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CAPITULO |

comercial (Jaeger y Reetz, 1998). El peso molecular de las lipasas varia de menos de 20
kDA, como por ejemplo la lipasa de Bacillus subtilis, a 60kDa como la de Geothricum
candidum. Hiol y colaboradores (2000) describieron una lipasa extracelular de Rhizopus
oryzae, con un peso molecular de 30kDa, y una baja cantidad de carbohidratos asociados
a ella, estos Ultimos cuantificados a través de un tratamiento con endoglucosidasa H. Por
otra parte Abbas (2002) caracteriz6 la lipasa de una cepa de Mucor sp. con tamario de 42
kDa y aproximadamente 5% de su peso en carbohidratos. Jolivet y colaboradores (2007)
estudiando a la lipasa codificada por el gen lip2p de Yarrowia lipolytica describieron una
proteina de 36.2 kDa, con dos posibles sitios de giucosilacion en el sitio N113IS y en
N134NT. La glucosilacién contribuye a la estabilidad de la enzima (lsobe y Nokihara,
1993).

Treichel y colaboradores (2009) han hecho un resumen de los principales
microorganismos estudiados en los dltimos cinco afos para la produccion de lipasas
(Cuadro 1.2). Dichos autores clasifican los estudios basados en dos tipos de
fermentacion, la de fase sélida, cominmente usada para el cultivo de especies de
hongos, y la fermentacién en fase sumergida mas frecuente en bacterias y levaduras. La
fermentacion en fase sélida es una interesante alternativa para la produccién de enzimas,
ya que favorece al uso de residuos y subproductos de la agroindustria como fuente de
nutrientes y soporte para el desarrollo de los organismos. El uso de estos subproductos
como sustratos en la produccion de lipasas puede reducir el costo final de las enzimas
(Griebeler et al., 2009). Los hongos son un grupo de gran interés para la generacion de
enzimas lipoliticas debido a su alta capacidad para la secrecidn de enzimas
extracelulares, lo cual facilita su recuperacion en el medio {Bancerz y Ginalska, 2007).
Ademas las enzimas fungicas presentan alta estabilidad térmica y de pH (Saxena et al.,
1999; Ghosh et al., 1996).

Cuadro 1.1. Principales microorganismos descritos en la literatura con potencial para la produccion
de lipasas (Treichel ef al., 2009).

Especie Clase de Referencia
organismo | Fermentacién sumergida Fermentacion en
estado solido
Acinetobacter Bacteria .
radioresistens
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Los hongos productores de lipasas se encuentran en ambientes muy diversos. Colen y
colaboradores (2006) lograron aislar 19 cepas de hongos productores de lipasas a partir
de muestras de suelo de la sabana Brasilefia; en esa coleccién una cepa de
Colletotrichum gloeosporioides present6 la mayor produccién de lipasas, alcanzando 27.7
U/mL de actividad bajo condiciones 6ptimas de cultivo. En otro trabajo Cihangir y Srikaya
(2004) obtuvieron aislados de Aspergillus sp. de muestras de suelo de diferentes regiones
de Turquia; la cepa mas lipolitica produjo 17 U/mL de actividad de lipasa. Teng y Xu
(2008) reportan una actividad lipolitica de 14 U/mL para una cepa de Rhizopus chinensis.
Por otra parte Prakash y colaboradores (2008) aislaron especies de basidiomicetes de
arboles de diferentes localidades del sudeste de la India, de los cuales 17 presentaron
actividad lipolitica, destacando Abortiporus biennis, Pycnoporus coccinus y Trametes
pubescens. En otro estudio Gopinath y colaboradores (2005) aislaron hongos de
desechos agroindustriales de fabricas de aceites comestibles, donde Absidia corymbifera,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus,
Cunninghamella verticillata, Curvularia pallescens, Fusarium oxysporum, Geotrichum
candidum, Mucor racemosus, Penicillium citrinum, Penicillium frequentans, Rhizopus
stolonifer y Trichoderma viridae presentaron alta actividad lipolitica. Triches y
colaboradores (2008) se enfocaron a la busqueda de lipasas en una coleccién de hongos
previamente establecida, la cual pertenecia a la empresa Embrapa Food Technology. En
esa coleccién la cepa mutante de Aspergillus niger 11T53A14 presenté la mayor actividad
lipolitica (62.7 U/gds) en fermentaciéon soélida. En un reporte mas reciente Rajesh y
colaboradores (2010) trabajaron con una cepa de Trichoderma reesei, estudiada
previamente para la produccién de celulasas; estos autores encontraron que esta cepa
también presentaba actividad de lipasas.

