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En el presente trabajo se llevd a cabo la comparacion de
la actividad lipolitica de la levadura Geotrichumcandi-
dum y el hongo filamentoso Cladosporiumcladosporioi-
des utilizando un modelo de crecimiento en estado sd-
lido adicionado con aceite de coco y ésteres de luteina
suplementado con Rodamina B como indicador lipoliti-
coincubados durante un periodo de 14 dias a temperatura
ambiente. Se llevoa cabo de manera paralela la identifi-
cacidn morfoldgica y genética de ambas cepas en el pre-
sente estudio. La actividad lipolitica resultante en me-
dio adicionado con aceite de coco no presentddiferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las
dos cepas, sin embargo, Geotrichum candidum presento
mayor actividad lipolitica sobre los ésteres de luteina,
debido a la presencia de fliuorescencia de tono anaranja-
do comparada con Cladosporiumcladosporioides que so-
lo presentila fluorescencia alrededor de la colonia.
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1. INTRODUCCION

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de triacil-
gliceroles insolubles en disolventes polares para generar dcidos
grasos libres, diacilgliceroles, monogliceroles y glicerol sobre
una interfase agua-aceite como se muestra de forma general en
la Figura 1, donde las R’s pueden ser dcidos grasos de C4-C8
(1] [2].

La habilidad de las lipasas para efectuar muchas transfor-
maciones quimicas especificas (biotransformaciones) ha hecho

que su interés incremente en las industrias alimentaria, deter-
gente, quimica, papelera, energética y farmacéutica; asi como en
tratamientos ambientales y en el disefio de biosensores[3],[4].
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Fig. 1. Accion catalitica de las lipasas.

Las lipasas son producidas por animales, plantas y
microorganismos[5]. Sin embargo, las enzimas a partir de fuen-
tes microbianas reciben actualmente mds atencion por poseer
caracteristicas interesantes como su accién bajo condiciones nor-
males, por su estabilidad en disolventes orgdnicos, regio y enan-
tioselectividad, alta especificidad al sustrato, simplicidad en
manipulacion genética, crecimiento rdpido sobre medios baratos
y altos rendimientos[2], [4].

Diversos métodos han sido desarrollados para la cuantifi-
cacién de la actividad lipolitica en preparaciones crudas o me-
diante lipasas purificadas [6]. Los métodos son clasificados en:
screening sobre medio sélido, titulometria, espectroscopia (fo-
tometria, fluorometria, e infrarrojos), cromatografia, tensiome-
triainterfacial, la radioactividad, conductimetria, turbidimetria,
inmunoquimica y microscopia[1].

Uno de los métodos de mayor aplicacion es el screening
sobre medio sélido, donde la lipolisis es observada directamente
por los cambios producidos en la apariencia del sustrato. El
colorante fluorescente Rodamina B también puede ser usado en
ensayos en placa conteniendo aceite emulsionado para detectar
al microorganismo lipolitice; la hidrélisis del sustrato genera la
liberacién de los dcidos grasos, que se unen a la Rodamina B
produciendo la formacién de halos fluorescentes anaranjados
visibles alrededor de las colonias mediante la irradiacién de
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Considerando lo anterior, el presente trabajotiene como ob-
jetivo la comparacién de la actividad lipolitica de dos cepas
aisladaspreviamente sobre medio con aceite de coco o ésteres
de luteina como sustratos lipoliticos y utilizando la Rodamina B
como indicador fluorescente.

2. MATERIALES Y METODOS

Para lograr los objetivos de este trabajo de investigacion, se
realizaron las siguientes etapas:

A. Microorganismos y medios

G. candidum y C. cladosporioidesfueron aisladas en la em-
presa CYRA 5.A de C.V. G.candidum fue aislada de arroz cocido
y C. cladosporioides fue aislada del aceite de coco. Ambos micro-
organismos fueron sembrados en placas con medio Agar Papa
Dextrosa (PDA) a temperatura ambiente e incubadas durante 7
y 14 dias, respectivamente.

