lipasas microbianas

Las lipasas microbianas comerciales son principalmente
producidos a partir de Pseudomonas, Mucor, Geothricum, Rhizopus vy

Candidasp.(GRBAVCICet al., 2007).
La fermentacionsegin QUINTEROS (1993), es el aprovechamiento
bajo condiciones controladas de materiales bioldégicos tales como
microorganismos, tejido celular, animal, productos microbianos y enzimas. Es

decir:

Fermentacion = Microorganismos + CO; + productos (intray extracelular)

Producidas por fermentacidén en cultivos sumergidos, con diferentes
procesos entre los que se incluyen batch, fed-batch y procesos en continuo; la |
fermentacion puede ser aerbbica y anaerdbica.

CARDENAS (1999) y COCA (2001) mencionan que en un medio
de cultivo é6ptimamente equilibrado es obligatorio para conseguir maxima
produccion de lipasas por ello al medio para la fermentacion se adiciona entre
0,5 a 2% de emulsiones de triglicéridos que actiuan como inductores de las
lipasas de diversos microorganismos, estos pueden ser acidos grasos y sus

derivados incluyendo acidos saturados e insaturados, alcoholes y ésteres.

2.1.5. Actividad lipolitica
Las reacciones catalizadas por enzimas pueden evaluarse
espectrofotométricamente, ya que mucho de los sustratos o productos de las

enzimas absorben la luz visible o no visible. Esta es la forma mas sencilla y
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comun de analizar enzimas y consiste en obtener curvas completas mediante
control directo y continuo de la reaccion (WISEMAN 19291).

La actividad lipasica viene definida como la capacidad que tienen
las enzimas de hidrolizar los enlaces éster de los triglicéridos en la interfase
formada entre el sustratoemulsificado insoiuble y el medio acuoso en que esta
disuelta la enzima (CARDENAS, 1 999 y CARDENAS et al., 2 000).

Un gran problema para los enzimdlogos es cuantificar la actividad o
concentracion de una enzima, la unica manera para detectar la actividad
enzimatica es evaluando lo que hace sobre su sustrato especifico. Por lo tanto,
la Unica forma de medicion de la actividad o cantidad de una enzima, es por
determinaciones en los cambios en su sustrato bajo condiciones controladas
(FURIA, 1972).

La actividad de una enzima depende de condiciones tales como
temperatura, pH y concentracion; por ello es necesario especificarlas y usar las

mismas condiciones para comparar actividades (GARCIA et al., 1999). La

encuentra, con pocas excepciones, entre 30 a40 °C donde la actividad
enzimatica es maxima; la actividad enzimatica guarda también relacién con el
estado idnico de la molécula y especialmente, de la parte proteica, puesto que
las cadenas polipeptidicas contienen grupos que pueden ionizarse
(principalmente grupos carboxilicos y aminos de los aminoacidos
constituyentes) en un grado que depende del pH existente (SCHMIDT vy

PENNACHIOTTI, 1982). Por otro lado cabe indicar queel pH optimo de las
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lipasas esta entre 8 v 9, disminuyendo su actividad con el descenso del pH
(BENITES, 2 001).

Hay numerosas formas de expresar los resultados de los ensayos
enzimaticos. La comisién sobre enzimas ha. definido una unidad internacional
de la actividad enzimatica, el Katal; cantidad de enzima que transforma un mol
de sustrato por segundo bajo condiciones experimentales estandar (SCRIBAN,
1985).

La potencia o actividad de una enzima no puede medirse en
términos de su concentracion, ya que puede estar en forma desnaturalizada y
sin funcionalidad por esta razén se empiea la unidad internacionai de actividad
enzimatica, definida como la cantidad de enzima que se requiere para
transformar un micromol de sustrato por minuto (BADUI, 1994).

investigaciones realizadas sobre produccidn de lipasas
microbianas nos demuestran que la actividad lipolitica depende del tipo de
microorganismo, del inductor y de las condiciones 6ptimas que se den durante
la fermentacion; por ejemplo en el estudio “Produccién y caracterizacion de las
lipasas de Aspergillus nigery A. fumigatus, la actividad lipolitica de A. niger fue
0,26 Ul/mL v de A. fumigatus 0,21 Ul/mL en un medio con presencia de aceite
de oliva y a valores 6ptimos de pH 6, 40 °C y pH 7, 80 °C respectivamente
(COCA et al, 2 001). En el estudio “Novel microbiallipases:
Applicationtotheresolution of racemic mixtures” se presenta la actividad lipolitica
de diferentes microorganismos en medios con inductores de aceite de oliva y
tributirina (Cuadro 2) y la actividad lipolitica de cuatro microorganismos en

medios con diferentes inductores (Cuadro 3) a una temperatura de 28°C y a pH
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7: observandose mayor produccion de lipasa cuando se emplea como
inductores el acido cleico o sus derivados particularmente el anhidrido oleico.
Es decir que los acidos grasos saturados conducen a valores de induccion
inferior a los &cidos grasos insaturados y en especial el acido oleico
(SINISTERRA y SANCHEZ - MONTERO, 2001; CARDENAS, 1999 vy

CARDENAS et al., 2000).

2.2. Naturaleza metabdlica en la produccidn de enzimas
2.2.1. Enzimas constitutivas
Las'énzimas constitutivas son las que se forman a velocidades
constantes y en cantidades también constantes, independientemente de cual
sea el estado metabdlico del organismo. Se consideraba a los enzimas
constitutivos como una parte de la maquinaria basica y permanente de la célula
(LEHNINGER, 1979).

El grupo de enzimas cuya biosintesis no es controlada debido a
su necesidad, son las enzimas constitutivas las cuales estan siempre presentés
en la célula (se sintetizan siempre) en cantidades casi constantes
independientemente del estado metabodiico de ia misma. Se necesitan siempre
porque catalizan sobre todo reacciones de obtencion de energia o de obtencién
de carbono (PLUMMER, 1958; BU'LOCK y BJORN, 1 991: GODIA et a/., 1 998

y HERNANDEZ, 2 004).
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Cuadro 2. Actividad lipolitica de 14 microorganismos frente al aceite de oliva y

tributirina.

Actividad lipolitica (Ul/mL)
Cepas productoras

Aceite cliva Tributirina
A. Murorum O,ﬁ72 5,18
M. mucoroides 3,02 4,31
Monascussp 2,35 2,37
A. ciferrii 1,43 1,89
Fusariumpoae 0,93 1,47
F. solani 0,60 1,25
F. oxysporum 2,83 5,70
Penicilliumchrysogenum . 0,64 468
QOvadendron. sulphureo — ochrauum 4,33 6,10
Rodotorulaaraucariae 0,75 3,64
Brevibacterium linens 0,35 1,83
Streptomyces fradiae 0,89 3,16
S. halstedii 0,70 1,27
Streptomyces sp. 1,16 2,10

Fuente: CARDENAS (1 999).
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Cuadro 3.Actividad lipolitica (umol de acido/mL) medido en los caldos de

cultivos de los microorganismos utilizando distintos inductores.

Inductor

R. Araucariae F. oxysporum P. chrysogenum A.ciferri

Aceite de oliva
Acido oleico
Acido miristoleico
Acido palmitoleico
Acido laurico
Acido miristico
Acido palmitico
Acido estearico
Anhidrido oleico
Alcohol oleyl

Cloruro oleoy!

50

[0)]
(@]

NT

330

380

450

290

80

40

30

40

30

50

80

NT

40

50

50

NT =NMo prebade

Fuente: CARDENAS (1 999).