En estos reportes se observo que la produccion de lipasas varia de acuerdo al hongo, a la
composicién del medio de crecimiento, las condiciones de cultivo, pH, temperatura y el
tipo de fuente de carbono y nitrégeno (Treichel et al., 2009).

Un factor que gobierna la actividad catalitica y la estabilidad operacional de las lipasas es
su estabilidad térmica, esta es ampliamente variable entre lipasas de diferentes cepas.
Bancerz y Ginalska (2007) realizaron experimentos en rangos de 0° a 90°C para
determinar la termoestabilidad de una lipasa aislada del basidiomiceto Bjerkandera
adusta; los resultados mostraron un amplio rango de tolerancia desde temperaturas bajas
(0°C) en la cual se conserva la actividad catalitica, a temperaturas medias (60°C), donde
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La industria_alimentaria: En el procesamiento de alimentos las lipasas se utilizan para la

modificacion y descomposicién de biomateriales. Un gran numero de lipasas son
utilizadas para mejorar el sabor en los productos lacteos, asi como en el procesamiento
de carnes, vegetales, frutas, alimentos horneados y cervezas (Singh y Mukhopdhyay,
2011).

Férmula para_infantes: El desarrolio de formulas lacteas para infantes, con tendencia a

imitar lo mas posible a la leche materna. Ei principal triglicérido presente en la leche
humana se encuentra insaturado en la posicion sn-1y 3, y saturado en la posicion sn-2. El
acido palmitico representa 20-40% del total de acidos grasos, con un tercio localizado en
la posicion sn-2. La posicidon del acido palmitico en el glicerol es importante; durante la
digestion la lipasa pancreatica en los infantes hidroliza especificamente en las posiciones
sn-1y 3, produciendo un monoglicerol con el acido palmitico en la posicién sn-2 y que se
absorbe mejor que el acido palmitico libre (Houde et al., 2004). Loders Croklaan produce
Betapol, un producto sustituto de las grasas de la leche humana; este sustituto es
producido mediante el uso de una lipasa especifica de las posiciones 1y 3 (Xu, 2000),
que al tratar la tripalmitina con acidos grasos insaturados resulta en el triglicérido deseado
para la formula lactea.

Mantequilla_de cacao: Es una mezcla de aceites y grasas basados en triglicéridos que
poseen como mayores componentes acido palmitico, acido estearico y acido oleico. La
Mantequilla de cacao es una grasa con un alto valor comercial usado por la industria de la
confiteria, principalmente del chocolate (Houde et al., 2004; Xu, 2000). En 1976, Unilever
generd una patente donde describen la metodologia para la reaccién de hidrodlisis y
sintesis para la produccion de un sustituto de mantequilla de cacao, usando una lipasa de
R. miehei, |la cual lleva a cabo una transesterificacion, remplazando el acido palmitico con

estearico para dar el triglicérido (Aravindan et al., 2007).

Industria_de los detergentes: actualmente el uso de las lipasas en la industria de los

detergentes representa una de las aplicaciones mas significativas de estas enzimas. Las
lipasas pueden reducir el dafio ambiental generado por los detergentes y disminuir el
consumo energético en el lavado al funcionar a temperaturas ambientales. En 1994, Novo
Nordisk introdujo la primera lipasa comercial, Lipolase, la cual era originada por el hongo
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catalizador que puede ser hidréxido de sodio, de potasio o metéxido de sodio. El uso de
estos catalizadores puede ser sustituido por la aplicacién de las lipasas para lievar a cabo
la reaccién quimica.