La composicién del medioutilizado para la identificacién
cualitativa de la actividad lipolitica fue la siguiente: glucosa
10g/L, NaNO3 1 g/L, MgSO4 1 g/L, peptona de caseina 30
g/L, agar 15 g/L vy sustrato lipidico al 1%. Las placas fueron
suplementadas con Rodamina Beon una concentracion de 0.01 %
a partir de una solucién stock de 1 mg/mL, la cual se sometic a
un proceso de asepsia mediante filtros de tamarfio de poro de 0.2
pm y anadida al medio después de esterilizarlo a 121°C por 15
min.

B. Identificacion morfolégica de las cepas

Para la identificacién de las cepas se observésu morfologia
colonial, tomando en cuenta textura, color, borde y forma sobre
medio PDA a temperatura ambiente por 7 y 14 dias.

En el caso de la morfologia microscopica se utilizé la técni-
ca de microcultivo, la cual se realizé por triplicado para cada
cepa en medios PDA a temperatura ambiente por 7 dias. Los
microcultivos se fueron desmontando sucesivamente después
de cuatro dias de incubacién para analizar las principales estruc-
turas fiingicas utilizando un microscopio LEIKA a 40X y 100X
de aumentos.

C. Ildentificacion molecular de las cepas

La caracterizacion genotipica de las cepas fue desarrollada
come a continuacion se describe: Para la extraccion del DNA se
utilizaron 100 mg de cada microorganismo aproximadamente y
se afiadieron a un tubo de lisis del sistema de extraccién basado
en resinas de intercambio iénico “DNA ZR Fungal / Bacterial”
marca ZYMO RESEARCH. La extraccién de ADN se llevo a
cabo segtin las instrucciones del fabricante. El DNA obtenido
de este modo se cuantificéd por espectroscopia de luz UV, y se
verificé la integridad del mismo mediante la electroforesis de
5pl de cada una de las muestras de DNA en un gel al 0.8%
m/v de agarosa. Se amplifico por PCR la regién espaciadora
transcrita Interna, ITS1-5.85-ITS2 del ADNr, utilizando en cada
tubo de reaccion; 1 pl de cada iniciador ITS1 e IT54[5], a una
concentracién de 10pM, 10 pl del Buffer de reaccién, 0.4 ul de
DNApolimerasa (Promega), 3 pl de MgCI2 1.5 pM y 2 pg de
ADN a un volumen final de 25 pl. La mezcla de la reaccién
se someti6 al termociclador bajo el siguiente programa: 94° C
por 10 segundos para la desnaturalizacion, 58° C a 30 segundos
para la hibridacién, y 72° C por 40 segundos para la extension,
repitiendo esto durante 30 ciclos.
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Los fragmentos obtenidos de la amplificacién fueron con-
centrados con el sistema de purificacién en columna “Wizard
SV Gel and PCR CleanUp System” para retirar el exceso de sa-
les e iniciadores residuales de la reaccion. La integridad y el
peso molecular del DNA fueron verificados por la migracién
electroforética de las muestras en un gel de agarosa al 2 %.

Los fragmentos de ADN purificados tuvieron una longitud
de 249 pb para la levadura y 530 pb para el hongo filamentoso.
La secuenciacién de estos fragmentos de ADN (ambas hebras,
sentido y antisentido) se llevo a cabo en la Unidad de Servicios
Genémicos de Irapuato, Gto, México.

Estas secuencias fueron comparadas con otras secuencias
publicadas en la base de datos del NCBI, Gene Bank, utilizando
alineamientos locales mediante el programa BLASTn y tomando
en cuenta solamente aquéllas secuencias con un porcentaje de
similitud mayor o igual al 98 %.

D. Método de rastreo para la produccion de lipasas

G. candidum y C.cladosporioidesfueron sembradas en agar
antes mencionado suplementado con Rodamina B a tempera-
tura ambiente e incubados durante 14 dias, el crecimiento y la
aparicién del halo fluorescente anaranjado fueron monitoreados
dos veces mediante una ldimpara de UV (modelo UVGL-25 de
254/365 nm).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Identificacidn de las cepas

La identificaciéon morfolégica macroscépica en placa de la le-
vadura mostrémicelio blanco (Figura 2) y artroconidias hialinas
(Figura 3) en su morfologia microscopica sobre medio PDA.

Fig. 2. Colonia de Geotrichumcandidum sobre medio PDA, 7
dias de crecimiento a temperatura ambiente.