Dentro de la fisiologia celular hay algunos procesos que suceden
de forma continua vy por ello necesitaran la presencia constante de enzimas
constitutivas, de manera que su produccidbn es independiente de las

variaciones del medio celular (LACADENA, 2001). Estas enzimas constituyen

la mayoria del total(HERNANDEZ, 2004).
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La produccion de enzimasconstitutivas no estdsometida a

induccidn o represion, es decir, se producen en igual medida independientes de
los factores externos; su nivel de producciéon no esta afectado por la presencia
0 ausencia de los sustratos o productos especificos en el medio; pero ello no
significa que se produce a nivel maximo; los niveles de las enzimas
constitutivas pueden afectarse por cambios no especificos en las condiciones

(WISEMAN, 1986 y BYRNE, 2003).

2.2.2. Enzimas adaptativas

La biosintesis de éste grupo de enzimas es controlada, su
presencia o ausencia esta en relacion con el medio, sélo se sintetizan cuando
son necesarias, son las que estan genéticamente reguladas, se sintetizan sélo
como respuestas a la presencia de ciertos sustratos; [a produccion de éstas
enzimas, aumentara o disminuira segun las circunstancias externas de la vida
del medio ambiente, de la alimentacidén y el microorganismo generara mas o
menos segun sea necesario para funcionar adecuadamente; existiendo dos

tipos de enzimas adaptativas: represibles e inducibles(HERNANDEZ, 2 004).

2.2.3. Enzimas inducibles
Un enzima inducible se encuentra normalmente tan solo en
pequefas cantidades en una determinada especie, pero su concentracion
puede elevarse rapidamente hasta mil veces 0 mas cuando se halla en

presencia de su sustrato, particularmente cuando dicho sustrato es la unica
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fuente de carbono de la célula; los enzimas inducibles se forman solamente

cuando se necesitan (LEHNINGER, 1979).

Cuadro 4. Actividad lipolitica (umol de acido/mL) medido en los caldos de

cultivos de los microorganismos usados para el estudio de

induccion.
Inductor | B. R. ' F. P. .A. . S..
linens  araucariae oxysporum chrysogenum ciferri fradiae

Aceite de oliva 30 50 450 80 50 57
Acido oleico 230 60 350 40 80 63
Acido miristoleico 50 NT 450 30 NT NT
Acido palmitoleico a0 50 260 40 40 38
Acido Iaurico 60 40 260 30 50 50
Acido miristico 80 30 260 40 50 38
Acido palmitico 50 30 260 50 50 38
Acido estedrico 50 30 270 10 30 13
Anhidrido oleico 190 NT 460 30 NT NT
Alcohololeyl Q0 380 260 60 150 38
Clorurooleoyi 80 380 290 30 90 NT
Acido Lauricooleoyl
éster 40 30 260 20 60 63
Acido oleico laurel
éster NT 50 260 40 30 NT

NT =No grobado
Fuente: SANCHEZ — MONTERO (2001).



18

Este fendbmeno ocurre particularmente con enzimas degradativas,
que no se producen a menos que el inductor apropiado se encuentre presente
en el medio (WISEMAN, 1986). Estas enzimas son sintetizadas rapidamente y
en mayor cantidad como respuesta a la presencia de sustrato en el medio
(PLUMMER, 1958). La mayor parte de las enzimas comerciales son inducibles,
es decir, requieren de una sustancia, generalmente el sustrato de la enzima,
como inductor; este permite la sintesis de la enzima al unirse con el represor
que bloquea al gen operador impidiendo su trascripcion. Cabe sefalar que
existen inductores gratuitos, sustancias analogas o de estructura similar al
sustrato o al producto, que pueden fingir como inductores.La concentracion del
inductor debe mantenerse baja, para evitar la represion catabélica (GARCIA et
al., 1999; LACADENA, 2001).

Existe un represor que normalmente esta activo y por lo tanto, se
une al operador e inhibe la transcripcion. El efector (en este caso inductor) se
une al represor y lo inactiva evitando la represién del gen responsable de la
sintesis de la enzima (HERNANDEZ, 2004).

En algunos casos, la regulacion se ejerce como una induccién de la
produccion de enzimas como respuesta a la presencia de un inductor, que
muchas veces es el mismo sustrato. En otros casos, la induccién enzimatica se
controla de forma inversa por el represor, es decir, la proteina represora es
activa en ausencia del inductor, bloqueando la sintesis del mMRNA. Cuando se
anade el inductor, se combina con la proteina represora y la inactiva, liberando
~asi la sintesis del mRNA(GODIA et al., 1998); reciprocamente, las enzimas

pueden desaparecer cuando ya no son necesarias, es decir cuando un
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compuesto que necesita la célula existe gratuitamente para satisfacer las
necesidades de la célula, esto se denomina represion; cuando el
abastecimiento gratuito del compuesto ha terminado, las enzimas para la
sintesis del material reaparecen (BU'LOCK v BJORN, 1991).

Se pueden usar una serie de acidos grasos y derivados de acidos
grasos incluyendo acidos saturados e insaturados, alcoholes y esteres,como
inductores de lipasas de diversos microorganismos. En el siguiente cuadro se
aprecia el efecto de diversos inductores, los cuales fueron usados en un 0,5 %
de concentracién final. En este cuadro se reporta la actividad de las lipasas
usando trioleina como sustrato en diferehtes medios de induccion.

Las lipasas de estos 06 microorganismos son mejor inducidas por
acido oleico y sus derivados particularmente por el anhidrido oleico. Los acidos
grasos saturados desligan valores de induccidn inferior a los valores de ios

4cidos grasos insaturados (SANCHEZ — MONTERO, 2001).



lIl. MATERIALES Y METCDOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo de investigaciéon se ejecutd en los laboratorios de Centro
de Investigacion para el Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia (CIDBAM) y
Analisis de Alimentos; ubicados en el campus universitario de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (avenida universitaria s/n) en la ciudad de Tingo
Maria a 1,5 Km. de la carretera central Tingo Maria — Huanuco. Situada a 660
m.s.n.m, con una humedad relativa de 80% y a una temperatura promedio de
25+1°C respectivamente.

La taxonomia de la levadura Cryptococcus uchicensis TMY9 se
determiné en Universidad de Valencia, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), con el apoyo del Grupo de Biotransformaciones de la Universidad

Complutense de Madrid,Espafia.

3.2. Material biolégico ysustratos
3.2.1. Material biolégico
Cepa de Cryptococcus uchicensis TMYS obtenida después de
realizar un screening taxondmico del banco de cepas del Centro de

Investigacion para el Desarrollo Biotecnolégico de la Amazonia (CIDBAM).
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3.2.2. Sustratos
¢ Oleina de palma - Palmerola (industrias del Espino S.A.) Peru.
e Aceite de Sova - Liza (Cargill Agricola S.A.) Pert.
o Aceite de Girasol - Ideal (Ameral S.A.A.) Brazil.

e Acido Estedrico - Loba CHEMIE India.

3.3. Materiales, equipos y reactivos
3.3.1. Materiales de laboratorio

o \Vasos de precipitacidon de vidrio 50, 250, 500 y 1000 mLPyrex USA.

s Pipetas de vidriode 1,2, 5y 10 mLKimax USA.

e Pipeta de vidrio con emboio de 10mLPyrex USA.

e Placas petri de 100 x15y 80 x 15 Pyrex USA.

e Matraces de vidrio de 50, 100, 250, 500 vy 1000 mLKimax USA, Schott
Duran Germany.

e Probetas de vidrio de 50, 100, 250 y 500 mL Brand Germany.

e Fiolas de vidrio de 500 y1000 mLSchott Duran Germany.

e Bureta graduada de vidrio semiautomatica para titulacién de 50mL Brand
Germany.

e Tubos de Ensayo de vidrio con tapa de 10 mLSchott Duran Germany.

e Mecheros de vidrio con aicohol.

e Frascos de vidrio color ambar de 100 mL.

o Cubetas de polietileno para espectrofotometro Brand, Germany.

e Recipiente de plastico de 4 LDuraplast,Peru.

