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Evaluacion de la capacidad de produccion de lipasas en cepas
de Yarrowia lipolytica.
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Resumen
Yarrowia lipolytica ha surgido como wuna importante levadura no

convencional con relevancia biolégica y aplicaciones biotecnol6gicas
significativas. Entre los metabolitos producidos por Y. lipolytica, uno de los
mAas importantes es una lipasa extracelular, una novedad que ha aumentado
el interés de los cientificos por sus aplicaciones tecnolégicas en las areas de
produccion de alimentos, farmacéuticos y detergentes. (Spencer 2002, Barth
1997 & Nicaud 2012).

Actualmente el desarrollo tecnolégico en el campo de energias alternativas
ha cobrado relevancia dadas las desventajas que presentan los
combustibles fésiles. Esto ha generado la necesidad de desarrollar
alternativas energéticas que sean renovables, econémicas y menos nocivas
para el medio ambiente. Una de estas alternativas es el uso de
biocombustibles. El biodiésel es una fuente de energia limpia, que es
renovable, de calidad, econémicamente viable, y que contribuye a la
conservacion del medio ambiente, razon por la cual representa una
alterativa a los combustibles fésiles.

Hasta ahora los estudios en Y. lipolytica para la produccion de biodiesel
estan enfocados en el uso de cepas tipo, dejando de lado la diversidad
natural de los aislados y el potencial que esta podria alojar, en el presente
estudio se pretende caracterizar esta diversidad metabdlica en una
poblacion de cepas desde un punto de vista enzimatico, lo cual permitira
sentar las bases para la generacion de estrategias de seleccion para

aislados con altas canacidades nara la nroduccién de biodiesel.
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Introduccién

Y. lipolytica tiene la habilidad de crecer en sustratos como lipidos o grasas.
El primer paso para que esta levadura pueda metabolizar los sustratos
hidrofébicos requiere de la accién de enzimas lipoliticas [2]. Esta levadura
puede producir varios tipos de lipasas, como son lipasas intracelulares y
extracelulares. Las lipasas tienen la capacidad de catalizar reacciones de
interés industrial y no solo llevan a cabo la hidrolisis, también pueden
realizar reacciones de esterificacion, interesterificacion y transesterificacion.
Una aplicacion prometedora para las lipasas es la produccion de biodiesel.
Las ventajas del uso de lipasas en la produccion de biocombustibles es la
posibilidad de la regeneracion y reutilizacion de la lipasa cuando esta se
encuentra inmovilizada, una estabilidad térmica mayor, una mejor
separacion del producto y la producciéon de un glicerol mas limpio [2-4]. Un
estudio genémico amplio de Y. lipolytica CLIB122 revel6 25 lipasas putativas
distribuidas en los seis cromosomas (A-F); de estos, 16 paralogos han sido
ya reportados por Fickers, Marty [4]. Se ha reportado en algunos articulos
donde la glucosa, el glicerol y los compuestos minerales nitrogenados
reprimen la producciéon de lipasas; sin embargo, se han realizado varios
estudios en los cuales se utiliza el glicerol (subproducto formado en la
produccioén de biodiesel) como fuente de carbono. Esta Ultima es una de las
fuentes mas prometedoras, puesto que ayudaria en el reciclo de este
subproducto. A La fecha no se ha reportado un analisis de la variaciéon
nucleotidica de la secuencia del gen Lip2 el cual codifica para la principal
lipasa de Y lipolityca la cual podria correlacionar con la alta
hetereogenicidad de la actividad enzimatica en aislados de esta levadura. Ni
se cuenta con suficientes secuencias del gen Lip2 y andlisis de la actividad

enzimatica de este microorganismo para realizar un analisis in silico.

Objetivos
El objetivo del presente trabajo es la evaluacion de la capacidad de

produccion de lipasas en una coleccion de aislados de Yarrowia lipolytica.
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Teniendo como objetivos especificos el comparar de manera cualitativa las
capacidades de producciéon de lipasas de la coleccion de aislados y

determinar el efecto del glicerol sobre la capacidad lipolitica de los aislados

Justificacion

Actualmente el desarrollo tecnolégico en el campo de energias alternativas
ha cobrado relevancia dadas las desventajas que presentan los
combustibles fésiles. Esto ha generado interés en la produccion de
biodiesel, el cual puede obtenerse a través de microorganismos
oleaginosos. Se ha observado que el uso de levaduras para la produccién
de lipidos tiene diversas ventajas tales como, un ciclo de vida muy rapido,
alto contenido de lipidos y perfil de &cidos grasos idoneo para la produccion
de biodiesel. En el presente trabajo se propone la identificacion de cepas de

Yarrowia lipolytica con alto potencial para la produccién lipasas.