En comparacién con la transesterifiacién quimica, la enzimatica se realiza en condiciones
mas amigables (20-50°C) y tienen rangos de rendimientos de hasta 97%; los
subsecuentes pasos de separacién y purificacion del biodiesel son mas faciles que en la
catdlisis alcalina y se facilita la recuperacién de los subproductos (Calabro et al., 2010;
Shimada et al., 1999; Nelson et al, 1996). La desventaja de la transesterificacion
enzimatica es que su costo es elevado, pero esto podria reducirse si el proceso de
produccién de las enzimas se realizara a gran escala. El Cuadro 1.3 presenta un resumen
de la comparacién de la produccién de biodiesel enzimatico y la catélisis alcalina, también

conocida como catalisis quimica.

Cuadro 1.2. Comparacién de diferentes parametros durante la catalisis enzimatica y la catalisis
alcalina en la produccién de biodiesel (Robles-Medina ef al., 2009; Shah et al., 2003).

atalisis alcalina

Biocatalisis
30-40°C

Son transformados en
biodiesel

Condiciones

(quimica)
60-70°C

Temperatura de reaccion
Presencia de acidos
grasos libres en la Produce saponificacion
materia prima
Presencia de agua en el | Impacta en la catalisis por
aceite inicial la formacién de jabén

No perjudica

Bajo, no necesita

Medio. Se generan tratamiento de aguas

Impacto ambiental efluentes 'alcallnos y residuales
salinos
Recupe_raclon del Dificil Alta
glicerol
Purificacion de los . .
ésteres de metilo Lavados repetidos No requiere
Costos de produccion de Barato Relativamente caro

la catalisis

La amplia gama de caracteristicas presentes en las lipasas radica en su variabilidad a
nivel molecular y bioquimico, para el 2005 se habian reportado alrededor de 2000

secuencias no redundantes, las cuales han sido agrupadas en 16 superfamilias y 39
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Figura 2.2. Estructura quimica de la tributirina
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Figura 2.3. Estructura quimica de la Trioleina

Ambas enzimas catalizan la hidrélisis y sintesis de enlaces tipo éster. Las esterasas

hidrolizan ésteres de acidos carboxilicos de cadena corta, tales como butirato de metilo,

butirato de etilo y triacetina, mientras que las lipasas prefieren acilglicéridos de cadena

larga (mayor de diez atomos de carbono).

Cuadro 2.1. Diferencias entre li

asas y carboxilesterasas

Propiedad

Lipasa

Esterasa

Sustrato preferido

Triglicéridos de cadena
larga

Esteres simples,
triglicéridos de cadena
corta

Actividad interfacial Si (exceptuando Candida No
antarctica)
Hidrofobicidad del sustrato | Alta De alta a baja

Enantioselectividad

Usualmente elevada

De alta a baja

Estabilidad en disolventes

Alta

Alta a baja
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Il. Materiales y métodos.

Material Biolégico
Se trabajé con dos colecciones de hongos, la primera fue aislada por Castillo-Avila (2010)
para la produccién de enzimas lignoceluloliticas y una segunda coleccién aislada de frutos

oleaginosos.

Mantenimiento de cepas
Las cepas seleccionadas (Cuadro 2.2 y 2.3) se cultivaron en cajas Petri conteniendo
medio Papa/Dextrosa/Agar (PDA) y se incubaron a temperatura ambiente.

Escrutinio de lipasas

El escrutinio se llevd a cabo con base en la metodologia de Kouker y Jaeger (1987). El
medio se esterilizé en autoclave y se enfridé a una temperatura menor de 60°C.
Posteriormente se le adicioné aceite de olivo al 3% (v/v) y 1% de Rodamina B, se
homogenizé y el medio se vacid en cajas Petri de 5 cm de diametro. Las placas se
inocularon con 1 cm? de micelio cultivado previamente durante 3 dias sobre PDA. Los
ensayos se realizaron por triplicado y se monitorearon sobre un transiluminador de fuz UV
a 360 nm. El monitoreo se realizé6 durante 48 horas, tomandole fotografia a las cepas

cada 12 horas.

