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lllTRODUCCIOB 

Las transformaciones b1v1os1cas han sido ut111za.das por el 

hombre en forma emp1r1ca desde el 1n1c10 de las c1 v111=ac1ones 

en act1v1dades como ta agr1cult.ura, pan1f1cac1on, elaborac10n ,·Je 

vinos·. etc., este hecho ha teruct..:i una cont1nu1dad hut6ri.ca 

paralt!la a la ¡enerac1on del conoc1m1ent.o, dando como resultado 

una amplla 1ama de tecno101tas con las cuales se busca el 

aprovechamiento Optimo de los orian1smos vivos. 

En la etapa mas reciente de este proceso, se ha def1n1do una 

nueva &rea de estudio: la B1otecnolo11a, la cual se refiere en 

un sentido ampl101 a la apllcac10n controlada de aaentes 

b1ol01p.cos (componente.3 celulares y c~lulas vivas o muertas) en 

operaciones tecno1011cas con el f1n de obtener un b1en 

serv1c10 (6, 73). 

La B1vtecnolo¡1a corno es concebida actualmente, tuvo sus 

com1enzos con el descubr1m1ento y posterior 1ndustr1allzac10n de 

la pen1c1llna a pr1nc1p1os de s1slo y despues de la ll Guerra 

Kund1a1 se favorec10 con el estudio de los b1orreactores y con 

la evoluc1~n de las 1ndustr1as farmaceut1ca y a1roallmentar1a. 

L.os a.vanees en Genet1ca y B1olo11a Molecular ed1f1caron ta 

B1otecnolo11a mo~.erna, la cual es de naturaleza mull1d1sc1pl1-

nar1a y abarca diversas •reas como: ln1en1er1a Genet1ca, 
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Tecnolosta Enz1m.ttt.ca, H1crob101011a, etc. De i¡ual importancia 

han s1do los avances en las Areas de bioprocesos como son la 

fermentación, separaci-~n y pur1f1cac1on, haciendo posible un 

mayor control de los sistemas b101os1ccs, presentand~ a la vez 

un camp.:i s'O.mamente amplio y novedoso, con obJet1vos "l 

metodolo11as muy variadas y un enorme potencial a'O.n no explorado 

(8, 69, 73, 711). 

De esta manera, la B1otecnolos1a ha tenido un fuerte impacto 

en diferentes &reas de producc10n, adem4s de que sus divers1f1-

cac1ones s11uen mostrando un rap1do crec1miento, lo que ha ¡:ene

rado una sran varledad de productos cuya apl1cac1on se ha mani

festado pr1nc1pa1mente @n las Industrias Farmac~ut1ca, Alimenta

ria y Gu1m1ca, en la A1ricultura y en Tratamiento de Res1duos. 

En esta consolidac1on de la Biotecno1011a, la Tecnolosta 

Enz1m&t1ca ha tenido un papel muy importante en di.versos i!mb1tos 

de prod.ucc10n, hecho que se ha or111nado por el descubr1m1ento 

de que los procesos b101011cos se realizan en aran medida, 

mediante reacciones catallzadas por enzimas que son compuestos 

de naturaleza prote1ca 1 lo cual presenta un panorama muy vasto 

de productos con potenc1ahdades de uso. 

En nuestros (1las, el uso de enzimas es muy comun en 

procesos diversos como la cerveceria, pan1f1eac1Gn, elatoraciOn 

de quesos, productos carnicos, en el procesamiento de textiles, 

piel y papel as1 cvmo en formulacion•s de detergentes 

b101011cos. De esta manera, su demanda s11ue en aumento, dando 

lu1ar para la bdsqueda de metodoloetas que permitan su 

produccion en eran escala. 



TracUcionalmente, la obtenc1on industrial de enzimas 

m1crolHanas se ha reahzado a partir de cultivos en medios 

liquidos \O fermentaciones sumer¡1dast delado a que las 

condiciones de cultivo se pueden controlar con mayor fac1l.idad. 

Una alternativa 1mportante la representan lbs cultivos en estado 

sólldo (o fermen tac1ones sem1sOlldas), ya que fac1h tan los 

procesos de recuperac1~n del producto, obten1f-ndose f-ste en 

concentraciones mas altas que las que se pueden lo¡rar en los 

cultivos J1qu1dos (6, 22, 25). 

Esta t~cn1ca se basa en el crec1m1e-nto de- m1croorsanismos 

sobre materiales sólidos en ausencia de aaua libre (26), la cual 

ha s1do empleada por las culturas orientales para la elaboración 

de productos a11ment1c1os fermentados. En 191~, Takamlne (78) 

empleo esta metodolo11a Pi.ra la obtenc1<!·n de enzimas i.mllasas a 

partir del cultivo de Asp~rllillus oryza~ sobre salvado de 

tr1101 este trabaJo fuf la base que perm1tlO descubrir el fuerte 

potencial que poseen estos sistemas en la obtenc1on de 

metaboll tos de 1mportanc1a comerclal. 



ASPICTOS GBIERALBS DB LAS LIPASAS. 

Desde hace var1as decadas, se han ut1llzado las enzimas en 

la lndustr1a a11rcal1ment.ar1a para me1orar y trci'p.sformar las pro

' piedades de algunas materias primas. Su apllcac1on a escala 

industrial es resultado de la pos1billdad de producir enzimas en 

¡ran escala, las cuales han s1do en gran medida de llpo hidro-

lasas extracelulares, utillzadas por las celulas para degradar 

el sustrato a compuestos as1m1lables de menor compleJ1dad (6). 

La producc1on mundial de este tipo de enzimas representa 

aproximadamente el 801. de la totalidad de ellas, de estas el 601. 

son enzimas proteol1t1cas usadas pr1nc1palmente en deter1entes, 

prod u e tos 14cteos y en el curtido de pieles¡ el 301. son en::umas 

amlloUticas de uso en panifi~aci6n, elaborac1on de v1nos y en 

las industrias del alm1dOn y textiles: el 3if. son enzimas llpou .. 

t1cas .y el porcentaje restante son enzimas especializadas (21). 

Aunque la producc10n de 11pasas (Ghcerol ester hidrolasas 

EC 3.1.1.3) representa un pec¡ueno porcentaJe1 esta ha ido incre-

mentAndose 1raCia1 al interes creciente que se ha mostrado en el 

desarrollo de nuevas apllcac1ones, dando como resultado la ex1s .. 

t.en.:ia de llpasas purificadas en forma de polvo (70)1 ast como 

su inmov111zac10n en soportes hidrcfObicos o h1r.trofillcos (59) o 

su m1croencapsulam1ento en pollmeros sintetices (70). 

DeUn1c:10n 'f carac:terlatlc:as latructuralcs de 'L1pasas. 

Las 11pasas son enzimas capaces de catal1zar la hldrOl1&1• 

de tr1111c:eridos, di1l1c:tr1dos y 111ono1Ucer1dos liberando &cidos 



¡rasos llbres y 1Ucerol, Ttanto las lipasas como la• esterasas 

catalizan la h1dr61J.sis de acll¡¡llceroles, pe-ro difieren ~n su 

t?specific1dad hacia la forma en que se presenta el sustrato. Las 

lipasas se caracterizan por su capacidad de cataHzar la hidrO

lis1s de ac1lellceroles en la interfase establecida entre el sus

trato in!ioluble y una fase acuosa en la que si! encuentra disuelta 

la enzima, siendo ~stos sus mejores sustratos, tamb1~n catallzan 

la hidrOlisis de esteres solubles en agua pero a una veloc1dad 

muy baJa (701 32, 4 1 43). Por su parte. las esterasas catallzan 

la h1dr011S11 de esteres h1drosolubles preferentemente a esteres 

insolubles en a1ua ('l, 43). 

Se ha sucerido que la interacc10n de las lipasas con su sus

trato en la 1nterfase aceite-asua es ori1inada por la elevada 

proporc16n de aminoacictos hidrofObicos presentes en reaiones 

determinadas de la supercie de su molecula, ademas de que estas 

secuencias de aminoac1dos pueden ser responsables del comporta

miento de asoe1ac1on que muestran al1unas llpasas en soluciones 

acuosas ('13). 

G!'neralmente 1 las hpasas son molfculas •lucoprote1cas cuyo 

p"so mol.,cular var1a entre 20000 y 60000 daltones, 1dentifi.c&n

dose la pre1enc1a de carbohidratos en una proporc10n del Z al 

1!5Z, siendo mano1a el mayor residuo 1lucostdico en la mayorta. de 

los casos. Probablemente estas cadenas lat.,rales de carboh1dratos 

no !'St&n asociadas con la act1v1dad enz1ma.t1ea, Semer1va y col. 

(71) obs.,rvaron que la Upasa de RhJZopu•. arrhJzu• puede ser 

h1droUzada en un 1lucoptpt1do de baJo peso molecular •in 

actividad llpoUtica y una fracc16n proteica Ubre de azecaru 



con elevac:ta act1v1dad. Por otro lado, se p1ensa que la mol~cula 

d~ az~car facilita el paso de la enzima a t.rav~s de la pared 

celular (321. 

Pactore• que influyen en la actividad de las lipasas. 

L.:-s pr1nc1pales fact.,res que tienen efectc sobre la 

actividad de las llpasas son el pH y la tempe-ratura de reacc10n. 

Generalmente prf!sentan actividad en un ran¡o muy ampllo de pH, 

aunque la actividad que presentan a valores baJ01 de pH es cons1-

derablemente ·menor en relac1on a la que presentan en su valor 

Optime, variando ~ste entre 6 y 9 unidades para la mayor1a de 

las llpasas m1crob1anaa. Por otro lado, la mayor act1v1dad de 

estas en::1mas se presenta a una temperatura que varia entre 30 y 

50° e t Tabla 11. 

Se ha visto que las llpasas m1crob1anas son razonablemente 
o 

t!'Stables en soluciones acuosas a temperaturas menores de ¿¡.o C, 

sin ~mbar¡o, al¡runos m1croorgan1smos pro.:1 ucen hpasas resisten tes 

a la 1nact1vac1on por calor, tal es el caso dt Asp'rt .. JJlus 

nJ1~r, RhJ.zopus ;aponicus y Chromobact,1•Jum VJ.tcosum las cuales 

son estables a 50 ° e (20, a, e5). 

Otro factor que puede 1nflu1r en la act1v1dad de las llpasas 

ea la prHencu de cofactoru como pueden ser loa iones K,++, 
++ +• 

ca F'e o Kn Hlshio y col. (57) observaron qu• la· 

ad1c1en de iones de calcio al autema de reacc10n utlmulO la 

actividad en un ~z reapecto al control, para l• 11pasa obtenida 

de P••udomon•s frQJJ,' Sin embarco; la ad1c10n de 1onea como 
++ ++ 

Fe , 1 Zn , d1aa1nureron d1c:lla ac:UYld&d a mano1 del 40X, 
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TABLA I 

CONDICIONES OPTIMAS DE ACTIVIDAD DE LIPASAS MICROBIANAS. 

- M1croor1anismo pH 

PenJCJllJum roque:fortJ 5-7 

P•mc Jll Jum ca.s•Jcolum e-9 

PenJcJllJum camembertJ 9-9'. 5 

PemcJllJum candJdum 5.5 

AIP•l"IJJJUS m1•r 5-& 

Hucor mJ,.heJ &-e 

Pnudomon•s :fra1JJ e-9 

Temper;atura 

ºc 

30 

35-'00' 

35-'00 

'12 

'10 

50 

50 

Referencia 

'08 

37 

5 

35 

27 

51 

57 
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8apecu1c1c1ad Hac1a el Suetr;o to. 

La especificidad de las Upasas hacia el tipo de sustrato es 

crucial para su aphc.ac1on en los procesos anaUt1cos o indus

triales. Los sustratos comunmente usados son aceites y erasas na

turalt-s como el acelte de olivo y grasa de leche, r.i ehe~r1dos 

s1ntet1cos (tr1caprotna, tr1capr1l1na, etc.), los cuales son h1-

clrol1zado• de manera diferente dopend1endo do la Upasa empleada. 

Los est Udios relac1onado1 con la eapec1f1c1dad de las 

Upasas son d1f1c1le1 de interpretar debido a la formac1on de 

diferentes producto• de r1acciOn como los diacil1Ucoro1es, los 

cuales var1an Junto con los ac1do1 1ruo1 producido• (75). D•bido 

a ello tos compuesto1 que han sido empleados con e1te fin, so'n 

los tr11lictr1do1 qu• cont1erien un solo tipo de &cJdos 1rasos en 

su mo1ecu1a como son la tr1but1r1na, tr1capr111na, etc. 

so ha domostrado que una elevada ,proporc1on de llpasas 

m1crob1anas h1drol1zan preferentemente est•r•s de &c1dos 1rasos 

de cadena corta (Tabla IJ), por el contrar10, 11 ha reportado que 

lás l1pasa1 de Chromob•ct•rJum VJscasum, HumJcol• l•nu1JnoSJ r 

Rh1;:opus J•ponJt:us h1drol1zan lentamente trtbutJrina, o liberan 

en b&JU proporClOnH 4Cld0 l>Ut1r1cO y otros 4cido• de cadena 

corta a partlr de rrasa de leche ( 7&, 39, 2). 