¢ Asa de siembra.
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Picetas; goteros de plastico.
Lentes protectores de mica.
Espatula de acero inoxidable.
Escobilla para lavar materiales.
Guantes quirurgicos.

Algodon.

3.3.2. Equipos de laboratorio

Agitador orbital de bandeja Barnstead internacional lab-line, Modelo Max®
2000, 220 - 240V, 0,4 A, 45 w, 50/60 Hz, 500 rom USA.

Agitador para matraces GFL Type 3005, 230V, 0,18 A, 0,04 KwGermany.
EspectrofotometroThermospectronic GENESYS 8, 100 — 240 V.Inglaterra.
Estufacon aire forzado Tomos ODHG — 9240, 220 - 240 v, 1300 w, 100 °C,
USA.

AutoclaveNapcomodel — 9000 D, 32 psi, 130 °C, 230 V, 6,3 A, 1430 w,

USA.
Incubadora Labor MuszeripariMuver LP — 111, 220 V, 0,19 Kw, Hungara.

Balanza electronica analitica dp digital precisién, 220-240 V, sensibilidad

0,0001g Germany.

3.3.3. Reactivos y soluciones
Fosfato de potasiodibasico K, HPO4 Merck Germany.

Fosfato de potasiomonobasico KH.PO4Merck Germany.
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Cloruro de potasio KCI Scharlau Chemie S.A. Esparia.
Cloruro de calciodihidratadoCaCl, .2 H,O Merck Germany.
Sulfato de magnesioheptahidratadoMgS0Q4.7 H,O Merck Germany.
Sulfato de hierroheptahidratadoFeS0,4.7 H,O LOBA CHEMIE Inaia.
Nitrato de sodio NaNO3; MerckGermany.
Extracto de Ievaglura granulado Merck Germany.
Extracto de carne seco granulado Merck Germany.
Cloruro de sodio NaCl, Merck Germany.
Agar—Agar granulado Merck Germany.
Pectona de carne obtenida por digestion pancreética granulado Merck
Germany.
Hidréxido de sodio en lentejas Merck Germany.
Acido clorhidrico fumante Hcl 37 % Merck Germany.
Buffer fosfato 0,1 M pH 7.
Agua destilada.
Alcohol medicinal al 96%.
Goma arabiga 10% P/V Spectrum ChemicalMfg. Corp.

Fenolftaleina al 1% Riedel - de Haén.

3.3.4. Métodos de Anadlisis
Durante |la fermentacion se realizaron los siguientes analisis:
pH, método 11.032 (AOAC, 1997).
Cuantificacion de biomasa, se realizé por el método de turbidimetria para

levaduras(SCRIBAN, 1985; TORTORA, 1993).
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e la actividad lipasica, utilizando los distintos sustratos y valorando la
cantidad de &cido liberado en funcién del tiempo (CARDENAS et a/. 2001).

e Determinacion de la productividad lipolitica (CARDENAS ef a/., 2001)

3.4. Metodologia experimental
3.4.1. Aspectos sobre la muestra

La levadura Cryptococcus uchicensis TMY9Q fue obtenida a través
de un screening ecolbgico realizado en los diversos ambientes de la industria
aceitera Palmas e Industrias del Espino, Santa Lucia — San Martin
(NAKAYAMA, 1981) e identificada en los laboratorios de la Universidad de
Valencia mediante el servicio que brinda la Coleccién Espariola de Cultivos
Tipo (CECT) utilizando el sistema de API, siendo el ensayo de escualeno claro
para diferenciar el tipo de microorganismo, clasificada seguidamente a través

de un screening taxondmico para su estudio en la presente tesis.

3.4.2. Descripcion de la metodologia de investigacion

La levadura Cryptococcus uchicensis TMYS fue sembrada en
medios solidos y liquidos con emulsiones de aceite y acido estearico segun el
estudio del tipo de metabolismo de produccion de lipasas, e incubados por 48
horas a 30°C (SZTAJER, 1988). Los pasos para la determinaciéon de [a

naturaleza metabdlica fueron:
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3.4.2.1 Reanimacién y acondicionamiento de la levadura al
sustrato

Reanimacion Fase 1: De las placas del Banco de Cepas del
CIDBAM se procedié a una resiembra de la levadura, tomandose con un asa
de siembra en un radioc de trabajo estéril, una porcion de la colonia y
sembrandose por estrias (TORTORA, 1993) en placas con medio BYPO con
agar (Cuadro 5), a fin de adaptarlas al medio (CARDENAS, 1999), la
incubacion se realizé en placas en posicion invertida a 30°C promedio por 48
horas (JAWETZ ef al., 1983).

Fase 2: Pasada las 48 horas de la fase anterior, la levadura fue
sembrada por estrias en placas petri con medio BYPO con agar y emulsiones
de aceite o acido estearico (el tipo de aceite y la concentracion estuvo en
funcién del estudio del metabolismo) (CRUEGER, 1993), a fin de adaptarlas el
medio, la incubacién se realizd en placas en posicion invertida a 30°C promedio
por 48 horas (JAWETZ et al., 1983).

Fase 3: Pasada las 48 horas de la fase anterior la levadurafue
sembrada por puntura en matraces de 250mL con 50mL de medio BYPO
liquido y emulsiones o acido estearico (el tipc de aceite v la concentracidon
estuvo en funcion del estudio del metabolismo) (SZTAJER et al, 1988), y
puestos en un agitador orbital a 150 rpm a temperatura de 30°C por 48 horas;
para determinar la facilidad de crecimiento de la levadura sin adherencia de
agar.

Fase 4: Pasada las 48 horas de la fase anterior la levadurafue

sembrada en 50 ml de medio minimo conteniendo emulsiones o acido estearico



26
(el tipo de aceite y la concentracidn estuvo en funcion del estudio del
metabolismo), utilizando un inocuioc del 10% dei volumen del medio;
empleandose matraces de 250 mL (SANCHEZ et al., 1999); luego se puso en
agitacion orbital a 150 rom a temperatura de 30°C por 48 horas; para que la
levadura en estudio produzca lipasas. Los medios soélidos y liquidos que se

emplearan en el acondicionamiento se detallan en el Cuadro 5.

3.4.2.2 Fermentacion

Terminada la etapa de acondicionamiento fue sembrado el cultivo
de la levaduraCryptococcus uchicensis TMY9, se utilizé una cantidad de 10%
del volumen del medio de trabajo, lo que constituyd el indculo de siembra para
los biorreactores (CRUEGER, 1993); en matraces de 250 mL se preparé 50 mL
de medio minimo descrito en el Cuadro 5, adicionando aceite o acido estearico
(el tipo de aceite y la concentracion estuvo en funcion del estudio del
metabolismo) como sustrato para la produccion de lipasas (CARDENAS, 1999:
FRENKEN ef al., 1992), se incubd a temperatura de 30°C y en ambiente
acondicionado para procesos biotecnologicos (SCRIBAN, 1985 y QUINTEROS,
1993); con el sustrato (inductor y fuente de carbono) de acuerdo al porcentaje

de trabajo.



Cuadro 5. Medios empleados paraevaluar la naturaleza metabdlica (1 L).

Medio Selecciona Componente (para 1 L)
Sélido:

e BYPO Colonias puras - Peptona, 10 g.
sin - Extracto de levadura, 3 g.
inductor - Extracto de carne, 5 g.

-NaCl, 5 g.
- KoHPO4,7 g.
- Agar-Agar, 15 g.

¢ BYPO Microorganismos - idem. Inciso anterior.
con productores de - Aceite, 25 ml.
inductor  lipasas
(aceite).