Seleccion de Cepas

Para la seleccién de las cepas se usé el software Assess 2.0. Para la cuantificacion se
uso el panel de umbral clasico; para la seleccién del fondo se usé el plano de color RGB,
en la opciéon B y con un intervalo de 34 — 244, mientras que para la seleccion del area de
la fluorescencia se usé la opcidn “lesion” (que enfoca la sefial de interés) en el plano de
color HSI opcion “H”, tomando dos mediciones: la primera medicién con un intervalo de
64-101 (valores predeterminados por el equipo) y una segunda medicién con el limite
superior definido y el limite inferior variable para cada cepa, con el fin de evitar discriminar
areas con muy baja fluorescencia.

Se genero6 un indice de referencia, resultado de la multiplicacion del area fluorescente y el
limite inferior de la barra de umbral (relacionada al area fluorescente respectiva): mientras
mayor sea el numero de este producto, mayor es la intensidad de fluorescencia

observada.
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Cuadro 3.1. Métodos analiticos para la determinacion de lipasas (Gupta et al., 2003; Schmid y

Verger, 1998).

METODOS
Ensayo y sustrato

Compuesto
cuantificado

PRINCIPIO

LIMITANTES

Titulacién

Grasas y aceites,

triacilglicerol, ésteres de

meitlo.

Acidos grasos

Neutralizacion de
la reaccion
directamente por
indicadores de pH

La adicion de
emulsificadores
generalmente

modifica las
condiciones de
reaccion.

No aplicable a pH
acidos

Espectrofotométricos

Estimacion del B-

Los ésteres no son

Acidos grasos conjugados - estables a H
gon B-Naﬁojl g B-Naftol Naftol por unién extremos P
con Fast Blue BB
. Método
| o . oo o | conveninte. Usado
“steres de p-Nitrofenilp p-Nitrofenol cuantificado a 410 durante procesos
de purificacién
nm
Ensayos fluorescentes

Triglicéridos con grupos | Grupos prenil | EI cambio en la | Ensayo rapido,
alquilo  sustituidos por | libres longitud de onda | pero el costo del
grupos fluorescentes fluorescentes de la fluorescencia | sustrato limita su

debido a la | uso

hidrélisis de los

triacilglicéridos

En el presente trabajo se seleccionéd un método espectrofotométrico usando un éster de
p-nitrofenilo, debido a que es sencillo y es uno de los mas populares en la literatura (Ulker
et al., 2011; Supakdamrongkul et al., 2010; Hlavsova et al., 2009; Messias et al., 2009,
Rapp y Backhaus, 1992).

La cuantificacion de la actividad lipolitica se llevo a cabo en cultivos sumergidos de los

hongos seleccionados previamente.
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lll. Resultados

Para el establecimiento de la metodologia de cuantificacion de actividad de las lipasas se
utilizé el acido tricloroacético (TCA) como método de paro de la reaccién, y la adicién de
NaOH 8 M para neutralizar posteriormente el pH, debido a que la absrobancia del p-
nitrofenol disminuye a pH acido. Se aplicé TCA al 5% después de la reaccién y se incub6
en hielo por 5 minutos; posterior a esto a cada una de las muestras se adicionaron 65uL
de NaOH 8 M para restablecer el pH.

En la cuantificacién se observé mucha variacién en las lecturas. Por lo tanto se tomé la
decision de no incluir el paso de “paro de la reacciéon” sino tnicamente centrifugar las
muestras y llevar a cabo la lectura a un tiempo estrictamente fijo. De esta manera ya fue
posible cuantificar la actividad de las lipasas.