La O.n1ca Upasa para I• qu·e H ha den1o•trado una 

e1pec1f1cidad muy pronunciada para la h1dro1u11 de tsteres de un 

tipo parucular de &c1do• rra•o• H la enzima de G•otrJchum 

c•ndJdu111, la cual cataUu la hidr011•u de .. terea de ac1do• 

rrHoa inHturado• de ·cadena larra con un doble enlace en Ja 
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TABLA I1 

SUSTRATOS QUE SON HIDROL!ZADOS PREFERENTEMENTE POR ALGUNAS 

LIPASAS DE ORIGEN MICROBIANO 

M1croor1anumo sustrato Referencias 

Pt!nic JlJJum roqu•fortJ Tr1capro1na 
Tribu t1rma '18 

Pt!nicillJUm <. .. aseJcolum Tr1butir1na 
Tr1ole1na 
Tr1acetma 37 

Pt!nicJJ11um camembertJ Tr1but.1r1na 5 

Pt!nJc iJJium cycJopJum Tr1capr1l1na 
Tr1ole1na 
Tr1caprma Z9 

Hucor m1•ht!1 Tribuurma 51 
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pos1c1on 9, Uberando preferentemente ac1do oleico,. palm1 tole1co 

hnoleico y oe.- ltnole1co a partir de aceites y 1rasas (31, 'l2). 

De- acuerdo a la pos1c1on de corte en la molécula del 

tr11hcer1do, las llpasas har, sido d1v1d1das en dos 1rupos. El 

primer srupo de ellas, no es especifico para al¡¡una pos1c16n 1 de 

tal form~ que libera ac1dos crasos de cµalquiera de las tres 

pos1c1ones del tr1111cer1do (F11ura 1). Estas enzimas catallzan 

la h1dro11su completa de tr1ehcfr1dos y aunque los mono y 

di111cer1dos son intf!'rmed1ar1os en la reacc10n, no se acumulan 

en niveles elevados, debido a que son hidrollzados mas ra.p1do 

que los tr11ucer1do1 <"3). 

El se¡¡un<lo ¡¡rup~ esta forma<lo por las l1pasas que Uberan 

.tc1dcs 1rasos preferenclalmente de las pos1c1ones externas l y 3 

<le los tr1111ctr1<los (F11. !). Estas enzimas Uberan ac1dos 

¡rasos llbres, t,2(2,3)-d1111ctr1dos y 2-monoa11cer1dos. La 

velocidad de hidrOluu de tr11ucer1dos normalmente es mayor 

que la. de d1¡l1ctr1dos y por consecuencia hay acumulac1on de 

mono y di1l1ctrido1 <lurante la reacc1on. Como los. pro<luctos 

1,2(2,3)-t1lfllc~r1do·s y 2·mono1hctr1dos son qu1m1camente 

inestables, ha.y m11rac1on del 1rupo acilo, 1enerando t 13-d1111c! 

ridos y 1-mono111ctr1doa, <le tal forma que en tiempo• 

prolon1adoa d• raacc1on, •• produc• la. h1dro11a1s completa del 

tr1111ctr1<lo a &c1dos craso• librea y 111cerol <"3). 

Bn la Tabla Ill, se enlutan loa m1croor1an1Smo1 para loa 

cu&IH se ha eatu41ado ti Upo de Up;ua que producen uendo 

pocos. los eJe•ploa que •• pueden encontrar en .la b1bl101raf1a. 



l.REACCION CATALIZAOA POR LIPASAS NO ESPECIFICAS1 

3RCOOH 

Tri9licérido Ac. Graso 

+ 
i"2º" 

HOCH 
1 
CH20H 

Glicerol 

2. REACCION CATALIZAOA POR LIPASAS 1,3-ESPECIFICAS: 

2RCOOH 

Tri9liclri4o 1,2(2,3)-digliclrido 2-aono9Uclri4o 

Figura l. BIDROLISIS DE TRIGLICERIDOS POR EMZINAS 

LIPOLITICAS SSPECIFICAS Y NO ESPECIFICAS. 
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Fuentu de Obtención de laa Bnztmas l.lpoUUcaa. 

L•s LJ.pasas "º" producidas por animales, vecetales y 

diferentes tipos de m1crooreanLSmos. En anunales se han 

idenllf1cado 11pasas pancre4ticas s1ntei1z.a.das en las ctHulas 

ac1nares, esterasas prea:Astr1cas, llpasas llnj'uales y llpasas 

presentes en la leche. Las fuentes mas importantes de estas 

enzimas son preparaciones der1vada1 del estóma¡o de carneros, 

corderos y ternero• (~). Las Upasas de or1aen ve¡:etal no han 

ton1do apl1cac1ones comerciales (43), aunque se han 1dent1flcado 

en diversos frutos y semUlas tales como tr1101 arroz, avena, 

soya y otr2.s {4)¡ por su parte, se han invest11ado diversas 

fuentes m1crob1anas de 11pasas. s1endo importantes tas levaduras 

de los c@neros Cand1da y T()rUJOp$J$¡ los hon1os filamentosos 

como RhJzopus, P~nJCJJJJUm, AsperfJllUS, fit*<>t1~.1.chum r Huc:or, 

as1 como espec1e1 bacter1anas de los 1•neros Pseu!.lomonas, 

Ach1~omobr!Ct~r1 CórJ.n~bact~l"lUm y P1•ap.ionJ.bacterJ.Um (91 '6). 

!lo obstante que las l1pasas de ort1en an1ma1 han s1do 

purtf1cadaa y com1trc1al1zadaa amphamente, su producc1on se ha 

1do sustituyendo en 1ran medida por aquellas de ortaen m1crob1ano 

(43). Estas tienen la ventaJ& de que 1u producc1on no depende de 

var1ac1ones estac1onales (como las enzima• de oriaen veeetal), 

a<1emas de que no se ve 11m1tada por la d11ponib111<1ad de v1sceras 

lo cual es el caso de las llpasas de ori1en animal. Otra 

caracter1st1ca Jmporunte de las hpasas m1crob1anas es que su 

producc1on puede controlarse <1e acuer<to a la demanda que exuta 

en el mercado (11, 45). 
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TABLA 111. 

HICROORGAHISHOS PRODUCTORES DE LIPASAS ESP6ClFICAS 
Y NO ESPECIFICAS DE ACUERDO A LA POSICIOH DE CORTE 

EH LA HOLECULA DEL TRIGLICERIDO 

Lipasas No Espec1f1cas 
H1croor1an1smo productor Referene1a 

G~otr.tchum c•nd.1dum 3 1 

Propionibacterium acn~s 26 

24 

St•phyJococcu.s •ur•us 6 1 

Lipasas t,3 Espec1f1cas 
K1croor1anumo productor Referencia 

Hucor JavanJcus 

RhJzopu$ •rrhlZU$ 

62 

30 

62 



1,. 
ProducciOn de Lipa•a• H1crobianas. 

En la!; 11lttmas dos decadas, los estuct.1c.s :¡ue !;e ha.1 reah· 

=adv er. rela·:1!in a la pro.ju.:c1.:0 n de este •.11:..: .:ir la:l llpasas m1· 

:r·:.b1an.as .H han ent'c .. ;act.:. ba.:1·:.:imente a la 'f·)rmulac1.!·n .:!~ un 

medio de :ult1vc en o:l ·:u.11 .::f: 1.:-~r"= .:·l· .. te-ne-r ta mcJor ¡;-r:i·~U·:· 

c1!!n, ana11=.an-:lo o:l efecto de diferentes fue-ntez de carboh) y de 

n1tró1eno, as1 como c:t1ferentes tipos d.e sales, e mo,j1f1cando 

tamb1~n las cond1cJ.ones df: cultivo (pH ¡· te-mp~ratura). 

Las fuentes de carbono anall;.actas han sido de muy diversos 

tipos y se ha encontrado que la ad1c1~in de az11cares como 

1lucosa1 galactosa, sacarosa o x1losa al mecilv de cultivo han 

estimulado dicha producc1on de 'llpasas en los cultivos de 

al.;unos m1croor1an1smos, (Tabla IVJ, Por otro lado, los estud1os 

con d1ferentes fuentes de n1tr041eno, han mcstrajo que las que 

est1mulan la produ.:c1c:.n d.: estas enz1mas sor;. aquellas di!' natura

le=a c.:.mpleJa como peptona, h.ar1na d.to ,s,jya, v h1drohzados de 

p:·.ot~tna (Tabla IV)¡ en ciertos casos, se ha vt·Je-rvado que ·:on 

la mez~la de alguna;; de- estas fuentes dE: n1tro1eno se ha 

est1muladv su producc1on l19, 5Q.). 

La presencia de a11unas sales en el med.l·J d.e cult1vo tam

b1~n ha est1mulad\) la producc1on de hpasas, pr1nc1palmente las 

sales como H1so4 • 7H 2 O, FeSO 4 •7H 2 O y KH 2 fO 4 , (63, 

00). Estas han s1do em~leactas en la mayorta de las formulac1ones 

i.!e medios de cultive reportadas en la b1bllo¡rafta. De 11ual 

manera, tas sales de sodio, potasio y c•lc10 (cloruros y 

_citrato•) han 1ncrementado en un "nivel conuderable los Utulos 

. ele procsucc1on de Htaa enz1ma1 (19, 111.17), 
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TAELA IV 

FUENTES DE CAREOHO y· HITROGENO CON LAS CUAL.ES SE HAfl 
OETENIDO MEJORES RENDIMIENTOS DE !..!PASAS. 

Fuente de Fuente de Referencias 
H1croorganismo Carbono N1tr01eno 

A.spe1•11JJus w"nt1i Glucosa Peptona 17 
Han1tol Harina de 
Maltosa Soya 

Rh1:opus 1u6r.zc.ans Glucosa Peptona 16 
Galactosa 
Hanitol 

Asper61llus nicer Sacarosa thtrato de 53 
Glucosa Amonio o Sodio 
Fructo.9a 

Fen;.c iIJ.zum e h,.""'yso.~enum Glucosa Peptona l~ 
llaltosa Harina de 

soya 

Rillzopus 011,·a.spo1~u.s Galactosa Hidrolizado 5~ 
X1losa de Caseina 
Glucosa Ex.tracto de 

Harina d.e Soya 



te 

Por otro lado, cuando se ha ~nal1;ado el efecto de las con

d1c1ones de cultivo para la producc16n de llpasas, se ha obser

va.jo que el ran¡o de pH Optime es de 6.0 a 7.0; .la temperatura 

varia entre 2.7 -¡ 1.40° 1;, asl .:om~ el tiemp6 Optimo .1e cultivv 

entre 2 a 6 d1as para los cas~s que son mencionados en la Tabla 

V, s1n embar10. estas cond1c1ones pueaen camb1ar depend11!n1.1.;. 

tanto del m1croor1an1smo empleado, como de ta formulac10n del 

medio de cultl vo. 

Es lmportante aclarar que todcis estos resultados han sido 

obtenidos de estudios reallzados en medios de cultivo Uqu1dos, 

siendo ·a'O.n escasos los reportes btbllo1rAf1cos relacionados con 

la caracter1zacion qu1m1ca de tas hpasas. Asi mismo, la re1u

lac10n de la stntes1s de estas enzimas ha sido ·muy poco est u

dlada¡ en al1unos casos, la presencia· de aceites o 1rasas en el 

medio de cultivo ha inducido d1cha s1ntE!s1s _(32 1 e3). 

sin embarao. en al¡unas instanciaJ: la produc.:ión ha SJ·jv 

inhibida .:ün la adicion de ciertcs aceites. Tal es el caso de la 

hpasa producida por P~nJciJJium roqu~forti cuya stntesis 

di1minuye con la ad1cion de aceite de ohvo o aceite de ma1z 

(19). En estudios reahzados con Rhizopus oJJfO.:lp1.>rus se 

observo el mismo efecto con la adición de aceites a un medio ba

sal, excepto cuando se uso Tween 80 y Tween 20, los · cuales 

promovieron la producc10n en cultivos Uqu1dos est&ti.cos y aei

tados (5'l). 
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TABLA V 

CONDICIONES. OPTIMAS DE CULTIVO PARA LA 
PRODUCCION DE LIPASAS 

M1croor¡an1smo PH Temperatura T1empo de 
tºcJ CulUvo 

D!as 

.Asp~r1J1Jus wf!'ntJJ 5.0 30 

RhJzopus nJerJcans 5.0 30 6 

Asp•r1JJJUs m111r 7.0 35 " 
P•nJ.cJJlium chryso,•num !1.0 30 

P•nJcJJJ1um roquefort.z 7.0 27 

RhJzopu.s 01l6<'SP01'US 6.~ "º 

Ref. 