Metodologia
Reactivacion y mantenimiento de la coleccién de cepas de Yarrowia

lipolytica.
Las 31 cepas fueron sembradas a partir de tubos que mantenian las cepas

en condiciones de crio - preservacion, la reactivacion se llevé a cabo en
medio minimo sélido YNB (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids) 0.67
% YNB sin aminoacidos y sulfato de amonio (DIFCO), adicionado con 1%
glucosa, y 0.5% sulfato de amonio, inoculando por estriado de una sola
unidad formadora de colonia (UFC). Las cajas Petri inoculadas fueron
incubadas a 28 °C hasta que se observo crecimiento.

Posteriormente, con la finalidad de preservar la coleccién de cepas activa,
éstas son conservadas a temperatura de 4 °C, en caja Petri con medio
sélido, realizando una resiembra de la coleccién total cada tres meses para

motivos de preservacion.
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Produccién de biomasa:

Cultivos provenientes de una sola colonia fueron incubados por 48 horas en
agitacion constante a 150 rpm y temperatura de 28 °C en medio liquido
YEPD (Yeast Extract Peptone-Dextrose). Las células fueron cosechadas por
centrifugacion y resuspendidas en el mismo volumen de agua destilada
estéril, posteriormente las células se lavaron 2 veces con agua destilada
estéril y por ultimo resuspendidas en un pequefio volumen de agua destilada
(1/4 del volumen original) y almacenadas a 4 °C durante toda la noche.

Para determinar la concentracion de células de los cultivos en medio liquido,
se midi6 de la densidad Optica (OD600nm), para lo cual se us6 un
espectrofotometro marca HACH modelo DR 3900

La suspension de células colectadas y lavadas fueron ajustadas a una

ODsgoonm de 0.1, lo que corresponde a 1 x 108 cel/mL aproximadamente.

Evaluacioén v produccién de lipasas

Con la finalidad de evaluar la produccion de lipasas en las cepas de Y.
lipolytica, se implementaron las siguientes fuentes de carbono o nitrégeno
en el medio YNB (Yeast Nitrogen Base Without Amino Acids — Sigma
Aldrich) de acuerdo con la metodologia propuesta por Fickers et al. 2003:
YNBT, 10 ml de tributirina; YNBTD, 10 ml de tributirina y 10 g de glucosa,;
YNDTG, 10 ml de tributirina y 10 ml de glicerol.

Los medios YNB, YNBT, YNBTD y YNBTG fueron inoculados con 15 pl de
esta suspension con inoculacion por triplicado para cada cepa. En el medio
sélido el crecimiento microbiano se midi6 de manera cualitativa de acuerdo

con el diametro de la colonia.
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Resultados

En la figura 1 se muestra cajas Petri con medio YNBT, YNBTD, YNBTG y

YNB inoculadas con las cepas 21, 22, 23 Y 24 por triplicado. Se observa

gue aquellos medios adicionados con tributirina presenta la formacion de un

halo, esto debido a la hidrolisis de la tributirina por la lipasa, por el contrario,

para el medio YNB adicionado con glucosa, no es posible apreciar la

hidrolisis de las respectivas fuentes de carbono para las mismas cepas.

YNB

CEPA 21

CEPA 22

CEPA 23

CEPA 24

YNBTD

CEPA 21

CEPA 22

CEPA 23

CEPA 24

YNBT

CEPA 21

CEPA 22

CEPA 23

CEPA 24

YNBTG

CEPA 21

CEPA 22

CEPA 23

CEPA 24

Figura 1. Cajas Petri con medio YNBT, YNBTD, YNBTG y YNB inoculadas con las cepas 21, 22,
23Y 24 por triplicado
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Conclusiones

Las fuentes de carbono como glucosa y glicerol generan un mecanismo
de represion para la lipasa LIP2, mientras que para fuentes de carbono
como tributirina se mostré favorecedor para una mayor produccion de
lipasa.

Existen cepas dentro de la coleccion que presentan un mecanismo
diferente al efecto del glicerol sobre la capacidad lipolitica de los
aislados, teniendo la capacidad de producir la enzima en medio
adicionado con glicerol. Esto indica que la represiéon de LIP2 por glucosa

y glicerol no comparten el mismo mecanismo.
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