Liquido:

e BYPO Microorganismos - idem. BYPO soélido con
con productores de inductor (aceite) excepto agar.
inductor. lipasas

Minimo Hongos -NH4Cl1 g

con productores de - KH2PO41 g.

inductor. lipasas - KoHPO42 g.
-KCI,01g
-Mg SO4.7 H:0,0.54¢.
-CaCl,, 0.01 ¢

-FeS04. 7 H20, 0.012 g.
- Extracto de levadura 1g.
- Aceite, 20 ml.

Fuente: FRENKEN ef al., (1992) y CARDENAS (1999).

27
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Las evaluaciones se realizaron cada tres horas para determinar la

biomasa, actividad lipolitica y velocidad de produccion de lipasa de acuerdo al
analisis realizado de adaptacién, constitucion e induccién; seguidamente fueron

colocados en agitacion constante a 150 rpm por un lapso de 48 horas.

Biomasa: Se cuantificd la biomasa de la levadura por la técnica de
turbidimetria, las mediciones de la densidad optica fue a 660 nm cada 3 horas
en el espectrofotometro UV-VIS, diluyéndose el caldo de cuitivo en agua
destilada estéril para que las lecturas de absorbancia sea igual o menor a
0,600 segun la metodologia propuesto por (SCRIBAN, 1985; TORTORA, 1993,
SINISTERRA y DALTON, 1996).

cell/mL = ((Ab + 0.0023)/0.011) x 10° cell/mL

Donde: Ab = Absorbancia

Actividad lipolitica: La actividad lipolitica de la levadura
Cryptococcus uchicensis TMY9, consistié en determinar el tiempo medio de
cultivo en el cual el microorganismo expresa su mayor actividad enzimatica a
diferentes concentraciones de sustrato.

Para determinar la actividad lipolitica se adicionooleina de palma
unicamente; para todos los analisis se cuantificoé la actividad de lipasas de los
microorganismos por valoracion de &cido liberado en la hidrdlisis de triglicéridos
(CARDENAS et al., 2001). La actividad de la enzima lipasa es medida en

unidades de actividad (UA). Una UA es considerada como la cantidad de
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enzima necesaria para liberar 1uMol de acido graso, bajo las condiciones de la
prueba.
pMMoles de acido liberado = gasto NaOH (mL) x 5 (umol/mL)

UA/mL = 1uMoles de acido liberado/MI

Productividad lipolitica: La productividad lipolitica de la levadura
Cryptococcus uchicensis TMY9, consistid en determinar el tiempo medio de
cultivo en el cual el microorganismo expresa su mayor productividad lipolitica a
diferentes concentraéiones de sustrato.

Se cuantifico la productividad de lipasas de los microorganismos
por el cociente entre la actividad lipasica y el producto de biomasa, volumen y
tiempo (CARDENAS et al., 2001).

En la figura 2 se presenta la metodologia experimental para la evolucion de la

biomasa, actividad y productividad lipolitica.
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3.4.2.3 Produccién de lipasas constitutivas
Para determinar si la levadura producia lipasas constitutivas, se
empledmedio minimo con 2% de acido estearico, evaluandose la biomasa,

actividad y productividad lipolitica frente al sustrato oleina de palma.

3.4.2.4 Produccién de lipasas adaptativas

Para determ;nar si la levadura producia lipasas adaptativas, los
tratamientos es estudio emplearon medio minimocon 2% de oleina de palma,
2% de aceite de soya y 2% de aceite de girasolidependientemente,
evaluandose la actividad y productividad lipolitica frente al sustrato oleina de
palma.En la Figura 3, se muestra el diagrama experimental, el cual se describe
a continuacion:

Variables independientes: Tipos de sustratos.

Variables dependientes:Biomasa, acti\)idad y productividad
lipolitica.

Para el calculo de los resultados se utilizd el disefio completo al
azar con fres repeticiones, utilizando el programa Statgraphics (VASQUEZ,

1990; LITTLE, 1991).
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Cryptococcus uchicensis TMYS

Reanimacion y
Acondicionamiento

A 4

Lectura de la fermentacién con el
Sustrato (A) en estudio

- Biomasa
- Actividad lipolitica
- Productividad lipolitica

Leyenda:

(A):  Oleina de palma, aceite de soya, aceite de Girasol.
R: Repeticiones

Figura 3. Diagrama experimental para determinar {a produccién de lipasas adaptativas.

3.4.2.5 Produccién de lipasas induétivas
Para determinar si la levadura producia lipasas inductivas, los
tratamientos es estudio emplearon cultivos con 0%, 1%, 2% y 3% de oleina de
palma, aceite de soya, aceite de girasol y acido estearico, evaluandose la
biomasa, actividad y productividad lipolitica; en ia Figura siguiente se presenta
el diagrama experimental.
Variables independientes: Tipo de sustrato y concentraciones de sustratos.

Variables dependientes: Biomasa, actividad y productividad lipolitica.
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Cryptococcus uchicensis TMY9

!

Reanimacion y
Acondicionamiento

- 4

Lectura de Ia fermentacidon con el sustrato (A) en estudio

- Biomasa
- Actividad lipolitica
- Productividad lipolitica

Leyenda:(A):Oleina de paima, aceite de soya, aceite de Girasoi y acido estearico.

T Concentracion 0%. T2 Concentracion 1%.
Ta: Concentracion 2%. T4 Concentracion 3%.
R: Repeticicnes.

Figura 4. Diagrama experimental para determinar ia produccion de enzimas inductivas.

Para el calculo de los resultados se utilizé el disefio Completo al
Azar (DCA) con arreglo factorial con tres repeticiones, utilizando el programa

Statgraphics (VASQUEZ, 1990; LITTLE, 1991).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. De ia produccion de lipasas constitutivas

Para realizar esta parte del estudio, se empleé medio liquido
debido a que las lipasas segregadas por la levadura actian mejor en ia
interface agua lipido (QUINTEROS 1993); la mayoria de las lipasas son
producidas por procesos de fermentacion en cultivos sumergidos, entendiendo
por esto aquellos en los que nutrientes y microorganismos se encuentran en la
fase acuosa, considerando diferentes procesos, entre los que se incluyen
batch, fed-batch y procesos en continuo.

En la Figura 5 (A-l), se muestra la variacion de biomasa del cultivo
de la levadura Crypfococcus uchicensis TMY9 en medio minimo con 2% de
acido estedrico, donde se puede apreciar que hubo crecimiento celular de la
levadura durante las tres primeras horas de cultivo alcanzando un maximo de
70,527x10%ell/mL, esta fase (exponencial) es muy corta ya que el medio
minimo no tiene nutrientes adecuados para el crecimiento microbiano,
requiriéndose adecuados nutrientes y condiciones de fermentacion, para lograr

un 6ptimo desarrollo y produccion de lipasas (GRBAVCICet al. 2007).
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Figura 5.Biomasa de levadura Cryptococcus uchicensis TMY9 cultivada con 2 % de

acido estearico.

El comportamiento de la actividad lipolitica se presenta en la Figura
6 (A-l), primero se observa un maximo de 52,5 umol/mL.h a las cero horas,
luego un descenso del mismo durante las tres primeras horas hasta 50,0
umol/mL.h y se mantiene durante las tres horas siguientes, para luego caer. A
pesar que hubo un crecimiento celular durante las tres primeras horas no hubo
un aumento de actividad esto debido a que la produccion de lipasas es mas
sensible a las concentraciones de giucosa y glicerol como fuentes eficientes de
carbono, no actuando de la misma manera en el desarrollo celular(LEEef al.
2007).