17 

15 

63 

15 

19 

51¡• 
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ApUcacionH de las Lipa1a1. 

t.as 11pasas h.an ten1do un papel importante en · lo.S procesos 

de fermentac16n y otros procesos de preparación de allmentos 

donde actó.an m1croor1an1smos, pese a ello, sólo recu?ntemente se 

ha lle¡ado a producir preparacJones lipol1tlcas a nivel comer-

c1al, las cuales, trad1c1ona1ment.e se han obtenido a partir del 

est6ma10 de carneros Jóvenes o de terneros. Los pr1nc1pales 

estudios con estas preparaciones se han reallzado con el fin di! 

anaUzar el .papel de las Upasas en la produccton de sabor en 

productos alimenticios, e5pec1almente en la industria de 1.1..cteos 

(70), en donde estas enzimas han inostrado su principal apl1ca-

c1on aunque tambifn han tenido incidencia en otro tipo de 

industrias, las cuales -son senaJadas en la Tabla VI. 

El uso de proctuctos lacteos llpcllzados, se ha difundido en 

mayor mec11c1a en productos de panader1a como mezclas para paste-

les y aalletas o formulaciones de pastas dulces¡ tambJ.~n . en la 

formulación de al¡iunos productos de .:onf1ter1a como leche con 

sabor a chocolate1 asi como en la formulac16n de botanas como 

los ºd1ps• de queso y en sustitutos de leche para caf6 (70). 

Actualmente se 1nve-sl1¡an nue-vas apl1caciones, las cuales 

se han enfocado a ut1llzar la reacción inversa a Ja de h1dr6l1-

11s mostrada por estas enzimas; al1unos •Jemplos son los 

u1u1entes: 

a) Re1oluc1on d• au•zclaa ractm1caa de alcobolH (45, 10). 

b) Preparación de taterea de alcoholH terptnico1 de uso en 

fracanc1a• t5e¡. 



19 

C) lnterester1flcac10n de crasas, p&ra la formac16n de tr111i-

cer1dos del llpo de cocea a partir de aceite de coco t82). 

d} Sintes1s de pept1dos como el N-fen1lacet1l-L-c1ste1n1l-D-

vaU.na, el cual es intermed1ar10 en la s1ntes1s de pen1c1l1na 

('17), 

TABLA VI 

APLICACIONES INDUSTRIALES DE LAS ENZIMAS LIPOLITICAS 

Industria Lechera: 

-ElaboractOn de quesos madurados 
-Elaborac10n de productos llpolizados para 

uso como sabori'Zantes 

Industria de Deterrentes: 

-Formu1ac1ones de detercentes para aumen
tar su poder limpiador 

Industria Farmaceuuca y de cosmeticos: 

-Elaborac1on de ayudas d11est1vas 
-Formulac10n de cremas para combatir lnfla-

mac10n local en la piel 
-Elaborac1on de shampoos para el cabello 

Otras: 

-curtido de pieles 
-ca tallzadores en reacciones de interest.e-
rlf 1cac 1on 
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ASPECTOS O.MBRALBS DB LOS SISTEMAS DE FERMEHTACIOH SEMISOLIDA. 

Los sistemas de fermentac1on sem1s6llda (tambl~n llamados 

fermentaciones en estado sOlldo}, se refieren al crecimiento de 

m1croor1anismos en materiales sOUdos sin la presencia de a¡ua 

llbre (50). Es J.mpcrtante aclarar que este t~rpunO no se refiere 

a la fl!rmentae10n de sustratos sOlldos en un medio l.1'1:Uldo, n1 a 

Ja fermentac1on en medios Uqu1dos con niveles elevados de sOli-

dos 1nsolubles La caractertst1ca d1st1nt1va de estos sis-

temas de fermentac1on, es la proporc1on de a1ua que pueden 

retener las materias primas que se emplean (14). 

El a1ua se presenta absorl::iida dentro de la matriz sOllda y 

la cantidad depende de la capacidad de absorc1on del sustrato. 

En la pr.tct1ca es dif1c1l establecer un limite exacto con res

pecto a la apal'."ic10n de aeua libre en el sistema; por eJemplo, 

para la corteza de maple, ~sta se alcanza a un nt'vel del 40Y. de 

humedad, para la paja de trieo1 a un 75Y. y para la mayor1a de 

los materiales usados lle1a a ser aparl!nte a un &Oi': (11). 

una caracter1st1ca que t1ene fuerte 1mpact.o sobre la efec

tl vtelad ele esto• ststemas, es el tamatlo de las parttculas del 

sustrato, el cual debe de estar dentro de un ranro limitado. Por 

eJeaiplo, son 1dealea lo• 1ranos de arroz o de trieo completos, 

ya que laa cav1elaelH que forman, permiten una Ubre circulac1ón 

del aira entre la maaa ele sustrato; Ht• es un parametro que 

limita lo•. ntveles ele hu•e4ad que pueclen ... r empleado.1, elebielo ·a 
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que los niveles altos de humedad provocan fuerte compactaeiOn de 

el sustrato, llm1tando el flUJO de lo~ cases aa1 como la penetra 

c10n del microorsanumo entre la masa de sustrato (25, 14}. 

Existen procesos simulados de fermentaciones semisOlldas, 

en los cuales se ut1hzan materiales sOlldos inertes que sirven 

como soporte para el m1croor1an1smo y estos materiales son 

embebidos con una so1uc10n nutr1t1va. Este sistema no.s da Uber

tad en cuanto a la formulacion del medio de cult.1vo, hecho que 

no ocurre cuando el soporte es tambil!n el sustrato (~9). 

Kicoor1ania•o• ••Plaado• en Fer•ent.acione• Se•i•ólidaa. 

En la naturaleza, los sustratos sOUdos tales como los 

desechos ll¡nocelul011cos, est1•rcol, residuos ve¡etales, madera 

y frutos, son decradados y transformados mediante varios proce

sos m1croJ:aol011cos. Dichos procesos pueden tener una aplicación 

en la obtención de un producto definido, sin embarco, esto ex1ce 

en ocasiones que sea implementado con cultivos puros bajo 

condiciones controladas y empleando el sustrato ma.s adecuado. 

Aunque muchos microor1anumos pueden crecer en sustratos 

solidos, solo los hon¡os filamentosos poseen la capacidad para 

de1radarlos ef1c1ent1mente en ausencia de acua hbre, por lo que 

en los estudios 'que se han realizado para obtener productos de 

1nterfs industrial, estos m1croor1anismo1 han sido loa mas 

usados. ademlls de que el crecimiento 'i propacaclOn de orcanlsmos 

un1celulares requiere nempre de a1ua libre (11). 



Sn los procesos de composteo y ensilaje, los cu!l.tes son 

t1p.::is particulares de f•rmentactones sem.ts~Udas crecen bacte .. 

rias y levaduras a un ntvel de humedad de ll-0-70%. Las bactel"l.as 

termof111cas crecen pr1nc1palmente en t!l primer estadio del com

posteo1 las bacter1as ac1do-l.tct1cas cr-ecen en los procesos de 

ensilaJe y las levaduras pueden cr"cer en s1mb1os1s. con otros 

m1croorsan1smos en ambos procesos (50). 

Entre tos hon101 fllamentosos, tres clas~s han alcanzado 

importanc1a econ6m1ca: los Phycomycetes tales como los a~neros 

Hucor y Rb;zopu.s¡ los Deuteromycetes, pr1nc1.palmente los 

ctneros Asp,,r1i1/u:1 y PenicJ/JJU/1l Y los Bas1d1omycetes, .. P! 

c1almente los honcos de ra1z blanca, entre ellos, t'.lertos honaos 

comestibles como PJeurotus ostrutus (50), 

VentaJaa '/ DeaventaJa• de laa Ferm.,ntac1onea semta6Udaa en 

Relación a loa Si•t•••• de Permentact6n suaerrtcsa. 

Los honcos empl@ad.os en fermentaciones sem.1.s011das son 

m1~roor1an1smos UsotrOficos, es decir, que la d11eat10n d~l 

aum~nto s• lleva a cabo extracelularment~ debido a la acc1on de 

enzimas que liberan a .su entorno, esta particularidad los hace 

atractivos para la obtenc1on de enz1mas extraeelulares a cran 

escala. 

Otro aspecto importante que hace rderenc1a a la fU1olo11a 

de loa m1croor1Ani1mos, •• la forma de crec1m1ento de- los honfo1 

fUa11111nto1oa que en 11iatrato1 como pa,Ja, ped&zo1 de 111&'1era '/ 

1ranoa, ••t• caracter1Hdo por la · eat•n•tOn apical el• la1 bUa1 

1011ra 1a auperficte. de la aatr1& a011da, ocupando loa 1nterau-
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c1os formado• en el sustrato (50). De esta manera, las fermen

taciones sem1sohdas permiten el crec1m1ent.o del m1croor1an1smo 

sin provocar al1dn dan.o en su f1s101011a como puede sucedl!r en 

las fermentaciones sumer11das donde la a11t.ac1on provoca fra1-

mentac10n m1cehal, asi como a la formación de a1regados celu

lares llamados "pellets' (50). 

De manera s1mpl1f1cada, se presenta una llsta de las venta

Ja.s observadas en un sistema de fermentac.iOn sem1sOllda: 

1) El mec110 de cultivo es relativamente 11mple ya que se em

plean materi.ales compleJos que pueden ser deshechos agro1n

dus tr 1a les. 

2) El espacio requerido por el equipo de fermentac10n es menor 

en relaclOn a la producc1on del metabol1to deseado, deb1do 

a que el sustrato esta m.ts concentrado como consecuencia 

del uso de menor cantidad de a1ua. 

3) El bajo nivel de humedad requerido d1sm1nuye considerable

mente las pos1b1hdades de contam1nac10n bacteriana, siendo 

innecesario ester1lizar el sustrato, en al1unos casos. 

&¡.) se requ1ere menor cantidad de solvente para extraer el pro

ducto, disminuyendo considerablemente el problema de gene

rac1on de a1uas residuales. 

5l se fac1hta la recuperacton y purif1caciOn del producto de

bido a que se encuentra mas concentrado. 

f!I) La 02u1enac10n se obtiene m.1.s f.4ci1mente 1rac1as a los es

pacios que eusten entre las paruculas del sustrato. 



Por otro lado, 1e tienen alsuno;¡ problemas los cuales se 

pueden considerar desventajas cuando se pretende hacer uso de 

este tipo de fermentaciones, t!stos son los siguientes: 

l) Hay una 11mitac10n al uso de microorsanismos que s¿an capa

ces de crecer en condiciones de baJOS niveles de humedad. 

2} La el1m1nac10n del calor b1ológ1co representa un serio pro

blema cuando se emplean fermentaciones con 1randes cantida

des de sustrato. 

3) El mon1toreo del contenido de humedad, y de ciertos par&me

tros como el pH, formaciOn de producto o · el crecimiento m1-

crob1ano, es un problema que requiere de mayores considera

ciones tecn1cas. 

~) El control y escalamiento del proceso presenta problemas 

debido a que el sistema es muy heteroit!neo. 

Estas caractertntl.cas han s1d..:i considerad.as como aquellas 

que demarcan mayor diferencia entre los dos tipos de fermentac12 

nes (25, 50). 

Uno de los principales problemas que muestran las fermenta

ciones semisOhdas es la est1mac10n del crec1m1ento microbiano, 

debido en eran pa.rte a la penetracion del miceho en el sus

trato. Aunado a ello, la elevada hetero1ene1.dad de estos siste

mas, dificulta considera.blemente la reahzaciOn de muestreos con 

una representat1vidad y conf1ab1l1dad adecuadas. Por otro lado, 

la1 med1c1one1 directas del cr~cim1ento usadas en los procesos 

de fermentaci~n sumér•ida como peso seco o conteo• en placa, no 

pueden ur uuuzado1 en aquella• (!50, 66). 
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Por este motivo se han 1nvest1¡¡:ado ai,unos par4metros que 

pu~dan servir como 1nd1ces de crec1m1ento, como es el caso de 

componentes celulares cu¡as caracteristicas indispensables son: 

l)det.·en ser s1ntet1:'.ados desde el lnlcLc del cre.:i.m1ento, y 2) 

su formación ne debe ser inh1b1da por la hberac10n de otros 

compuestos que resulten del metabolismo o por cambios en el 

ambiente de fermentac1on, tales como l-:1s cambios de pH y de 

humedad. 