En el ensayo para establecer el método de cuantificaciéon se trabajé con las cepas Ab02,
B13-1, B13-3 y CnC ya que presentaron una mayor area de fluorescencia y la cepa SEQ2,
la cual presenté un halo alrededor de la colonia. La cuantificacion de la actividad
enziméatica se llevo a cabo del primero al octavo dia de cultivo .. ig. 3.1).
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Figura 3.1. Cuantificacién de la actividad de lipasas en cepas previamente seleccionadas mediante
el método de Rodamina B.

En este experimento se observé que las cepas Ab02 y Cnc alcanzaron su maxima
actividad en el primer dia de fermentacion, con valores cercanos a 215 U/mL. Se observé
gue estas dos cepas presentaron un rapido crecimiento y consumo del aceite de olivo
usado como sustrato desde el primer dia de fermentacién. Su actividad decliné en los dias
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extracelulares estan cominmente asociadas a la pared celular y empiezan a ser liberadas
en el medio de cultivo en la etapa final de la fase de crecimiento. Hlavsova vy
colaboradores (2009) reporté una maxima produccién de lipasas asociadas a membrana
después de 22 horas de incubacién, cuando existe un crecimiento celular y una maxima
actividad de lipasas extracelulares a las 26 horas de fermentacion; posterior a esto la
actividad disminuyé. Asi mismo Mladenoska y Dimitrivski (2001) reportaron una cepa de
Geotrichum candidum aislada de leche en estado de descomposicién, la cual presento
maxima produccién de lipasas a las 24 horas de fermentacién. Por otra parte Hala y
colaboradores (2010) reportaron una maxima producciéon de lipasas al quinto dia de
fermentacién con una cepa de Fusarium oxysporum, mientras que Azeredo y
colaboradores (2007) encontraron que Penicillium restrictum aislado de la torta proteica
de babassu (Aftalea speciosa) produce lipasas rapidamente en diversas fuentes de
carbono, entre 96 y 172 horas de fermentacién. Estos reportes sugieren que la produccién
de la enzima no depende estrictamente del sitio de aislamiento, sino del hongo y su
capacidad per se de produccién de la enzima. Algunas cepas seleccionadas entre las que
fueron aisladas de residuos ricos en lipidos, como las que fueron seleccionadas entre las
cepas aisladas de residuos agroindustriales de platano, presentaron interesantes perfiles
enzimaticos, con actividades por arriba de varias de las demas cepas evaluadas (cuadro

3.2) y siendo las cepas Ab02 y Cnc las mas altas con 215 U/mL

Cuadro 3.2. Cepas fangicas con actividad lipolitica en fermentacién sumergida.

Cepa Aislamiento Actividad Referencia
Aspergillus niger | Cepario del | 0.26 U /mL Coca et al, 2001
Aspergillus Instituto  Cubano | 0.21 U/mL

fumigatus de Investigaciones

y Derivados de la

cafa de azucar

Aspergillus niger | Semillas de 0.212 U/mL Xiao et al., 2010
Jatropha curca 'y
pan

Aspergillus sp. Lodos, sueios | 16.6 U/mL Cihangir y
contaminados con Sarikaya., 2004

aceite y alimentos
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oryzae es constitutiva (Hama et al., 2006; Ban et al., 2001). Messias y colaboradores
(2009) describieron una cepa de Botryosphaeria ribis aislada de Eucalyptus citriodora,
como la mejor productora de lipasa entre siete cepas del género Botryosphaeria. Esta
cepa produjo 316.7 U/mL de lipasa en un medio que contiene acido esteéarico y 283.5
U/mL cuando se usé acido palmitico y Tritén X-100. Posiblemente esta alta produccién se
debe a que B. ribis, hongo patégeno principalmente de especies lefiosas, puede infectar a
los frutos del olivo (Moral et al, 2010; Romero et al, 2005), los cuales son ricos en acidos
grasos.