Los microorganismos son seres vivos que por el contrario de las
plantas, no sintetizan sus propios alimentos para lo cual necesitan segregar
enzimas al medio en el que se estan desarrollando y las Unicas enzimas que se

segregan al medio, sin haberlos inducido, son las que constituyen la célula; asi
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lo confirma GODIA et al. (1998) y HERNANDEZ (2004) quienes reportan que
existen enzimas constitutivas dentro de una célula, que son necesarias y estan
presentes en todas las condiciones de crecimiento y, por tanto, se sintetizan
siempre, en cantidades casi constantes independientemente de |la presencia de

sustratos o productos en el medio y del estado metabdlico de la misma.
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E 50.00
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S
g-> 48.00
-
® 47.00 , ; .
2 0.0 3.0 6.0 9.0
g Tiempo (horas)

Figura 6. Actividad lipolitica de la levadura CryptococcusuchicensisTMY9 cultivada

con 2 % de acido estearico.

El comportamiento de la productividad lipasica de la levadura se
muestra en la Figura 7(A-l), apreciandose que disminuye conforme pasa el
tiempo, obteniéndose un vaior medio de productix)idad lipasica de 1,47x10
pmol/cell.mL.h; en una investigacion reciente se reporta que para mejorar la
actividad, productividad v biomasa se requiere un medio orgénico complejo

(TAKAC Y ERDEM, 2009).
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Figura 7. Productividad lipolitica de la levadura CryptococcusuchicensisTMY9

cultivada con 2 % de acido estearico.

4.2. De la produccion de lipasas adaptativas

El crecimi.ento de levaduras en el medio liquido, se manifestd por la
aparicion de una turbidez homogénea, similar a io descrito por SCRIBAN
(1985), esto indicaria que la levadura CryptococcusuchicensisTMYS logré
adaptarse al medio; el crecimiento de la levadura expresado en turbidez, varid
con el medio de cultivo; se observé mayor crecimiento en medio minimo con
oleina de palma que con soya y girasol, se conoce que la insaturacion de los
acidos grasos fueron una de las principales caracteristicas de adaptacion de
colonias de levaduras, destacandose la utilizacion del acido linoleico por
levaduras psicrofilas (ROSSlet al., 2009). La oleina de palma, aceite de soya y
girasol, presentan altos contenidos de acido oleico C18:1 (39,8-43,9%), acido
finoleicoC18:2 (49,8-57,1 % y 48,3-74,0 %), respectivamente (FAO/WHO,

1997).
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La Figura 8 (A-ll), nos demuestra que la actividad lipolitica de la
levadura fue mayor al ser cuitivada con aceite de girasol alcanzando un
136umol/mL.hy menor con los aceites oleina de palma y soya; se conoce que,
existen dos mecanismos principales que intervienen en la sintesis de lipasas: la
represion del catabolismo de hidratos de carbono y la induccidén de sustratos y
productos de la accion de lipasas (acidos grasos y glicerol). En consecuencia,
la eleccion del medio de fermentacion es de crucial importancia para la
eliminacién o reduccidon de la represion catabdiica y la induccion de la
biosintesis de la lipasa (GRBAVCICet af., 2007).
Para comparar el efecto del sustrato sobre la produccién de
lipasas, se analizaron estadisticamente los valores de actividad lipolitica a
tiempo medio de cultivo, determinandose diferencia estadistica altamente
significativa entre los sustratos empleados, mediante la prueba de Tukey (A-IV)
que se determind el tratamiento que produjo la mayor actividad lipolitica y fue
cuando se cultiva en medio minimo empleando aceite de girasol como inductor,
alcanzando un valor de actividad de 88,3 umol/mL.h, seguido del aceite de
soya con 62,5 ymol/mL.h y dela oleina de palma con 55,8 uymol/mL.h. Estos
resultados indicaron que, la actividad de la lipasa y el crecimiento de células no
estaban en correlacién estricta. A saber, los inductores de cadena corta (acido
caprilico y caprico) inhiben el crecimiento celular, pero mejoran la produccion

de lipasa (GRBAVCICet al., 2007).
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Figura 8. Actividad lipolitica de la levadura CryptococcusuchicensisTMY9, cuiltivada en

oleina de palma, aceite soya y aceite de giraso! al 2%.

En la Figura 9 (A-VI), se presenta la actividad lipolitica media, con
la finalidad- de evitar la presencia de productos téxicos o equilibrio idnico
desfavorable que inhiban Ia actividad de las lipasas tal como lo refiere JAWETZ

et al. (1983) y GODIA et al. (1998) y considerando lo sustentado por

guien indica que el tiempo de maxima actividad

enzimatica se produce en el momento que el metabolismo dei hongo es

orientado en mayor magnitud hacia la produccion enzimatica.
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Figura 9. Actividad lipolitica de la produccién de lipasas adaptativas a tiempo medio de

cultivo (prueba de Tukey, a = 0.01).

En la Figura 10 (A-lll), se muestra la variacion de la productividad
lipolitica de la levadura en estudio, en funcion a los diversos sustratos;
apreciandose un comportamiento similar para todos los casos, es decir un
descenso de la productividad especifica presentando valores similares al final
del cultivo demostrandose la capacidad de adaptacidon de la levadura
produciendo para ello lipasas, HERNANDEZ (2004) reporta que la biosintesis
de enzimas adaptativas es controlada, su presencia o0 ausencia esta en
relacion con el medio, sdlo se sintetizan cuando son necesarias, son lo que
estan genéticamente reguladas, se sintetizan sbélo como respuestas a la
presencia de ciertos sustratos; la produccion de estas enzimas, aumentara o
disminuira segun las circunstancias externas de la vida del medio ambiente, de
la alimentacién, y el microorganismo generara mas O menos segun sea

necesario para funcionar adecuadamente.
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Figura 10.Productividad lipolitica de la levadura CrypfococcusuchicensisTMYS,

cultivada en aceite de girasol, soya y oleina de palma al 2%.

En la Figura 11 (A-V), se muestran los resultados de la
productividad lipolitica de enzimas adaptativas evaluadas a tiempo medio de
cuitivo, apreciandose que destaca la productividad lipolitica al emplearse aceite
de soya como sustrato del cultivo. De acuerdo a la composicion quimica de los
aceites empleados como sustratos, la oleina de palma presenta un porcentaje
casi equilibrado en el contenido de acidos grasos palmitico y oleico, con el que
se obtuvo un valor de productividad de lipasas a tiempo medio de 5,68x10°
5,umol/c:ell.mL.hy los aceites de soya y girasol presentan un mayor porcentaje
de &cidos grasos insaturados oleico y linoleico (FAOMWHQO, 1997); con los que
se obtuvo 2,37x10“umol/cell.mL.hy 1,66x10™*umol/cell. mL.hrespectivamente;

esto nos lleva a confirmar que la levadura CryptococcusuchicensisTMYO es
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capaz de utilizar diversos sustratos de naturaleza lipidica y -que es capaz de

producir lipasas que le permiten hidrolizar estos medios y adaptarse.
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Figura 11. Productividad lipolitica de lipasas adaptativas evaluadas a tiempo

medio de cultivo (prueba de Tukey, a = 0.01).

Por lo expresado anteriormente se puede entender que los
diversos productos de la accion enzimatica pueden actuar como antirepresor
del gen represor de la produccion de dichas lipasas, HERNANDEZ (2004), nos
dice que existen dos tipos de enzimas adaptativas: represibles e
inducibles;BERK (1980) indica que en el caso de las lipasas, la especificidad
puede implicar la selectividad hacia distintos acidos con preferencia hacia la
posicion de las uniones éster en el seno de la estructura de glicerol. A medida
que se rompen gradualmente las uniones éster, se forman productos
intermedios, monoglicéridos y diglicéridos. Las lipasas reaccionan en sistemas
heterogéneos, tales como las emulsiones de glicéridos en medio acuosos; su

accion ocurre en la interface.
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El analisis estadistico de los resultados de la productividad lipolitica

é tiempo medio de cuitivo, indica diferencia altamente significativa entre ias
medias de las productividades lipoliticas y la prueba de Tukey (A-V) evidencia
que la mayor productividad lipolitica de la
levaduraCryptococcusuchicensisTMY9, se obtiene cuando se utiliza aceite de

soya como sustrato.