Los compuestos que com~nmente han sido estimados como ind1-

ces de crec1m1ento son componentes celulares como la qu1t1na, el 

componente mayor1tar10 de la pared celular en la mayorta de los 

hon¡os (f..7}; las prote1nas1 medidas como la cantidad de n1 tr6-

seno prec1p1table con ac1do tr1clc.roacéllcc (83)¡ o el contenido 

de ergosterol 1 ~ste es el esterol predominante en muchos honsos 

{q.6, 58).. Tamb1~n se han realizado est1mac1ones de compuestos 

extra.celulares, pr1nc1palmente se han ensayado enz1mas hidrol1-

t1.:as como c-am1lasa. am1loeluccs1dasa (1., 60), o la act1v1da·d 

de lacasa extracelular (8ll). Sin embargo, los m&1.odos mAs atrac

tivos y de mayor divulgac10n, son aquellos en que se cuant1f1ca 

la liberac1on de co 2 , o el consumo de ox1seno, debido a la 

rapidez, fac1l1dad y representat1v1d,ad con que pueden efec-

tuarse, incluso, se han formulado modelos matem.tt1cos como los 

presentados por Carr1;:ales (12} o los propuestos por Okazakl 

(6tl, los cuales tienen c>lmo fundamento la descr1pc1on de la 1e-

nerac1on de blOX1do de carbono producida por el metabolismo de 

los m1croor1an1smos empleados en la fermentac10n; 
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Cabe destacar que para selt!ccionar el mf!otodo de cuant.1-

f1cac1ón de crecimiento en fermentac1ones semisóll.das, se debe 

tener muc110 cuidado en la elecc1on del parámetro a determinar, 

lo cu.1.1 dependerA pr1nc1palmente en el tipo de sustrato y las 

caracter1st1cas del m1croor1anumo empleados, de i~ual impar-· 

tanc1a es la instrumentac10n que se tenia d1spon1ble para ello. 

Proc:Hoa en loa que se han Implement.ado Sistemas de Fer

aent.ac16n S•m1a611da. 

Una de las .a.reas en las que se ha recurrido con mayor 

frecuencia al uso de sistemas de fermentac10n semisOlida es en 

e~ enr1quec1m1ento con prote1na microbiana de materiales U1no

cel ulOs1cos y desechos de or i1en ve1etal con un ba Jo contenido 

proteico, a fin de que posteriormente sean usados como alimento 

de sanado (Tabla VII), en estos casos, el producto de la fer

mentación es un compleJo sustrato res1dual-biomasa del que no se 

requiere eliminar rrandes cantidades de a¡ua. 

Las fermenta clones semisOhda~ tamb1en han s1do empleadas 

en la producción de .a.cides or¡ct.nicos como el &cido citr1co (.llO), 

y el .tc1do 11bere11co (36). ambos de ¡ran lnter~s industrial. En 

ta producc1on de combustlbles com.o el etanol a partir de remo

lacha azucarera (33) r la producc10n de b101as a partir de p&Ja 

de tr110 (53). Otras aplicaciones han sido en la producc1on de 

esporas de hon1os (44), ast como de atsunos tipos de m1cotox1nas 

(25, 38). 

Un &rea en la que d1cha ·me\0401011a puede tener una impor

tante func:16n ea •n I• pro4ucc16n d• dif•ren\ea tipos dt 1na111aa 
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TABLA Vil 

EHRIQUECIMIBNTO PROTEICO DE DESECHOS DE 
ORIGEN VEGETAL 

Or1an1smo 

Aur.,obasJdJum pullulan.s 
HRRL Y-6220 

Trichodeorma v1ride GtH94t4 
Rh1ZOPUS Oli.~osp<.,rus 

CBS-32'1.35 

Honascus rulu.~r 

e haetvmi.um cellulolyt.zcum 
ATCC 32319 

Abortlpvrus l11t!'111us 
LelJZJtes betuJi.na 
Pleourotus serot1nus 
T r•ml!'tl!'s hirsuta 
Ganod~1·ma appJdnatum 
P J"orotus ostreatus 
PJl!'urotus saJor caJu 

Chal!'tomi.um ceolluloJyticum 

TrJchoderma Ji1norum 

Asp,,rlfJllus ni11er QH-2 

Sustrato Referencia 

PaJa de Centeno (23) 

Vaina de alsarrobo ( 3~) 

Serrtn de maple (6'1) 

PaJa de triso ( 86) 

PaJa de tri10 ( 7 8 ) 

RastroJo de man. t 68 ) 
Esuercol 
cascara de naranJa 
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par esta razon esta Area es donde se han reah'Zado el mayor n-o.

mero de trabaJc.s. Las en'Z1mas de mayor 1nter~s han sido am11a

s1s, celulasas, pe.-;t1nasas y x1lanasas, aunque puede tocahzarse 

reportes a u lados sobre ta pro 1 ucc16n cte otre: t1pc de enzimas 

(Tabla '/111). 

EX1$t.en muy pocos reportes en la bll:-llt.."lirafia con relación a 

la proc1ucc16n de llpasas m1crob1anas empleando sistemas de fer

mentación semuohda¡ en este sentido, solo se locahzaron dos 

publicaciones, en la. primera (6) se menciona una patente re11s

trada en Estados Unidos en 19~9 en la cual ut1ll:zan salvado de 

tr1eo y harina de soya como sustrato para la producc16n de l1pa

sas; en la otra (79)1 utilizaron una compt)sic1ón de medio 

sólido a base de salvado de trigo (1001.\, agua (70'l.) ¡· Caco~ 

(15~), empleando una fermentación sem1sól1da con A.sper~~11JU$ 

n1Ger a 30 ° e por tres dias, en esta publicación se menc1ona 

que la compos1c16n del medio de cultivo ast como las condiciones 

de fermenta.(a~n fueron obten1ctas de un articule· publl.:ado por 

Ful< umoto !t.L_Al (20). 

Con base en estos arttculos, se el1g16 el sustrato ut.illzaclo 

en este trabaJo para la producción de l1pasas, las dema.s condi

ciones de fermentac1on se e11g1eron con base a los datos putil1-

cados para los eult.1vos de tipo sumergido. 

/ 
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TABLA Vltl 

PRODUCCION DS ENZIMAS POR FERHENTACION SEHISOL!DA 

Enzimas H1croor1an1smo Sustrato Ref. 

A MIL ASAS Aspert/iJ/Us oryzae Salvado de 
Tr110 (77) 

Aspert1JJ1Us oryzae Arroz ( 51) 

Aspert1JJ1us ni.,er Harina de 
Yuca ( 3) 

Termitomyce.s cJype~tus Ba1azo de 
cana (72) 

CELULASAS Tr1chodt!'rm• reueJ QH 9414 Salvado de 
Tr110 (52) 

Phanerochat!'te chrysospor.i.um Salvado + 
Soya (52) 

Corío.J.us vers1c0Jor R 105 Rastrojo de 
Ha1z (52) 

Pestalops1s versicolor Paja de 
Arroz (65) 

PECTINASAS Tr1choderma reese1 QH 941'1 Salvado de 
Tr1¡¡0 (52) 

Pen1c1Jl1um capsulatum Pulpa de 
Remolacha ( 18) 

PROTEASAS Aspert1Jllus ·oryz•e var 
bruneus Arroz (55) 

XILANASAS TermJtomrces clrpeatus • Aserrtn 
Fibra de 
Coco (72) 

·Polyporus sp-A-3311 Paja de 
Avena (7) 

LIPASAS Asper11J1Jus ni1er Salvado de 
Tr110 (20) 
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OBJBTIVO 

En base a lo anteriormente expuesto, ~ste trabaJo se rea

lizó con el obJet.o de evaluar la pos1b1lldad de emplear un 

s1stema de fermentación sem1sol1da para la producc10n de enzimas 

U.pol1t1cas a partir del cultivo de hongos f1lamentoso.s, las 

cuales pudieran ser empleadas para la mocU.f1cac1on de un 

sustrato 14cteo. 
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HATKRIAL Y H8TODOS 

S~LECCJON DE LOS HICROORGANJSHOS DE MAYOR PRODUCCION DE 

ENZIHAS LIPOLITJCAS. 

M1crooreanismos Empleados. 

se emplearon 19 cepas de hongos filamentosos que comprenden 

un tt.ltal de 13 especies, las cuales se muestran en ¡~ Tabla IX. 

Preservac1on de laa H1croor1an1smos. 

Los m1croor¡an1smos~ fueoron mantenidos a q. 0 e en tubo 

inclinado con tapon de rosca de 16X150 mm con medio de cultivo 

de Fapa·D~xtrosa-Agar (PDA1. 

Medio de cultivo para la Obtenc1on del Inoculo. 

Fara -.:.t-tener el inoculo se .:re..:1eron los m1crovr¡an1smc.s 

en pl.1cas de PDA, sembradas p.,r estria incubadas 29 ° e 

•iurante atas, t1em¡:C) en que han esporulad.e.. Este medio de 

cult1,;o se sust1tu¡·o por el Medio "A" en el que los 

m1crocr¡an1smos p1~octu;~ron maror cantidad de esporas fai::1llt .. lnd·:

la obtenc1C.n del ln.!.culo. Este med1c de eult1 vo fue formulado en 

el laborator10 a base dt' ma1z quebradc·, tamizado en malla -# 20: 

HEDI•) "A": 

Ka1z quebrado tamizado 

Acar-Acar 

Sol uc1on Salina 

A1ua Destllada 

40.01 

20.01 

40,0ml 

1000,01111 
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compos1c10n de la soluc10n salina: 

1:2HFO• 13.118 j/l 

Y.H 2PO• lt!..~ ~ li'l 

Mi:;Q 47H20 0.5 • 11 

S·:iln. Elem. Tra=a l.(• ml/l 

Soluc16n d.e !lement.:.!: traza 

reportada por Ceferl 113): 

ZnS047HzO 

FelNOslz 

HnS047HzO 

'139.0 m1/l 

723.0 mi/\ 

203.0 ffii/1 

El inoculo empleado cons1st10 de una suspensión de esporas 

en la sotuc1on sallna con una densidad Opt1ca de 0.06, le1da a 

5,.0nm en un espectrofotometro Eausch & Lomb, Spectron1c 2.l. 

Hedlo de Cultlvo S&Udo para Produccl&n de L1paaas (Hedlo •e•). 

En t-:i•ios los casos, tas hpasas se obtuvieron del cultivo 

de los m1croorsanismos en salvado de tr16'• que fue usado como 

'O.n1ca fuente de carbono y de n1tro¡;enc,, ad1c1cr.ando ademas una 

scluc10n de sales d1senada en el laborator10, tomando en 

cons1derac10n el tipo de sales que han s1d.J reportadas en la 

b1bho1raf1a como necesarias para la producc1on de hpasas en 

rnedtos Uquidos. Este medio s~lldo fue establecido en el 

laboratorio, de la manera s11u1ente: 

Salvado d• tr110 20.01 

Soluc1&n sallna 20.0ml 

Todas las terment&ci.onea se ef~ctuaron en matraces 

&:rlenmeyer de 250111 • 1ncubadaa a 29 ° e en lncubadora de 

ambiente controlado ••• Brun••lck Sclent1f1c. 
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TABLA IX 

MlCR1)1JfGANISM•:PZ EMFLEr.0(1~ FAF.:A ANALIZAR $1.J f'f1hiillC'C!OH ::·E 
LIPASA.; EH FEf.!IEllTA•:l•:.tl GE!:IS•)L¡:JA 

.4._:::pc'r¡1Jlus oryz.ae-SS C.;lec::16n IIBH-UUAM 

Ccle~ción llBH-UtlAH 

G::o..,tr1cbum cand1dum-LL Lacto Lab 

C. E. L. 

Hu.:01• mJt"lJel Colecc1on llBH-UNAH 

P~mc111ium bldnc G. Roser co. 

Pen.tcJll.tum ,~amembt"rtJ CNRZ 

Pen1c1111um cand1dum G. Roeer Ce. 

Fen1.:1llJ.um ;.·aseicolum 

P~lllC'Jll.tum chryso.-enum-IAM L.i•:to Lat· 

Ccle.:c1~n IIBM-UNAM 

Lact:. Lab 

F~n:. ... -;,JJJ.um rJqUc'forr.t-CHRZ •.:tlRZ 

La.:t.o Lab 

Fen1cJJl1um :-o~uef.:Jrtl-M1lano c. E. L. 