En el caso del hongo filamentoso se observaron colonias ater-
ciopeladas y sabulosas de color marrén olivdceo, de topografia
elevada rugosa (Figura 4) en su morfologia macroscépica sobre
medio PDA con 14 dias de incubacién a temperatura ambiente,
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Fig. 3. Artroconidias de Geotrichumcandiduma 100X.

y para el caso de la morfologia microscépica se observaron hi-
fas septadas hialinas con conidias en cadenas cortas de forma
elipsoidal (figura 5).

Fig. 4. Colonia de Cladosporiumcladosporioides sobre medio
PDA incubado por 14 dias a temperatura ambiente.

El andlisis de las secuencias utilizando el programa estadis-
tico BLASTn demostré un 99 % de similitud del fragmento de
530 pb con la secuencia de Cladosporium cladosporioides y un
99% de similitud de la secuencia de 249 pb con secuencias de
Geotrichum candidum, con una estimacion del error menor a
0.1 usando el segmento ITS51-5.85-ITS2 del RNA ribosomal 185,
por lo que se confirmé la identidad de las dos cepas.

B. Produccion de lipasas

La actividad lipolitica fluorescente inducida por Rodamina B
adicionada en las placas con aceite de coco y ésteres de luteina
fue monitoreada en dos ocasiones con intervalos de 7 dias.

La aparicién de halos fluorescentes anaranjados al dia 7 de
la incubacién sobre los medios lipoliticos suplementados con
Rodamina B fue muy tenue como se puede observar en las

Fig. 5. Morfologia microscépica de Cladosporiumcladosporioi-
des a 100X..

figuras 6y 7.

En Ia figura 6 se puede apreciar que en G.candidumse for-
méun halo més definido que el de C. cladosporioidesque se ve
mds difuminado, aunque el color es un poco mds intenso.

Fig. 6. Crecimiento de a) Geotrichumcandidum y b) Cladospo-
riumcladosporioidessobre medio con aceite de coco y Rodami-
na B a los 7 dias.

En el caso del medio con ésteres de luteina y Rodamina B a
los 7 dias, se observé que la aparicion del halo fluorescente fue
notoria con C. cladosporioides, mientras que en G. candidum fue
minima la produccién de fluorescencia como se puede observar
en la figura 7.

A los 14 dias de incubacion fue posible distinguir en mayor
medida la fluorescencia para ambos sustratos.Para el caso de la
cepa de Geotrichum no solo se observa la fluorescencia alrededor
de la cepa, sino que también se presenta en todo el micelio (pero)
de forma maés tenue en comparacién de Cladosporium, Figura
8. Es notable que esta cepa presenta un menor crecimiento de
biomasa, sin embargo presenté una fluorescencia mds intensa.

En las placas enriquecidas con ésteres de luteina y Rodamina



Fig. 7. Crecimiento de a) Geotrichumcandidum y b) Clados-
poriumcladosporioides sobre medio con ésteres de luteina y
Rodamina B a los 7 dias.

Fig. 8. Crecimiento de a) Geotrichumcandidum y b) Cladospo-
riumcladosporicides sobre medio con aceite de coco y Rodami-
na B a los 14 dias.
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B a los 14 diasse presenté fluorescencia anaranjada en las dos
cepas de manera diferencial. Para G.candidumla fluorescencia se
presenta localizada en el micelio, por otra parte, C. cladosporioi-
des presenta fluorescencia de mayor intensidad, pero focalizada
en la periferia de las colonias. Es probable que sean las regiones
de mayor crecimiento en el medio las que se encuentren con una
actividad lipasa magnificada debido al metabolismo primario.

Fig. 9. Crecimiento de a) Geotrichumcandidum y b) Clados-
poriumcladosporioides sobre medio con ésteres de luteina y
Rodamina B a los 14 dias.

4. CONCLUSIONES

La actividad lipolitica de hidrélisis de aceite de coco cuantifi-
cada mediante fluorescencia presenté una actividad similar en
ambos cultivos. Sin embargo, para el caso de la hidrélisis de los
ésteres de luteina, se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre las actividades de Geotrichumcandidum y
Cladosporiumcladosporioides, siendo Geotrichum la cepa con
mayor actividad lipolitica.
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