4.3. De ia produccion de lipasa inductivas

En la Figura 12 (A-Vl), se muestra la variacion de biomasa
cuitivada empieandc diversos sustratos, apreciandose como influye cada
sustrato en diferentes concentraciones sobre el crecimiento de la levadura en
estudio; se destaca el efecto de la oleina de palma al 2% con un valor maximo
de células de 1110,82x10%eli/mL, seguido por la soya al 3% con un valor de
945,36x10%cell/mL, al respecto se ha reportadoen un trabajo de investigacion
que el aceite de sésamo produijo la mayor biomasa(TAKAC yERDEM, 2009).

Resbpecto al aceite de sésamo, se reporté que de tres variedades
estudiadas, el principal contenido de acidos grasos para cada variedad fueron:
linoleico (C18:2), oleico (C18:1), palmitico (C16:0), estearico (C18:0) vy
linolénico (C18:3), encontrandose el acido linoleicoen mayor concentracion
(YOSHIDAet al.,, 2007),coincidiendo en cierta forma con los resultados
obtenidos ya que los acidos grasos que conforman los sustratos estudiados
son: oleico, palmitico, linolenico; los cuales se encuentran en mayor proporcion

(TAKACYMARUL, 2008).
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Figura 12. Variacion de biomasa de CryptococcusuchicensisTMY9, cultivada en oleina

de paima, acido estearico, aceite de girasol y aceite soya.

En la Figura 13 (A-VIl), se reporta la variacién de la actividad
lipolitica de la levadura Cryptococcus uchicensis TMY9 cultivada utilizando
como inductores, oleina de palma, acido estearico, aceite de girasol y aceite de
soya a diferentes concentraciones; observandose que la variacion de la

actividad lipolitica es producto de la induccion de los sustratos. COCA et al.
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(2001), publicaron que la actividad lipolitica depende del tipo de
microorganismo, dei inductor y de Ias condiciones éptimas que se den durante
la fermentacion. Asi como DOMINGUEZ (2003) demostré que la naturaleza del
inductor controla el porcentaje del isoenzima; cuando cambia las
concentraciones de los inductores, la isocenzima no se altera, difiriendo soélo en

la actividad de la lipasa.
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Figura 13.Variacion de la actividad lipolitica de Cryptococcus uchicensis TMY9 frente a
oleina de palma cultivada en oleina de paima, acido estearico, aceite de

girasol y aceite de soya.
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Los resultados del analisis estadistico realizado considerando la

actividad lipasica al tiempo medio del desarrollo microbiano se presenta en el
A-VIll en ella se muestra diferencia altamente significativa para la interaccidon
sustrato Vs concentracién y mediante la prueba de Tukey (A-IX y A-X), se
determind que los mejores resultados de actividad lipolitica de la levadura
CryptococcusuchicensisTMY9se obtiene con aceite de girasol al 3%, con una
actividad Iiboiitica de 143,33 pmol/mL.h, seguido por Ia oleina de paima al 3%,
con una actividad lipolitica de 137,50 umol/mL.h, tal como se muestra en la
Figura 14, lo que nos lleva a deducir que estos sustratos son mejor utilizados
por el microorganisme, induciendo la produccion de lipasas que pueden
hidrolizarlos, se ha reportado que esteres con C18 y C16 presentes en aceites
vegetales, promueven alta produccibn de lipasas y esterasas,

respectivamente(TAKAC Y ERDEM, 2009).
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Figura 14. Actividad lipolitica de enzimas inductivas a tiempo medio de cultivo

{prueba de Tukey, a = 0.01).
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En los sustratos estudiados se encuentran en mayor proporcion los
acidos grasos linoleico (C18:2), oleico (C18:1), paimitico (C16:0), estearico
(C18:0) vy linolénico (C18:3), 'destacando la influencia del acido linoleico
(YOSHIDAet al., 2007); de igual modo cuando se utiliza aceite de oliva, que
presenta alto contenido de acido oieicb, se ha reportado que se obtiene una
alta actividad lipasica (RYWINSKAet al., 2008), existiendo correlacion con los
resultados obtenidos ya que los acidos grasos aue conforman los sustratos
estudiados son similares(TAKAC y MARUL, 2008).

A la fecha no hay investigaciones realizadas sobre una cepa de
Cryptococcus productora de lipasas y los resultados demuestran que la
levadura estudiada tiene la capacidad de utilizar diversocs sustratos de
naturaleza lipidica para su crecimiento presumiéndose que pueden sintetizar
isoenzimas de lipasas. DOMINGUEZ (2003) estudié la Candida rugosa tratada
con diferentes inductores en varias fermentaciones con lipasas crudas,
revelando que las isoenzimas Lip2, Lip3 y Lip1, son secretadas en
proporciones diferentes segun el inductor utilizado.

En la Figura 15 (A-Xl y A-Xll), se muestra la variacion de la
productividad lipolitica de la levadura, cultivada en diferentes sustratos y a
diferentes concentraciones; apreciandose que la productividad disminuye, esto
debido al incremento de la biomasa y al tiempo.

Para determinar que tratamiento fue el mas conveniente,
considerando el tipo de sustrato, concentracion y tiempo medio de cultivo, se
procedié a realizar el analisis estadistico correspondiente, ios resultados de la

productividad lipolitica a tiempo medio de cultivo de enzimas inductivas se
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presenta en el A-XIll y A-XIV, segin el analisis de varianza (a = 0,01)se
encontré diferencia altamente significativa para la interaccion sustratos
concentracién, deduciendo entonces que existe una combinacion éptima entre
los niveles de cada factor estudiado a tiempo medio de cultivo en funcién a la

productividad lipolitica.
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Figura 15.Variacion de la productividad lipolitica de Cryptococcus uchicensis TMY9,
cultivada en oleina de palma, acido estearico, aceite de girasol y aceite
de soya.
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Para determinar que combinacion fue la mas adecuada, se realizd

la prueba de comparaciones multiples de Tukey(a = 0,01) (A-XV y A-XVi),
apreciandose los mejores comportamientos cuando el cultivo de la levadura
CryptococcusuchicensisTMY9se estudié en acido estearico al 2% obteniendo
4,74x10™ pmol/mL.h, seguido por el aceite de soya al 2%, luego estén los

aceites de girasol y oleina al 3%, esto se puede apreciar graficamente en la

Figura 16.
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Figura 16. Productividad lipolitica a tiempo medio de cultivo, de enzimas inductivas.

Se observd que la productividad lipasica (Figura 16) al emplear
acido estedrico y aceite de soya a la concentracion de 2% fueron 4,74x10™
umol/cell.mL.hy  4,05x10*umol/celimL.h, respectivamente, valores que
disminuyeron al aumentar la concentracién del inductor. GARCIA et al. (1999),
indican que la concentracion del inductor debe mantenerse baja, para evitar la
represién cataboiica. Por otro-lado LAGUNA (1968) y MURRAY ef al. (1994)
reportaron que cuando la cantidad de sustrato ha sobrepasado la capacidad

fisica de la enzima para recibirlo y poder transformarlo, la reaccion prosigue a
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ta misma velocidad, independientemente de la cantidad de sustrato adicionado;
se dice entonces que ia enzima se halla saturada con su sustrato; JAGNOW y
WOLFGANG (1991) menciona que la velocidad de una reaccion enzimatica
depende de |a concentracion del sustrato.