PenJc .illlum 1· ...... qu~tort1-I A1sla.dl"..l .1e auesc Cabrales 

Pe tu.e 1JJ;um ro..¡uetort1-ll Aislado de Queso Cal::wales 

crNVESTAV 

Facultad ·:te c)utm1ca, tJNAM 

. UBH lnst. de Invesuaac1ones IT!lomed1cas, UNAH 
CIHVESTAV C•ntro de lnvest11ac1ones l" EstUd1os Avan'%a4.ioJ, 

IPN 
Lacto Lab Lallora.tor1oa L&ct1cos, Francia 
CNRZ Centro Nacional de tnvest11ac1on zoolo11ca, 

Franca 
G. Ro1er Co. La1>orator101 o. Ro¡er, Franela 
c. S. ¡.. centro 1xper11aentale L&ttero, Muano, Italia. 



El m.ad10 de cultivo "&" se iAJU.stó a un PJ:i de 7.0 med.1ante 

la ad1c10n de un ami:irt.1¡ua.:lor de fosiatos IPH 7.0, ú.Oi!l1) 

1ni:luidi:· en ta soluc1on salina ¡· un conten1d.:. de humedad ·~er:.:uH..., 

al St.'~. 

s:lecc1~·n ,:ie-~ m1i:r.:.vr¡:anumc fue .1e e. ,11as, ·:ieb1do a ·=lue ~n e.::;te 

r.1e'mpo f.ié .;bservo el :om1enzo de la esporulac16n en las ..:C!pas 

usadas; en lvs exper1mentGs para anallza.r las curvas dt::- prod uc

c10n de e-nz1mas durante el t1emp6 de cult1vo, se co!iechó "J.n 

matraz cada aq. horas durante u dtas. 

Obtenc1on del lztracto Bnz1mauc:o crud·o. 

Para obtener el extracto enz1m&t1':'0 crudo, se act1c1onaron 

50 ml de una solución amcruauadora de su·:c1natos (0.02H, pH 

6.0) al -:ult1vo ya crecido: el cual tue a,;itado y j'ua.rda.d.) a 

~ 0 e por lC: hr¡ postC!rtormente se separG la masa d~ .sustrato 

f1ltrando con ayuda de ¡asa, cbten1end.:>se el extracto enzurutt1co 

.;rudo en t ut·..:•$ de ensay" de 20X15Qmm. 

KITODOS AKALlTICOS 

Kedlc:1on del pH del Kedlo •a•. 

Para med1r el pH del Medio "9" se tomaron muestras de 4.0¡ 

de medio :1011<10 fermentado que se resu1pend1eron en 20 ml de 

acua destllada. LUeio de asita.r durante 2:0 m1nutos 1 se m1.:11e el 

pH en un potenc1ometro Beckman d11ital modelo 3500. 

Anauus del con\en1do de Huaedad del KedH •a•. 

En la medi.c10n del contenido de humedad se ut111zaron vasos 

de prec1pi.tado1 de .100 al, pueatoa a peao constante. In ellos, 
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stt tomo una muestra de pe.so conocido del mecl10 "S" h'1medo1 pa.ra 

::;ecarse a toº C. en estuf.a de vac1o Thelco mod. 1Y. t..ue¡I) ·je 

deJar ~nir1.ir en dés~.;ador, se pesaro1~ en balan:;¡:a anal1t1°:a 

Sartor1u; 24'32; c.:.n lc.s datos obten1·.1os se :aiculo el ¡:iorcttnta.Je 

de nume:lad. 

Determ1nac16n de la ·ActlY1dad L1polltlca. 

La actividad llp0Ut1ca fue medid• de acuerdo a la t~cn1ca· 

reportada por Hoffelman (27) mod1f1cando la forma de cuanuflca.r 

Ja ac1dez aenerada, que en el presttnte trabaJo cons1st10 .. en 

observar el cambio de pH en el sistema c1e reacc1on que contenta: 

t2.5 ml de amort11uador de succ1natos (o.oaH, pH 6.0) 

1.1) ml d.e tr1bUUJ·1na como sustrat.o para las enzimas y 

1.0 ml de extracto en:;:1m.:StJ.CC crudo, 

la mezcla de reacc1on se a11to con una barra ma1n~t1ca para 

obtener una pseudoemulsion, manteniendo la temperatura a 37° e 

en un batlo de aaua. 

LQS vator~s ot.tenidos fueron interpola.des en una ,curva pu

tr4'n df:' S:·H contra concentrac1on de tlcidc but1r1co 1F1cura 2), 

ob1ervand.:- el cambio de pH al ai:llc1onar ciant1dades crecientes de 

a.c1do but1r1co a un sistema con el mismo amoi:-t1¡:uador de 

succinatos (0.02H, pH 6.0). El resultado u reporta como los 

micromoles de •c1do buttr1co libera.dos en el tiempo de reacc1on 

por m111lllro d• extrAclo en:um&tlco. El blanco de comparac1on 

fut un e~tracto de ·salvado de tr110 que no f.ue inoculado, el 

cual no mostro act1v1dad. 



ACIDO IUTllllOO l}IMolHI 

FIGURA 2. CURVA PATRON DE ACIDO BUTIRICO ADICIOIWJO A ON 
0

AMORTIGUAOOR DE SUCCI!IATOS (0.02H, pH 6,0) A 

TEMPERATURA DE 37l>c. 
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Deter•1D•c10n de la Act1'1'14ad Proteolllic:a. 

Una parte del extracto enzlm4llco fut dial1nda durante 2,. 
o 

horas a 4 e contra cuatro cambios dt a1ua destilada con un 

volumen d• 115 1.tlro1, en tubo para dt4lls1s Spectrapor con un 

ranco de exclu11on de 12,000-14,000, cori el fln de ellm1nar 

sale1 de amonto y am1noa.c1dos llbres que puedan interferir en ta 

med1ciOn tanto de la act1 v1dad. proteo U t1ca como de la proteJna 

extra.celular. 

La actividad proteoUllca fue medida .,n un sutenia de 

reacción que contenta:· 

2.0 mi de una soluclOn de case1na al 2~ en amortiruador de fos- · 

fatos (0.2H, pH 7.0), y 1.0 mi de extracto enz1mauco dlallza40. 
o 

La reacc10n fue llevada a cabo en bat'lo de a1ua a 37 e durante 

30 minutos y fue detenida mediante la adición de ~ ml de &c1do 

tr1cloroactt1co al 5%. 

Posteriormente. 101 tubos de reacc1on se centrifuiaron a 

6500 rpm tn una centr.tfu1a Lourdes modelo AA-C, durante· 15 

minutos eon el prop011to de separar la prote.tna no h1drohzada. 

En el sobrena.dante fu!i med1da la cantidad de tiros1na liberada 

por acc1on .,nzlm4t1ca, utilizando el m~todo de Lowry ú_!l (41) 

para la cuantif1cac1on de prote1na, el cu41 se describe 

posteriormente. Los dalo• obt.en1do1 fu•ron interpolados en una 

curva patron de tiroslnA (Fl1ura 3). 

cuaatlf1cac16n d•l Contenido 4• Protelna Rst.rac:etutar 

La cuantlflcac1on d• proll1na eztracelular se realizo 

Para to cual 
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FIGURA 3, CURVA PATROH DE TIROSIHA 

Ce) CURVA EXPlllll!l!llTAL 

( 0) CURVA TEOJICA CON UN FACTOI DE CORllEl.ACIO_N 

r•0.999 11 PEllDIINTE 0.00797. 
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se prepararon dos sotue1ones: 

:!alucion A: 

Soluc1tn de Na 2 co3 al 2i: en NaC•H 0.1 11 

sv1uc1Gn de tartratu de Na y IC al IZ en a¡ua destilada 

Sc.,luc1on de •.:uso 4 '!.H 2 o al o.i:·~ en a¡ua destilada 

en una proporción de l•):0.1:0.1 en el orden p1•esenta11o. 

Sol uc1on B: 

Reactivo de Folln-C1ccalteau d1Iuillo en a1ua 1:3 

Lu allcuotas de las muestras y de la soluc1on patron (de Albtl-

mlna Sfr1ca Bovina) se llevaron a un voldmen final de 1.0ml con 

a11ua destilada. se les ad1c1ono 5.0ml de la soluc1on A ae1tando 

rtpidamente. Se deJO repl:"lsar durante to minutos y si! acreearon 

0.5ml de la soluc10n B. Lueeo de ae1tar rapidamente, se deJO re-

posar la mezcla por 30 mln. Estos tubos de reacc10n se leyeron a 

590nm en un espectrofotometro contra un blanco de acua destilada 

que lleva e-1 mismo tratamiento. 

Los datus obte-n1dos se interpolaron en una curva patron de 

Albdm1na Sfr1ca Bov1na v.btt!n1da al mane;a.r una cantidad ere-

c1ente de esta protetna de la mumil manera ya explicada para 

todas las muestras (F1rura '<l. 

MODIFICACIOI BIZIMATICA DB CRBMA Dll LBCHB CONBICIAL. 

Clnttlca de LlpOlUU de ere••· 

Para llevar a cabo la c1net1ta de llpolls1s de crema, se 

uUlizaron los filtrados enz1m.aucos de P. .:.1nd.tdum, P. e•-. 
m,.mb,.rti ;: N. mJeheJ. Hed1ante la ad1c1on de a1ua destilada, 

H aJusto la acUv1dad Upol1t1ca de otos fll~rado• de manera 
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CC191ClllTIUCIOll • ALIUlllllA ldlCA (Jltl .. I 

PIGUIA 4, CURVA PATRON DE ALIUllINA SElllCA BOVINA 

<•> CURVA !UDDllllTAL 

(0) CURVA TEOIICA CON UN FAC'IOR DE COHELACION 

r• 0.997 Y PENDIENTE 0,0016. 
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que liberaran 5.0 m1cromoles de Ac. t-·utlr1co/ml min, en Pl 

sistema df: reacc16n con tr1but1r1n.i. Se u.s•ron J.Oml de este 

filtradc. por cada 100.0 g dé crema de lech!!, ccn un conten1do dl! 

crasa d¿.l 30i:. La mezda de crema y enzima se reah:·-:i· en un sol.:i 

lote de 200.01 de crema c~n la f1nal1da..i ·:te iarantu:ar un.i 

mezcla homoa~nl!'a, la cual fue incubada a 37 ° e lue10 de .:;¡er 

d1v1d1da en frascoJ pequenos de bvca an.:h·a, tomando 10.01 en 

cada uno. La acidez een!'rada fue medida titulando las muestras 

con NaOH O.IN hasta pH 7.0. 

Se ut1l1zo un control que cons1stlO de la mezcla de 200.0¡ 

de crema con 6.0ml de a1ua destilada. la cual fue tratada de la 

misma manera que los lotes experimentales. 

PREPARACI08 DEL LIPOLIZADO DE CRBKA PARA EVALUARLO El 

PRUEBA PA8111L DE PREl"ERB8CIA. 

Tratamiento de lo• Batractoa Bn:z1a.at1coa. 

tos e~<tra.:tos enz1m.llt1cos se d1ahzarvn en un vol'Omen de 

12.01 de- agua destilada durante 24 hrs con ~ cambios de a1ua, 

usando tubos para dlil.llsi.s Spe~trapor. Poster1orment.e se fil-

traron en papel Whatma.n # 1 y finalmente fueron pas.1.dos a travfs 

de membranas H1lllpore de un tamano de ll"ro de 0.'15 micras. 

Oespufs dtt ezt.e tratamiento, se les m1d10 la• act1v1dad 

11po.Ut1-:a con el fin de calcular el vol~men necesario para la 

11póhsu de crema. 

L1p011S1• de Crema r Trataatento del Ltpolizado. 

Para la lipOluu de crema fueron empleados 800.0 1 de 

crema mezclados perfectamente con lo.s filtrados enz1ma.t'1cos 



usando un Braun Hult1pract1c. los cual•s fueron 1ncuba.d.o!l a 
o 

.)7 e c-n fr.JJ:'!,.J Je.:hervs ,P•>r ur. tiempo det¿rm1nado para .:".ldd 

~l-:tracto, fste fue establec1doJ En t:·ase a la a:1c:te: que jener4ron 

en el i:-::per1mento antl!r1or en el que se- u¡u1.:. la .:in~uca d~ 

tipo1isu di! la cr'!ma .:le leche. 

Al t~rmino d.e la l1pe.11s1s, las muestras presentaron 2 

tases por to que fueron homoaen1zadas nut?vamente durantl! min. 

con un Braun Multlpract1i::. par.a desputs ser pasteur1zadas a una 

~emperatura de 72 °c durante 10 minutos y enfriada~ en un batlo 

ele h1•lo clurant• 30 mrnuto1. 