La alta actividad de lipasa extracelular encontrada en el presente trabajo en las cepas
seleccionadas confirma lo observado en el escrutinio en placa. Con base en ambos
resultados las cepas Ab02, Cnc y B13-1 pueden ser consideradas interesantes para
posteriores trabajos de estudio o produccién de lipasas. Las cepas microbianas
productoras de lipasas extracelulares, no solo secretan estas enzimas en los medios de
fermentacion, sino que también pueden producir y secretar proteasas (Zhen-Yu et al.,
2010). La actividad proteolitica puede provocar la degradacién de las lipasas, por lo cual
se busca que las cepas seleccionadas con alta capacidad lipolitica tengan baja actividad
proteolitica (Rivera-Mufioz et al, 1991).

En el presente trabajo las cepas B13-1 (28.5 U/mL), Cnc (23 U/mL) y B13-3 (18.8 U/mL)
presentaron la mayor actividad extracelular de proteasas a distintos tiempos de
fermentacion; sin embargo en las cepas B13-1 y B13-3 no se observé un decremento en
la actividad de lipasas que pudiera explicarse por alta actividad de proteasas; Gnicamente
con la cepa Cnc pareci6 coincidir la disminucién de actividad de lipasa con la presencia de
proteasa. Curiosamente en las cepas B13-1 y B13-3 coinciden los momentos de méaximas
actividades de lipasas y proteasas; es posible que el papel de las proteasas en estos
hongos sea liberar las lipasas de la membrana celular en los Ultimos dias de la
fermentacion. En el caso de R. oryzae la lipasa ROL34 es cortada en una secuencia
terminal por accion de serina proteasas y se libera de una secuencia N-terminal de 28
aminoacidos que es determinante en la translocacion de las enzimas unas vez cortado,
conservando su actividad (Hama et al., 2006). Existen pocos trabajos en la literatura en
donde se cuantifica tanto la actividad de lipasas como de proteasas; la mayoria solo llega
a la determinacion semi-cuantitativa de halos de degradacion. Alves y colaboradores
(2002) observaron que las cepas con mayor actividad de lipasas, presentaron halos de
actividad de proteasas medios a elevados. Rivera-Mufioz y colaboradores (1991)
estudiaron la produccion de lipasas en fermentacion en estado sélido con varios hongos
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Penicillium sp. 120.7 9.6 Gulomova et al,
(1996)

Penicillium citrinum 2.880 3.2 Pimentel et al,
(1994)

Penicillium 0.4 22 Lima et al., (2003)

aurantiogriseum

Rhizopus oryzae 870 28-31 Kantak et al., (2011)

B13-1 205 568.26 Presente trabajo

B13-3 109 413.27 Presente trabajo

Se02 21 211.13 Presente trabajo

Ab02 215 | e Presente trabajo

Cnc 215 | e Presente trabajo

Actividad especifica en extractos crudos obtenidos de fermentacién sumergida.
*probable presencia de interferencia que provocan lecturas por debajo del blanco

La actividad especifica de lipasa en las cepas B13-1 y B13-3 fueron superiores a reportes

previos (Cuadro 3.3), siendo el mas cercano, el de Messias y colaboradores (2009) con

una cepa de Botryosphaeria ribis aislada de fuentes lignoceluldsicas y cultivado con 1%

de aceite de olivo.

Los resultados de cuantificacion confirmaron que las cepas B13-1, Ab02 y Cnc, que

fueron las que mostraron mayor fluorescencia sobre el medio con Rodamina B, son las