Se ha determinado que la mayor productividad lipasica 4,74x10™
pmol/cell.mL.h, a tiempo medio de cultivo se obtiene con acido estearico al 2%,
con un valor de actividad lipolitica de 135,00 umol/mL.h gue no es el mejor
valor de actividad, ya que con aceite de girasol al 3% se obtiene una actividad
lipasica de 143,33umol/mL, pero debe tenerse en cuenta que la productividad
evalua el tiempo de desarrollo microbiano, es decir en este caso, menos
cantidad de microorganismos, en menos tiempo dan como resultado mayor
- productividad lipasica.BECKER (1999) manifiesta que la diferencia del periodo
de duplicacion de un microorganismo en condiciones diferentes se debe al
tiempo y la energia que el microorganismo debe emplear en un medio para

sintetizar los metabolitos con respecto al otro medio.



V. CONCLUSIONES

1. Se demostr6 la presencia de lipasas constitutivas en la levadura

Cryptococcus uchicensis TMY9, al ser cultivada con &acido estedrico,
obteniéndose una actividad lipolitica frente a la oleina de palma de 50

umol/mL.h y una productividad lipolitica de 1,47x10” pmol/cell.mL.h a las 6

horas de cultivo.

. Se produjo lipasas adaptativas, con la levadura Cryptococcus uchicensis
TMY9 habiendo obtenido actividades lipoliticas a tiempo medio de cultivo,
de 62,5 uymol/mL.h, 57,5 umol/mL.h y 88,0 -umol/mL.h al ser cuitivada
empleando los inductores aceites de soya, oleina de palma y girasol

respectivamente.

. Las lipasas inducibles que produjo la levadura Cryptococcus uchicensis
TMY9, al emplearse los inductores aceite de girasol y oleina de palma al
3%, dio actividades lipoliticas de 143,33 umol/mL.h y 137,50 umol/mL.h,
respectivamente. Determinandose productividades lipasicas de 4,74x10™
umol/cell.mL.h y 4,05x10* pmol/cell.mL.h, al emplear Acido estedrico y

aceite de soya a la concentracion de 2 %.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la produccion de lipasas, en fermentadores con paletas a nivel
laboratorio vy piloto.

Investigar microorganismos obtenidos de diversos ambientes naturaies,
no solamente para producir lipasas, sino para evaluar las posibilidades de

produccion de otras enzimas Utiles en la industria de alimentos.
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ABSTRACT

Was investigated metabolic nature of lipases produced by the yeast
Cryptococcus uchicensis TMY9 (LCU), wusing different conditions of
development, determining its production capacity of constituent lipases,
adaptive and inductive. It showed the presence of constitutive enzymes in the
LCU, when grown with stearic acid, yielding a lipolytic activity (LA) with palm
olein 50 umoi/mL.h and a lipolytic productivity (PL) of 1,47x10° umol/cell.mL.h,
at 6 hours of culture. Adaptive enzymes are metabolized, obtaining the LCU, AL
medium time of 62,5 umol/mL.h, 57,5 ymol/mL.h and 88,0 umol/mL.h, when
grown inductors using soybean ocii, paim oiein and sunflower respectively.
Inducible enzymes produced by the LCU, gave AL 143,33 umol/mL.h and
137,50 umol/mL.h, when used, inductors sunflower oil and palm olein to 3%,
respectively. Determining PL 4,74x10* umol/cellmL.h. and 4,05x10™

umol/cell. mL.h., if used stearic acid and soybean oil at 2%.



ANEXO
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A-l: Variacién de biomasa, actividad y productividad lipolitica promedio de la

levadura Cryptococcusuchicensis TMY9 cultivada sin inductor.

ACTIVIDAD PRODUCTIVIDAD
HORA CELL/mL. LIPASICA LIPASICA
0.00 12.709 52.5000
3.00 70.527 50.0000 2.37E-03
6.00 56.891 50.0000 1 47E-03
9.00 56.345 47 5000 9.37E-04

' Actividad lipolitica evaluada usando oleina de palma como sustrato.

A-ll:  Actividad lipolitica promedio de la levadura Cryptococcusuchicensis

TMY9 cultivada en aceite de soya, oleina de palma y aceite de girasol a

2%.

Hora Soya Oleina Girasol
0.00 81.6667 52.5000 75.0000
3.00 62.5000 55.8333 75.0000
6.00 62.5000 57.5000 75.0000
9.00 62.5000 57.5000 75.0000
12.00 62.5000 55.8333 88.3333
15.00 62.5000 57.0833 95.8333
18.00 62.5000 58.3333 105.8333
21.00 62.5000 63.3333 105.8333
24.00 62.5000 135.8333

27.00 54.1667

' Actividad lipolitica evaluada usando oleina de palma como sustrato.
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A-lli: Productividad lipolitica promedio de la levadura Crypfococcusuchicensis

TMY9 cultivada en aceite de soya, oleina de palma y aceite de girasol a

2%.
Hora Soya Oleina Girasol
0.00
3.00 5.89E-03 1.05E-03 1.78E-03
8.00 1.79E-03 4 14E-04 8 85E-04
9.00 8.07E-04 1.11E-04 4.97E-04
12.00 4.05E-04 5 98E-05 2.66E-04
15.00 2.37E-04 4.83E-05 1.41E-04
18.00 1.49E-04 3.68E-05 1.29E-04
21.00 9.14E-05 1.47E-04 1.29E-04
24.00 9.14E-05 9.96E-05
27.00 3.80E-05

" Actividad lipolitica evaluada usando oleina de paima como sustrato.

A-lV: Prueba de Tukey de la actividad lipolitica Vs sustratos de enzimas

adaptativas (a = 0.01).

Sustratos Count LS Mean HomogeneousGroups
Oleina de Palima 2 55.80 X
Aceite de Soya 2 62.50 X
Aceite de Girasol 2 88.30 X

A-V: Prueba de Tukey de la productividad lipolitica Vs sustratos de enzimas

adaptativas (a = 0.01).

Sustratos Count LS Mean Homogeneous Groups
Oleina de Palma 2 0.0000598 X
Aceite de Soya 2 0.000237 XX
Aceite de Girasol 2 0.000266 X
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A-VI: Variaciones de biomasa de Cryptococcusuchicensis TMY9 cultivada a 0% de inductor; en oleina de palma, aceite de soya,

aceite de girasol y acido estearico a 1%, 2% y 3%.

OLEINA SOYA GIRASOL ACIDO ESTEARICO

0,
HORA 0% o 2% 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3%  1%Ac. 2% Ac. 3% Ac.

Oleina OQOleina Oleina Soya Soya Soya Girasol Girasol Girasol Estearico Estearico Estedrico

0 1271 59.07 14125 9944 8871 8.16 125,62 60.35 14998 9853  23.62 52.53 75.98
3 70.53 25235 21162 25089 148.89 3544 184.16 14707 146.89 17435 6289 120.71  150.89
6 56.89 284.53 24551 31180 21325 5835 256.71 312.35 183.44 204.53 113.07 160.35 225.80
9 56.356 32344 5/9.00 42835 22889 86.16 33598 39264 21289 31816 19216 179.07 329.07

12 353.95 801.73 486.27 27016 135.07 364.45 629.00 35598 362.64 24344 24635 504.45
15 384.45 9566.27 658.09 28398 181.07 643.55 749.00 38264 426.27 243.80 25053 758.09
18 479.00 1110.82 740.82 359.98 233.44 879.00 698.09 391.73 49718 24235 28325 549.00
21 536.27 219.00 603.55 41355 32925 04536 56264 39173 45264 23725 32835 43536
24 432.64 479.00 32925 54355 582.64

27 314.45
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A-VII: Variaciones de actividad lipolitica de Cryptococcus uchicensis TMY9 cultivada 0% de inductor; en oleina de palma, aceite de soya,

aceite de girasol y acido estearico a 1%, 2% y 3%.