?ara todos tos llPoll::ados, ne temo una muestra antes y 

despu~s de pasteurizar, las cuales fueron tituladas con H.iüH 

O.lN hasta pH 7.0 can el fin ae o.bservar :u se modifica la 

acidez con· este tratamiento termico. 

Prueba Panel de Preferencia. 

3e reall:o una prueba panel de preferencia para clcr y 

sabor de la crema hpohzada. En ella paruciparon 30 pan•listas 

no entr~nados .a qu1enes se les c110 las: muestras de crema en 

vasos d" pli!.st1co transpa.rente etiqueta.dos con un n'dmero clave 

cuest1onar1os a.nea:o1 (cul!st1on&r1os I y UJ. 

Pruella Panel de 1>escrtpc1on de Sabor. 

'S• r•allzaron 'dos pru•bU de descr1pc10n d• sabor, Ja 

primera utilizando la crema llpolizada madurada en refr11erac1on 

durante .9 diu_ r la u1unda, con la m11ma crema pero madurada 10 
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d!as a 'l 
0 c. En ambas1 parti.:1paron 11 panellstas sele.::ci.onadcis 

de ~nt.re los 30 anter1vres, del:.·1d•:i a que ellvs em1t1-eron alt:una 

opuuon en el .;uesti.-~nar10 ant¿.r1.:.r ac~r.:a del sabor que les 

rE·:.:.rdal::i la .;rema l1pcl1za·ia. Fara amtas pr1Jebas se les ¡::.1ct.11!, 

~u~ c:.nte:aaran el cuest1~nar1~ anexe 111. 

BSTABILIDAD DB LAS LIPASAS ALKACBHADAS BK COKGBLACIOK. 

Los estractos enz1m~t1cos fueron almacenados en con¡elac1on 

con el fin de evaluar la estab1hdad de las enzima! en el 

tiempo de almacenamiento. Para ello, fue medida la act1v1dad 

llp0Ut1ca en estos extractos mensualmente durante 3 meses. 

COKPARACIOK llKTRB FKRKBJITACIOR SBKISOLIDA Y LIQUIDA PARA 

LA PRODUCCIOR DK LIPASAS. 

compouc1on del Ked1o de culUTo. 

En est,·s exper1mentvs se anah:O la producción de 11Fasas 

por F. .:ani:!1dum en ambr.•s tipos de fermentaciones. Se empleo 

el mejio de cultivo "B.. modificando las cantidades de la si-

11u1ente manera: 

Fermtntac1ón StmisOl1da. 

Salvado d~ trliO 10.0¡: 

Inóculo (soluc1on 

sallna • esporas) 10.0ml 

cond1c1ones de rermentac1ón. 

Fermentac1on Liquida. 

Salvado de trliO 5. o¡: 

I n6culo {sol uc10n 

salJ.na • esporas) 

AIU& d!St1lada 

10.0ml 

90.0ml 

se s11u10 la curva de producc1on diaria de llpasas durante 

s1ete d1as para ambas termentac1ones, las euales se realizaron 
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a pll 1n1cul de 7.0, con una temperatura de 29 e sin a1itac1on 

para el caso de la fermentacs.en sem1s~hda y con a11tac10n de 

t60 rpm para los cultivos ltqu1dos en una cámara de amb\ente 

contro1a~10. 

ObtenclOn del Bstracto lnz1aattco de ta Feraentacilln Seai-

&Olida. 

A los cult1 vos fermentados se les ad1c1ono 90.0 ml de aaua 

destilada, mez.clandose perfectament.•, despu@s de 1uardarlos por 

12 b.rs a "°C fueron filtrados con ayuda de una i&sa, 0Dte.n1en

do en tubos de ensaye de 20Xt50 mm, el extracto enz1mallco al 

cual fue medida la acUVldad. hpolltica . 

. Obtenclon del lstracto Bnztaatlco de la Fermentaci6n Liquida 

1 Los cultivos ya crecidos fuerC1n 1uardados a 'lo 0 c durante· 

l2 hrs despues de las cuales fueron filtrados a trav~J de una 

¡asa, para la po1ter1or med:.c1on de act1v1dad hp0Ut1ca de 

estos filtrados. 



ANEXO l 

PRUEBA DE ~ARGO DE PREFERENCIA 

Producto: CREMA HOOIFICAOA Prueba de : OLOR . 

lnstruee1one1: Pruebe las muestras en el orden presentado, de· 
lzqu1erda a derecha . Oespues de haberlas· probado todas , ·usted 
puede volver a probar la muestra que desee. Enlute el n'Clmero : 
cod1f1cado de cada muestra en el orden de su preferencia. USTED 
DEBE ESTABLECER UH ORDEN DE PREFERENCIA. Sl le rustaron lH 
muestras ordtnelaa empezando por la que mas le haya sustado. Si 
nin1una le 1usto, de todas maneras ordtnetas empezando por la 
que mas prefiera . Este no es un panel de aceptabilldad . 

En el ren11on de observaciones le a1radecertamos indicara todas 
las caracter1stJ.cas , que pueda 1dent1ficar en el producto, y que 
1nd1que a que producto tacteo le recuerda. 

ORDEN DE PREFERENCIA COOIGO OBSERV AC!ONES 

Primera preferencia 

Se1unda preferencia 

Tercera preferencia 

cuarta preferencia 



ANEXO !! 

PRUEBA DE RA!h3<) DE PREFERENCIA 

Producto: CREMA MODIFICADA Prueba de: SABOR. 

InstrucClúnes: Pruebe las muestras en el orden presentado 1 de 
izquierda a derecha. Pespues de haberlas probado toda;, usted 
puede volver a probar la muestra que desee. EnU.1te el ndmero 
cod1f1cado de cada muestra en tl urden d.e- su preferenc1a. USTED 
DESE ESTABLECER UN ORDEN DE PREFERENCIA. s1 l• 8UStaron las 
mue$tras ord~nelas empezando por la que mas le haya cu•tado. si 
n1ncuna te 1ust6 1 de todas maneras ordf.nelas empezando por Ja 
que m.&s prefiera. Este no es un panel de aceptab>Udad . 

En el renalon de observac1ones le asradeeeriamos indicara todas 
las caracterJsttca.s: que pueda ident1f1car en el producto 1 y que 
1nd1que a qut producto l&cteo le rf?cuerda. 

ORDEll DE PREFERENCIA • CODIGO OBSERV AClONES 

Pr1mera pref¿renc1a 

secunda preferene1a 

Tercera preferencia 

cuarta preferencia 



AHEXO lll 

Df:SCf<!PC1'JH DE SABOR DE: ·:RE:HA MODIFICADA 

1 ) Fa.·•or ct~ le-!r el cuesllonaru, l.ntes de prol:lar las muestras 
2) Probar tas muestras en el orden presentado 
3) Llena1· el .::uest1onar10. Favor de no indicar n1n¡una 
cualld.ad relacionada con olor o te:<. tura. 

SE:CC!O!i 1: 

Favor d.i: marcar con una cruz en cada muestra el sabor del 
producto tacteo que le recuerde cada muestra. SOLO HARCAf< UUA 
OFC!Oll PARA •:ADA CASO. 

lidmero de- muestra 

Queso 

Mai1tequ1lla 

Crema 

Yo¡:ur 

SE:CC!OH !! : 

Seftalar con una .:ruz las, cualidades que perc1be en cada muestra: 

Ne.mero de muestra 
Amar¡., 
Rancio 
Ac1do 
Jabonosc. 
Picante 
Otra 

SECCIOH !!! : 

En 1eneral, el producto le resulta: 
A1radabl• 
Desa¡radable 



RESULTADOS T DISCUSIOR 

Formulación del Medio •e• y Establecimiento de 1as Condiciones 

de Culli YO. 

La formulac1on d.el medio "B" ut111zado para la prcdu.:c1~n 

de llpasas fue establecida .en base a formulac1ones existentes en 

b1bl101raf1a para la obtenc1on de hpasas en fermentaciones li

quidas. debido a· ta falta de 11teraturiil al respecto, para fer-

mentactones semisOlldas. En estas composic1ones de medios de 

cultivo, se han incluido diferentes tipos de sales, sin embar10, 

el fosfato de potasio, sulfato de maenes10 y nitrato de sodio 

han sido mayormente empleadas (c;.3, 19, 16, 17), de tal forma que 

fueron incluidas en el med10 "B", a exceps1on del nitrato de 

sodio ya que el salvado de tr1¡0 fue empleado como 'dn1ca fuente 

de carbono y de n1trOeeno. De la m1.sma manera, son necesarios 

1-:is elementos como el :n, F'e, y Mn, ¡.:is cuales fuerc·n ad1c1c·-

nactos en cantidades tra:.a (19, i:.3J. 

Las condiciones de pH l.- Temperatura del cultivo tamb1en 

fueron elegidas en base a b1bho¡raf1a. Fara aleunos micro·::ir-

1an1smos, las condiciones Optimas son de 29 ° e y pH de 7.0 

mientras que para al1unos otros, se obtiene una producc10n na 

menor del 85~ con respecto del n1 vel m4ximo alcanzado (19, f.3). 

Para lo1rar un pH 7.p en el medio de cultivo fue necesar1c 
, 

incluir un amort11uador de fosfatos (0.2H, pH 7.0), as1 como es-

ter111zar por sep&r&do el salvado de tri10 y ta iloluc1on salina, 



ya que al ester1hzarlos Juntos, !'.e observaron fuertes cambios 

de pH aün cuando se emplearon amorttruadores de pH mas elevados, 

lo cual pude. ser or1g1nattv por Ja 11~era·":10n de a:ücares 

reductores contenidos en el sal\:ado de tr1Bv. •.:.un eostas ,:onst-

dera.;1ones ~e logro conser•1ar ~1 pH mur cercan: a 7.0 comu puede. 

cuando se evaluO la capacidad del salvado de tri¡o para ab-

sorver a11ua, se obstrv.:. que 10.0 s de salvado ester1llzado retu-

vieron una cant1dad de a1ua de 30.0 ml que corresponden a un 

74.4X de humedad {F11ura 58), s1n presentarse agua hbre en eol 

sistema. Sln embar¡o, para el salvado no ester1hzado1 el arua 

hbre ya fue aparente a part1r de este n1vel de humedad, por lo 

que l!ste se cons1dero como el limite de humectad para ser 

empleado en la fermentación. 

Se m1d1ó i!'l voh::tr.ien especif1co para eol salvado esterllizado 

observandos'! que disminuye de acuerdo a la cant1dad de a¡ua adi-

c1ona.j,a (en el 1ntervalo de humedad maneJa.do). En base a ello, 

se de·:1d10 emplear un s1stema con un conten1do de humedad del 

!;01. C·)n el cual se obtuvo el mayor vol11men i!'spectfico que fue de 

75 cm 5 /10 e de salvado (Fi1ura 5A), ya: que se considero que en 

estas conct1ci.:>nes, el s1stema presentarla meJores caracter.1s-

t1cas de aereac1on a la vez que ·permitirta la penetración del 

micello para la colonizac1on compl.eta de la masa de sustrato. A 

diferenc1a del s1stema con un vol11men espec1f1co de 5!; cm 3 /10 

a de salvado. en el cual se observo una fuerte compactac1on d~l 

I 

salvado por lo que el crec1m1ento de los m1croor¡an1smos estarta 

Umltado a la superficie externa del sustrato.~ 
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TA6LA X 

pH FillAL DEL HEDIO DE CULTIVO 'B' ANTES Y DESPUES 
DE ESTERILIZAR 

pH antes ole pH despu~s de 
4!ster1l1=ar ester111zar 

6.0 6.0 

Hed10 Completo 7.0 6. 3 o 

8.0 6. 50 

6.•) 6. 3 3 

Hedl\j Separado 7.0 6. 9 3 

8.0 7. 2 o 
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AGUA ADICIONADA (al) 

Fisura 58. CONTENIDO DE HUMEDAD DEL SALVADO 

(10 &) CON DIFERENTE CANT !DAll 

DE AGUA, 
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Se\ecciOn de los Kicroorean1smos para ta rroducciOn de 

Llpasas. 

hpasa:; 'J t·aJa produ·:c1ór. de F·rct.eas~s. deb1<1:> a. que ésta:; tllti

mas generan sabores ne· deseado.:: .:uan·jV se emplean en la m·:.d1fl

cac1on d¿ sustI"'atos 1.acteoz. 

E:n la f1eura 5 se presentan los resultados obtenidos i::uando 

esos m1croorigan1smos fueron crec1dos en el rr.ed1.:> "B" durante 6 

d!as lncubados a 29° c. Se muestra la act1v1dad llpoltt.1ca a un 

tiempo de reacc10n de t~ m1nulc1s1 a.si :c-mo la .J.•:t1v1da<! proteo-

11tica soLre casetna y el .;Qnten1do -:ie pr-Jte1na e~tracelular. 