que secretan mayor actividad de lipasa entre las cepas estudiadas en el presente estudio.
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de halos de degradacion o cambios en la coloracion del medio (Griebeler et al., 2011;
Sorokin et al., 2008; Kwon y Rhee, 1989; Samad et al., 1989). Sin embargo muchos de los
sustratos usados (surfactantes y tributirina) son hidrolizados también por esterasas
(Griebeler et al., 2011), enzimas que catalizan la hidrolisis de ésteres de acidos
carboxilicos de cadena corta (Kim et al., 2007). Por lo tanto estos sustratos pueden no
conducir a la correcta deteccion de las lipasas. Kouker y Jaeger (1987) desarrollaron una
metodologia que utiliza aceite de olivo como sustrato, al cual se le adiciona Rodamina B,
fluoréforo que al interaccionar con los acidos grasos liberados por la enzima forman un
complejo que emite fluorescencia cuando se expone a 350 nm. Este método favorece la
deteccion de lipasas porque las esterasas tienden a trabajar con acidos grasos menores
de seis carbonos (Bornscheuer, 2002) y el aceite de oliva estd compuesto en su mayoria
por acidos grasos de 18 y 16 carbonos. En el presente trabajo el escrutinio se realizé
empleando esta metodologia Contrario a lo que inicialmente se esperaba. Se observé que
solo la cepa Se(02 presentd un pequefio halo alrededor del micelio fungico; este hongo
tuvo un crecimiento compacto. En las demas cepas se observé la fluorescencia asociada
al micelio. Observaciones similares de asociacién de la fluorescencia al micelio se han
reportado en géneros flngicos considerados productores de lipasas. Savitha y
colaboradores (2007) reportaron el aislamiento de una cepa de Mucor sp. de suelos, cuya
fluorescencia en el medio Rodamina B-agar estuvo asociada al micelio; cuando este
hongo se cultivd en medio liquido se cuantificé una actividad extracelular de 12.1 U/mL,
confirmando que si secreta lipasa a pesar de no observarse halo sobre el medio sélido.
Hala y colaboradores (2010) reportaron una cepa de Fusarium oxysporum con zonas
fluorescentes asociadas al micelio en el escrutinio en placa, y con una actividad
enzimatica de 17 U/mL en fermentacién sumergida. Asi mismo Panuthai y colaboradores
(2012) describieron el escrutinio de hongos endéfitos en la busqueda de lipasas
extracelulares, encontrando una cepa de Fusarium oxysporum con una fluorescencia en
placa asociada al micelio, similar a la observada en las cepas con aita fluorescencia en
este trabajo.

Cabe mencionar que generalmente se menciona la formaciéon de halos fluorescentes
alrededor de las colonias (Kantak et al., 2011; Rajeswari et al., 2011; Srimhan et al., 2011;
Messias et al., 2009; Vargas et al., 2004). Se piensa que la falta de halos se debe a la
presencia de baja actividad de lipasa (Thomson et al., 1999), o debido a la pobre difusion
de la enzima en el medio sélido (Colen et al.,2008). Los resultados en el presente trabajo

pudieran deberse a la segunda razén, pues la cuantificacion de la actividad recuperada de
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cepas no se observo una disminuciéon de la actividad lipolitica que coincidiera con la
presencia de actividad de proteasa en el medio de cultivo. Los valores encontrados de
actividad lipolitica en Ab02, Cnc, B13-1 y B13-3 se comparan con algunos de los mejores
reportes en la literatura (Barbosa et al,, 2011, Naqvi et al., 2011, Shafei y Allam, 2010,
Xiao et al., 2010, Messias et al., 2009, Moataza et al., 2005, Hiol et al., 2000 y Gulomova
et al., 1996), por lo que tienen un potencial promisorio.

Cabe enfatizar que para el escrutinio en medio sélido se partié de protocolos ampliamente
utilizados en la busqueda de organismos lipoliticos. Sin embargo, una maodificacion
importante introducida en este trabajo fue adaptar el uso del programa Assess 2.0 para la
estimacion del area fluorescente, lo cual permite estimar la actividad en placa de manera
menos arbitraria a la generalmente usada, que se basa en la clasificacién visual por
cruces o simbolos “+". La generalizacién de métodos semicuantitativos en el escrutinio
sélido puede permitir comparar resultados de diferentes laboratorios, lo cual el dia de hoy
es muy dificil. Solo son relativamente comparables los resultados de cuantificacién de la
actividad soluble. La comparacién entre laboratorios sera posible en la medida que se
homogenice el uso del método de cuantificaciéon (espectrofotométrico, por titulacién, etc.),
sustrato y condiciones de ensayo. Disponer de un método de escrutinio menos arbitrario
que el actualmente utilizado en la literatura representa definitivamente un avance, siendo

esta una aportacion del presente trabajo.
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