OLEINA SOYA GIRASOL ACIDO ESTEARICO

0,
HORA 0% o 2% 3% 1% 2% 3% 1% 2% 3% 1% Ac. 2% Ac. 3% Ac.

Oleina Qleina Oleina Soya Soya Soya Girasol Girasol Girasol Estedrico Esteérico Estearico

0 52.50 4467 5250 11583 115600 8167 125,00 120.00 7500 12250 75.00 100.00 110.00
3 50.00 65.83 5683 118.33 11500 6250 125.00 12333 75.00 13333 96.67 1056.00 116.67
6 50.00 7333 57.50 12500 12417 6250 12583 13500 75.00 137.50 110.00 11750 125.00
9 4750 9000 5750 136.67 12500 6250 12760 136.67 7500 137.50 126,67 13250 12583

12 91.25 5683 137.50 12500 6250 13500 14333 8833 14333 12500 13500 130.00
15 92.50 57.08 14250 12500 6250 15500 14500 9583 14583 14333 140.83 130.00
18 105.00 5833 139.17 130.00 6250 15583 143.33 10583 14833 160.00 146,67 128.33
21 130.00 63.33 139.17 130.00 6250 150.00 140.83 105.83 14500 160.00 124.17 125.00
24 115.83 127.50 6250 140.00 135.83

27 125.00 54.17

' Actividad lipolitica evaluada usando oleina de palma como sustrato.
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A-VIlI: ANVA del Disefio Completo al Azar (DCA), con arreglo factorial 4 X 4 de

fa actividad lipolitica de enzimas inductivas (a = 0.01).

Source Sum of Df Mean F-Ratio P-Value
Squares , Square
Concentraciones 232829.0 3 77609.7 459 .91 0.0000
Sustratos 59026.0 3 19675.3 116.59 0.0000

Concentraciones * sustratos  86549.0 9 9616.55 56.99 0.0000

Residual 5400.0 32 168.75

Total (corrected) 383804.0 47

A-IX: Prueba de Tukey de la actividad lipolitica Vs sustratos de enzimas
inductivas (a = 0.01).

Sustratos Count LS Mean Homogeneous Groups
Acido Estearico 12 135.00 X
Aceite de Soya 12 135.00 X
Oleina de Palma 12 137.50 X
Aceite de Girasol 12 143.33 X

A-X: Prueba de Tukey de la actividad lipolitca Vs concentraciones de enzimas
inductivas (a = 0.01).

Concentraciones Count LS Mean Homogeneous Groups
0% 12 50.00 X
2% 12 135.00 X
1% 12 136.67 XX

3% 12 143.33 X
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A-XI: Variaciones de productividad lipolitica de Cryptococcus uchicensis TMY9

cultivada a 0% de inductor; en oleina de palma y aceite de soya a 1%,

2%y 3%.
OLEINA SOYA
HORA 0%
1% 2% 3% Oleina 1% Soya 2% Soya 3% Soya
Oleina Oleina
0
3 2.37E-03 8.87E-04 1.05E-03 1.57E-03 2.58E-03 5.89E-03 2.43E-03
6 147E-03 4.33E-04 4.14E-04 6.72E-04 9.71E-04 1.79E-03 8.18E-04
S 937E-04 3.11E-04 1.11E-04 3.55E-04 6.08E-04 8.07E-04 4.22E-04
12 238E-04 598E-05 237E-04 3I88E-04 405E-04 3.35E-04
15 1.64E-04 4.83E-05 1.47E-04 294E-04 2.37E-04 1.66E-04
18 1.25E-04 3.68E-05 1.05E-04 201E-04 1.49E-04 9.85E-05
21 1.16E-04 1.47E-04 1.11E-04 1.50E-04 9.14E-05 7.56E-05
24 1.12E-04 1.12E-04 S.14E-05 1.11E-04
27 1.48E-04 3.80E-05

A-XII: Variaciones de productividad lipolitica de Cryptococcus uchicensis

TMYS cultivada en aceite de girasol y acido estearico a 1%, 2% y

3%.

GIRASOL ACIDO ESTEARICO
HORA . . . 1% Ac. 2% Ac. 3% Ac.
1% Girasol 2% Girasol 3% Girasol Estearico Estearico Estearico
0
3 2.92E-03 1.78E-03 2.57E-03 5.14E-03 2.90E-03 2.59E-03
6 7.24E-04 6.85E-04 1.12E-03 1.62E-03 1.24E-03 9.23E-04
9 4.18E-04 3.97E-04 4.83E-04 7.33E-04 8.28E-04 4.25E-04
12 19404 166E04 353E-04 423E-04 4 74E-04 2.16E-04
15 1.31E-04 1.41E-04 2.31E-04 3.91E-04 3.84E-04 1.17E-04
18 1.20E-04 1.29E-04 166E-04 3.66E-04 3.00E-04 1.36E-04
21 1.33E-04 1.29E-04 1.53E-04 3.21E-04 1.84E-04 1.67E-04
24 9.96E-05

27
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A-XIIL. Productividad lipolitica de enzimas inductivas de la levaduraCrypfococcus

uchicensis TMY9 cultivada con cuatro sustratos a cuatro concentraciones.

Productividad Lipolitica (umol/cellmL h)

. Tiempo . Tiempo . Tiempo .. Tiempo
[C] Oleina de 112 de Aceite de 1/2 de Acg;te de 112 de AC!SZJQ 112 de
Palma ) Soya . Girasol . Esteérico :
cultivo cultivo cultivo cultivo
2.44E-03 2.44E-03 2.44E-03 2.44E-03
0% 2.50E-03 3horas 250E-03 3horas 250E-03 3horas 2.50E-03 3horas
2.18E-03 2.18E-03 2.18E-03 2.18E-03
2.01E-04 2.82E-04 1.37E-04 4.80E-04
1% 1.47E-04 15horas 3.19E-04 15horas 1.11E-04 15horas 3.54E-04 15 horas
1.44E-04 2.84E-04 1.44E-04 3.38E-04
1.10E-04 3.57E-04 2.66E-04 4.78E-04
2% 1.04E-04 9Shoras 3.21E-04 12 horas 3.4SE-04 12 horas 3.37E-04 15 horas
1.17E-04 5.36E-04 3.27E-04 3.38E-04
2.14E-04 1.25E-04 2.3SE-04 4.21E-04
3% 2.54E-04 12 horas 2.07E-04 15horas 3.78E-04 12 horas 4.26E-04 9 horas
2.42E-04 1.67E-04 4. 43E-04 4 28E-04
' Actividad lipolitica evaluada usando oleina de palma como sustrato.
A-XIV: ANVA del Disefio Completo al Azar (DCA), con arreglo factorial 4 X 4 de
la productividad lipolitica de enzimas inductivas (a = 0.01).
Source Sumof Mean F-Ratio P-Value
Squares Square
Concentraciones 3.53656E-4 3 1.17885E-4 2374.84 0.0000
Sustratos 4615746 3  1.53858E-6 31.00 0.0000
Concentraciones * sustratos 2.3602 E-6 9 2.62245E-7 528 0.0002
Residual 1.58846E-6 32 4.96393E-8
Total (corrected) 3.62221E-4 47
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A-XV: Prueba de Tukey de la productividad lipolitica Vs sustratos de enzimas
inductivas (a = 0.01).

Sustratos Count LS Mean Homogeneous Groups
QOleina de Palma 12 0.00023687 X
Aceite de Girasol 12 0.00035322 X
Aceite de Soya 12 0.00040464 X
Acido Estedrico 12 0.00047435 X

A-XVI: Prueba de Tukey de la prbductividad lipolitica Vs concentraciones de

enzimas inductivas (a = 0.01).

Concentraciones Count LS Mean Homogeneous Groups
3% 12 0.00044336 X
2% 12 0.00053649 X
1% 12 0.00048027 X

0% 12 0.0025016 X