Pu~de observarse que F. candidum, N. mie~'le.:. y P. c.Jm~mliertJ 

presentaron la m&x1ma act1v1dad 11¡:·~l1t1ca, liberando 5l.l3.0, 

380.1 ¡· .365.ll m1cr 1imole!t de ac. but1r1co/ml repect1vamente, en 

laz .:und1ci.:mes d'! reacc1!.n ya menc1ona.jas¡ les coef1c1entes de 

var1a.:1~.n calculad.:>s para todas las med1c11:·n-e.:: de .J.ct1v1dad 

hpol1t1ca si.empre fueron meni:ires del 6.01.. Se puede observar 

que P. O::lZJdJdum genero 2.33 veces la act1v1dad mostrada por 

P. ..~hrr~ .. -.¡~num-ss, que present~ una act1v1dad 11polillca de 

2~3.~ m1cromoles de .&c. buttr1co/ml 1 siendo este el cuarto 

m1crcorgan1smo meJor pr-:.ductor. 

Para 1-:.s tres· extra.-:tcs en:1m.&t1cos con miáy.:>r a.et1v1dad 11-

p~Ut1ca, la act1v1dad proteolttica que mostraron fue muy baJa, 

siendo de 2.79, 2.'l,,., y 2.32 mt: de tiros1na/ml para H. mieheJ, 

P. c•m~mberti y P. candJdum i'-espectivaiiiente. 
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La act1vi.rlad proteol1t1ca presentada por H. mi.ehel fue 3.t5 

veces menor r¡ue_ e-1 presentado por P. chrysotf'num-IAK, que 

fue el m1croorgan1smo con ta a..:t1v1da...:1 proteC'l1t1ca mas alta, 

11t~rar.::tc e.79 ms df t1ros1na/ml. A.:iem.ts de P.' .... hryso-

e"e.num-IAM, otras cuatro .:epas mo.str-aron mayo1· act1v1dad 

¡:roteol1t1ca que la observada en H. a:Je]1i"J, F'. cJmt1mbertJ y P. 

cundJc!um. En estas mediciones, el coeí1c1ente de var1ac1on fue 

infer1.;¡r al 9.0:t.. 

Por otro lado, con los datos d~ protc-1na extracelular s~ 

calcul!i la actividad especlf1ca de los extractos enz1m.tt1cos, 

estos valores se muestran en la tabla XI; la cual muestra que 

H. m1ehe1, P. cand1dum y !'. cam~mbertJ presentaron la mayor 

act1v1dad 11pol1t1ca espee1f1ca, esto ¡:uede sugerir un alto 

nivel de pureza de las l1pasas dentro del espectro de protetnas 

secretadas al medio. · Adema.s, para . es tos microor1anismos se 

calcular:m valores de a.:t1v1dad proteclf.tica ~spec!f1ca razona

blemente t.a3os, lo cual re¡:reser.ta una ·.rentaJa para emplear 

estos extractos en-z.1m4ticos en la mc•d1f1cac1on de sustratos U.c

tevs, debld-' a .;¡ue una alta act1v1dad proteol1t1ca 1enera 

sab::ires r.o deseables en el producto. 

En los casos en que sa obtuvieron ·1a1c.res de act.1v1dades 

espectf1cas baJos; como en el caso de Rl:opu.s arrhJzu.s r 
a~otrichum candldum, · puede afi.rmarse que pos1blemente las 

hpasas y pr.:>teasas fueron secreta·:ias en baJa proporc1on en 

relac1on a otro t1po de enz1mas no analizadas, como pu~den ser 

las enzi.ma.s ami.lol1t1cas. 
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TABLA XI 

ACTI'IU1AúES EU'ZIMAT!CAS EZFC:CIFI:>..:,; HOSTF'ADA.3 POR 
LAS t9 CEPAS DE HICR'.)ORGAUI3HUS EMFLEADAS 

A.:t1v1d.ad ~spec1f1c~ 
LIF•)LIT!C A ?ROTEOL!TICA 

H1cr:..:·rí3.n1smc. me tiros1na/m¡: prot. 

Asp~r1inus oryzae 15.611 1. 95 

A .. · nJ¡er 10.60 0.22 

GeotrJchum candJ.dum-LL 2.0 0.23 

G. CiWdldUm-ss 11. 5> 0.25 

~'!ucor mJeheJ 1•)4.1 3 0.76 

Pe1ucJ.llium blanc 3.EO 0.7ó 

P. .:amembert1 62.20 o.q3 

P. c.and1dum 101. 11 0.113 

P . .:~seu·.,Jum q.9 .1)3 0.53 

F' .. : hr y s1.'¡e.1um -IAH 19 ·"'º 1.~o 

P. -.-hr .r s,o¡~r:um-SS 59 .111 1 .22 

F. ¡J.ii.!CUr.J 35.511 0.27 

P. roquef órtJ -CHRZ 17. 99 0.27 

P. ro~ue-fortJ-LL 311. 03 0.26 

F. roquef orU-M1lano 6.24 1 .26 

P. roquef.:-rtl-I 119.75 0.26 

P. roquef ort1 -II 26.52 o.2e 

RhJZOPUS arrhJ:us 3.20 0.111 

R. del~ma.r 32.11 0.81 
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Es importante sen.alar la d1f1cultad de establecer compara

c1ones entre los datos aqul obt::in1dos y aquellos d1spon1bles en 

b1bl1ografta debido a ·que ni:i hay homogene1ja<:1 en la presentación 

de los mismos, astmLsmo, ca•ia autor r-=i'orta a:t1v1dades enz1ma

ttcas de muy d1st1nta man~ra y Jaz ·>,n.11c1ones de med1c1cn de 

las enzimas son dtferent.e~ unas de ctras. 

c1neucas de H1drOUs1s de Tr1bul1rina. 

Para lodos los m1crvorean1smos se s11u10 la c1net1ca . de 

h1drOhsu de tr1but1r1na en las cond1c1ones de reacc1on ya 

mencionadas, con el f1n de establecer el tiempo d.e reacciOn. a 

cons1derarsf' en todas las mediciones posteriores. 

En la Figura 71 se muestran las c1nl!t1cas obtenidas para 

las tres cepas de rnay .. -.r producc16n de llpasas, en ,don.:1e puede 

verse que a los 15 m1nu tos la. c1n~tica de reacc10n .-je estas 

en•1mas aunque ya no est.1.n E-n ve1.::i.:1ja.! 1n1c1al, st dan valores 

altos de act1v1.1ad lo cual e:. un ind1c10 de que estas enz1mas 

a dn no se ven afectildas por el camb10 de pH provocado por el 

incremento en la concentrac1on de .1.c1do bul1r1co liberado a par

t1r de la tr1but1r1n•, n1 se encuentra llmttada por sustrato, 

por esta razón, se dec1d10 tomar este t1empo para la reallzac1ón 

de las ml!d1c1ones de ac\.1v1dad hpol1tica. 

Al final de estos e:-:per1mentos si! self!cc1onaron .las cepas 

de P. can.t.zdum, H. mJ•h•J. y P. c.imt!'mberti ya . que presentaren 

las mas altas act1·11dades llpol1t1cas as1 como ¡¡ct1v1da~•• 

prote0Ut1cas razonablemente bajas en relac10n a las demas cepa& 

de a1croorran1amoa utlbzadu. 
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Curwas de Producc16n de Enzi•as. 

E\ se¡'u1m1ento de las curvas de producción de enzimas se 

realizo c:in el fin de maneJa.r como otr.:> cr1ter10 de selecci.On la 

productiv1da11 de enzima de los tres m1.:rooraan1~m:is preselecc.io-

nados¡ es decir, su producc1!n por unidad de tiempo de 

fermentación, buscando ta mayor pf.oducci.on en el menor t1~mF'' 

posible. Pá.ra ello, los m1croor¡anismcs fueron crecidos en el 

medio "B" de la· forma ya descrita, tomando muestras cada 24 

horas durante 11 d1as. 

Los resultados se muestran en las F11uras 8, 9 y 10. En 

donde se observa que tos cultivos de '!'. cand1dum y F. c.Jmem-

bertl mostraron comportamientos :nu)' semeJantes. En ambos 

cultivos ta proctucc10n tanto de actlV.1.dad 11pol1tica como pro

te0Ut1ca1 comen=o a partir de las 'lá :toras. La act1v1dad llpo

Ut1ca mostro incrementos muy &rarades hasta las lt¡.Q. horas, 

hab1~ndo 1enerado est.os m1croor1an1smc•s t.9.?..32. y 678.S micro-

moles de &c. but./ml ~e-spect1vamente, en tanto que la act1v:i.dad 

proteoUtica mostró incrementos ccns1derables hasta las 120 

horas, habiendo 'enerado 2.71 y 2.56 m1 t1ros1na/ml respe.:t1 va

mente. En el caso del conten1do de proteina extracelular, se 

observo que el medio en si, contiene una cantidad notoria de 

prote!na (aproximadamente 1.0 m1/ml), la cual se incrementa 

desde las 72 horas, hasta un m&x1mo a las 120 horas, mantenitn-

dese en este nivel cas1 hasta el final del cultivo y· mostrando 

un incremento hacia las 'Olt1mas· 2'6- horas. 

61 cultivo de H. mieh.-J lfl1ura 10) mostró un comporta

miento particular: la producción de actividad · UpoUtica comenzó 



ctespu~s de las primera!> .?4 h?ras, ¡;resentando ur. incrE:mento de 

manera casi constante hasta l·'s 10 primer.:>s dias d.e ferml!mtacion 

sin que se obser·1ara un cam!::l'J dril.st1co en el patron de pr.;duc

c1on. La proteína extra·:e:tular tamt..1~n mar.~·..!v~ un incremento 

c..:inttnu:.. sin presentar cambios cünsijerat..¡tt.i durant~ t.cido el 

curso de la fe-rmentac10n. S1n embar¡:o, la actlv1.:la.j protevl1t1ca 

come~=.!i a prvducirse a las 24 hvras. presentando un n1vel mc:1h1m.:i 

de 2.9.ll mg t1rosina/ml a la~ 1ea horas y de.:ayendo hac13 el 

final del cult.1vo. 

Est.)s resultad:>s demUE'!>tran que el t1empo Optimo de cult1vo 

para la obtenc16n de llpasas es de 144 horas para los tres 

m1croorganumos, ya que el incremento posterior no t!'S s1gnif1ca

tivo en relaciOn al tiempo nec~sar10 para losrarlo. En este 

tiempo, la act1v1dad 11p0Ut1ca especifica fue de 161.7~·. 162.71 

y 221.92 m1crcmoles 4c. but./mg de pr:.tetna para P. .:and1dum, 

P. :amemli~rtJ ¡- H. mJt-.llt'l resp-:·:t1va.ment!¡ l·)S valores d!- ac· 

t.1·;:.dad prtJteouu:a espec1t1ca ·:alculados fueron de. 0.63, Q.6t 

y 1.10 m¡ ttrosina/m¡ prvtetna respecti ·.rament-:. Se observa que 

para F. c.J.ndJdum ;¡- P. cam~mbtt1·t1 se obtuvieron valores muy 

semejantes, d1fJ.r1endo muctao de aquellos calculados para H. 

mJ•h•! que mostr!i ambas act.1v1dades en.:1m&t1cas espectf1cas 

muy elevadas, lo cual su¡:iere que la fracc1on de estas en-:1mas 

en· re!ac10n al total de prot.Ptna extracelular es mayor en H. 

mJe~'le1 que en los otros 2 organismos. Por otro lado, el 

cr1ter10 de product1v1dad de enzimas no perm1t10 selec::-1onar 

alauno .de los m1croor1~numos •mpleados ya que no mostraron una 

diferencia 1mportar},te, por lo. que se decJ.d10 evaluarlos en base 

_a su capacidad para UpoU.zar una crema. comercial de leche. 
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Figura 8. 
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CURVAS DE PRODUCCIOll DE ACTlVIDAll LIPOLITlCA ( 0) ¡ 
ACT. PROTEOLITlCA (•) Y PPOT!l!IA EXTRACF.LULU (A) 

POI! "· cand.ldum CRECIDO EN EL MEDIO "B" A 29oc. 
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CrnHicas de Lipdllsia Knztm•Uca de crema Comercial. 

Para el se1u1m1ento de las c1n~t1cas de llpOhs1.s e-nz1motll

ca de crerr.a, se iguall la actividad hpoltt1ca en los e;-ct.rai:tos 

empleados en ':!:Stos eKper1mentos, ut1ll=ando o:J1ferentes voln

menes de ellos, y llev<lndolos a un -.·olumen final de 3.C ml mis

mos que se 'Jsaron para mod1flcar 100 B de crema. En estos 

extractos se calculO una actlv1dad de ~.o m1cromoles de ac1do 

but1r1co/ml m1n., para ello, se requ1r10 de los volt'lmenes de 

extractv enz1mat1co presentados en la Tabla (Xll). Observándose 

que la menor cantidad de extracto ad1c1onado fue para e! caso de 

P. candJdum; ex1st1endÓ una dtferenc1a notoria en rela=ión a 

la cantidad ~mpleada para H. miehei. 

BaJo estas cond1c1ones se reallzaron las c1net1cas de lipo

lisis enz1mit.t1ca de crema, la cual fue medida titulando la 

acidez generada en las muestras, con una sc.luc1ón de NaOH o.1N, 

los resultados obten1dos son presentados en la Figura u. Puede 

ot.servarze que la acidez generaiia por las muestras del coritrol 

(s1n ad1c1ón de enzimas). es muy baJa en relación a aquE"lla 

¡enerada en los sistemas adicionados con enzimas. 

Las enzimas d'e P. candidum y .v. miellf!'J ¡e-neraron una 

alta acidez en las primeras 48 horas de incubación, lle1ando a 

una ac1de2 maY.1ma titulable con 9.0 ml de NaOH O.lN. Las enzimas 

de P. camembf!'rti tambien mostraron alta act1v1dad al in1c10 

de la tncubac1on, pero la velocidad de Upóllsis de crema fue 

menor, de la m1sma man'!ra, los titules de acidez generada por 

este m1croor1anismo son menores, alcanzand9 un m.tx1mo titulable 

con 7.2 mi de . NaOH O.IN a las '18 horas. 



TABLA XII 

VOLUKENES OE FILTRADO PARA LIPOLIZAR CREMA OE LECHE 

Klcroorg1nhn101 Actlvld1d Llpolltlc• Vol. de Fii trado 
A' B 100 g de Cr-

p. clllltUd&att 548.4 36.S o.4o 

P. CGll!emlic.\U 426.4 28.4 O.SI 

"· mltliú 325.8 21.7 o.67 

A:. bpr1Hd• en 111lcromolH A. Butfrlco/ml 1 lberados en 15 mln. 

1: bpreHd• ••. 111lcromoles A. lutfrlco/ml l lber1do1 en 1 mln. 

Vol. de Agua 
100 g Crema 

2.60 

2.49 

2.33 
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En este .'i"ent1do, lC'S meJores extractos en=1:nat1..:os para la 

llpOllsts ,j-:_. :rema, tuervn aqui:trcs vblen1ctvs de F' c3ndidum y 

H. m1~r.ei }"a que ¡enerar:in mayor ac1de= en m¿ncr t1emp1J de 

in..:uba.:1t!·n, sin E'.ml:•ar¡o, ta ·i1ferenc1a ~r.tre los tres m1cr<'.",.,r-ga-

n1smcs ~mP-l":?:ldcs no es muj' obvia, cons1deranc:!.:. ::;.ue para F. ccl-

m:imbe1~t1 se utilizo men·jr :ant1da-j de extracto en~1mati.co que 

de est.:JJ experimentos, 

se dec1d10 realizar una prueba panel de preferencia de tos pr:i-

duetos llpollzados, cons1derandv los extractos e-r.z1m4t1cos de 

estos tres mi.crocr1ani.smos. 

Pruebas Panel de Preferencia de Crema Lipolizada. 

Los resultados anteriores fueron la base para e1e11r los 

u.empvs de incut..ac1on requeridos para obtener n·.-.iestras de crema 

ll.poll~ada que presentaran una ac1.:t.ez s1m1lar, esta. consi.dera-

..:ion fue hecha con el f1r. de evitar que ~n la evaluac1on sen-

sorial influyera el tener cremas hpohzadas c;.n diferente nivel 

de a..:1da:. En la Tabla O<Ill~ se presentan las cvnd1cione-s en· 

que fuer,jn usadas las muest.ras para la realJ.zaciGn deo la prueba 

panel de preferencia. Cabe destacar que el proceso de pasteriza-

ció11 de la .:rema bpolizada ocasiona una p•rdida de ac1d1z, 

debido a la liberación de &cides crasos vol&l1les. 

La Fli'Ura 12 muestra los resultados de la prueba panel de 

preferencia para satior y olor de la crema llpohzada. En ella se 

.sef\ala que los produ..:tvs generados p..::>r F. candJdum y F. ..~;J-

m•mberu fueron ..:1asif.Lcados por los panehstas en los prime-

roa ord.ene3 de preferenc1a, por el contrario, la cr~ma hpoliza-

da. por las enzimas de H. 11u•hei, fue colocada en el l1ltimo 



TABLA XIII 

CONDICIONES DE LAS MUESTRAS PARA PANEL 

Hicroorganiemoe Tiempo de Acidez* Acidez* después 
Incuba.ci6n (hr) Observada de pasterizar 

p. C4lldidwo 24 2. 7S 2.65 

30 2.85 2.ss 

M. rniehe.l 24 4.65 4.25 

* Expreaada collO el gasto de NaOH 0,lN hasta la neutralizaci~n 



6rden de preferen.:1a por un por•:t?nta;e muy elevado de los 

panel is tas (501.J. 

En e-1 .:as•:.. de la ;iruet.a de olor, solv la crema llpollzada 

por .. -.3m!'m .... '"iertJ m~stró una ten:ien.:-1a a ser a.:eptada, ya 

que el 38'1. de lc.s pane11stas lo ·:olocar,:n en primer c.rden. La 

crema 11pollzada por P. c.J:i..tJdum, fue colc.:ada en tercer 

orden, mientras que para el producto :1pvl1zado por H. mJr:'llt'J 

no fue clara una 1nclinac1tn hacia a.l¡-'j,n orden de p1-eferen

c1a. S1n embarec, es necesario . destaca:- que el par4metro deter

minante es el sabor del product•J y no ta:itc el olor que ienera. 

En este sent1dc, ne se demostró ~!ferenc1a s1en1f1cat1va 

entre Jos productos llpcllzados de F. ca~1dutum y P. i':'.JOJt>m

bertl, pero st en relac1~n al pr=:l.ucto generado por H. 

mJe .. "".eJ, el .:ual fue clas1f1cado en e~ cuarto orden de prefe

ren:1a, he=ho que se exphca por una Fresum1ble alta 11berac1ón 

de ac1do t·ut1r1co ya que la l1pasa prc:1uc1da pcr este microor-

1an1sm·:> llbera preferentemente este a.:1·io craso en la hp•!>hs1s 

de irasa de leche ('St), as1 como por una ttlevada act1v1dad pro

teol1t1ca que pudo hal:ler senerado un sa:bor amarro. 

Pruebas Panel de Descripción de Sabor. 

Con los resultados anter1ores, la. elecc10n del m1cro

or¡an1smo m;ts prom1svr10 para la ~ttencion de un producto 

llpol1zado de sabor a1:-adable. ~e centro entre F. candidum y 

P. camembe .. -t1. asl que para poder seleccionar al¡uno de estos 

dos m1crc·crean1smos, se real:.:aron las pruebas panel de descr1p

c10n de sabor para la m1sma crema hpohzada pero madurada a 
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't¡. e durante nueve y diez d1a~, las .:;uales perm1t1eran obtener 

may:ir inf')rmac1:.n acerca de las caracter1st1cas de lvs product•Js 

otten1dos. 

Las F1r:ura!: 13 'J 14 muestran los r-esul tad .. :•s .1e estas prue

bas. Com:. puedo:· "Ver.:;~. los productos ol:tten1dos cc-r. los filtrados 

de F'. can.:Jidum .r P. ~~amt:"'mlleru madurada por 9 :!l.as, presen· 

taron sat>.:ir a mantaqu1lla. Estos m1crc:rean1smos generaren un 

producto de sabor agradable, por lo ta:1to, los ctros atributos 

as1¡nados resultan sin mucha relevancia. En estas pruebas el 

producto llpoh:ado por H.· :n'ieh~l permanec10 siendo des a sra

d.able para el 90;~ de los panel1stas. 

Las muestras reposadas por to d1as (Fisura 1:¡.1, mostraron 

.:aracter!st1•.:as s1m1lares, excepto para la obtenida por P . 

... ~.:;1ndidum -!n el cual roe acentuó mas ur. s:abor a ques=. en tanto 

· que el C1bten1do por F. .:.Jmemb~1'tJ volvl·~ a preser.tar el 

El prlducto generado por estos dos 

m'1croor@'an1smos fue agradable para un porcentaJe muy elevado de 

Jvs paTíel.:.stas (90'l.), en tanto que se c.:.nservo la cons1derac1on 

hecha para el producto de H. mi~heJ s1endo desa¡:radable para 

el eo;: de ellos. 

En t.ase a estos resultados, los cuales se resumen en la 

Tabla Y.iV, se ha seleccionado a P. .:andldum como el 

m1croor1an1smo de meJores cara:ter1st1cas tantc· para la 

produccc1~n de· ll.pasas en fermentac1.!ln sem1sOl1da, ccmo::i para la 

mcd1f1ca:aon de un productv U.=tec, en este case., :rema de 

leche. 
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TABLA XIV 

CRITERIOS DE SELECCION 

ACTIVIDAD LIPOLITICA EN LOS DIFERENTES EXPERlllENTOS: 

H i croorgan i smos Exp. Selección Curva de Llp611sls 

producc16n 

P ccwl.ldum 543.0 649.6 548.4 

P. camembeJt.tl 366.4 602.7 426.4 

M. mi eh U. 38o.1 393.2 325.8 

CONDICIONES PARA LIPOLISIS DE CREMA: 

M f c.roorgan l smos Vol. filtrado Tiempo de Acidez 
UR! g creu Llp61 lsls mi NaOH 0.1N 

p. ccwl.ldum o.~o ml 24 hr 2.60 

P. camembe!IU O.SI " 30 hr 2.ss 
M. mieliU. o.67 " 24 hr 4.25 

CARACTERISTICAS DEL PRODUCM LIPOLIZADO: 

HI croorg•n lsmos · Características 

P.~ Queso -rgo Agradable 

P. l!llllembl!ll.ti 11ant9"uu la Aclda Agradable 

M. miehú Queso -rgo Deug rodab 1 e 
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RslabU1dad de las Lipasas en e.1 Tiempo de Almacent1m1ento. 

Se _evaluó la estab1lldad de las enz1ma.t al ser almacenadas 

en cvn¡elac1t!-n durante tres meses, r:::-a los eKt.ra·:t.:.1s en=1m.i-

t1r;os de todas las cepas empleadas m1d1encto la act1v1dad 11po

l1t1.:a en periodos de t1empc de un mez, Sl:""1 embargo), a manera je 

resumen svl·:· . se presentan los resultados para los tr-:s ml.;r>J

or11an1smos de ma¡or producc16n de llpasas (F115ura t~). 

Los e:rttractc!: enz1mat1cos presenta1~on act1v1dad 11poltt1ca 

en tod·:> el tiempo que duro el esper1mento, mostrand•J · ma·yor acti

vidad despu~s del primer mes de se'r almacenadas, lo cual pudo 

ser orlilnado ·por la ::1escompos1c10n de al¡¡dn compuestc que pu

diera estar eJerc1endo un efecto inh1b1tor10 para las en•:imas. 

comparac1on Entre 1"erme.ntac1on semuOUda y Ltqutda para la 

Producción de Lipasas. 

BaJo la premisa de que la d1ferer.c1a .t·as1ca entre los sis

temas de fermentac•On sem1sOl1da y Uqu1da es la· cant1da·:1 de 

a¡ua empleada en ·:ada una de ellas (21:'·\, se planteo un experi

mento final para ci:mparar la producc10n de ll~asas en una. 

fermentaciGn Uc¡u1da con a¡'1tacittn ·y una f~rmentacion sem1sG1J.da 

estat1ca, utillzando la misma cantidad de sustrato (~.o i de 

sal.va.jo de tr1aoJ pero con diferentl" con~enido de aaua como se 

exphco en material r metodc•s. Al tl!irm1no de la 1ncubac1on, se 

uiualO la cantidad de a¡ua ad1c1onando 90.0 ml en tos. cultivos 

semisGlld·JS para recuperar las enzimas, de manera que la .:anu

dad total de. a1ua fue de !00.0 ml para ambas fermentaciones, 

ellm1nandc un efecto de dilución que podria darse en tos 

e-xtractos enz1mat.1cos. 
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Los result . .:i1vs se muestran en la F1¡ura 16, donde se ob-

~erva q'..li: en fermentacicn sem1!óll.1a las llp.1:.;a::: ·:-c.menzaron a 

pr0Cuc1r.::~ a ias -t3 hrs alcanZan1.1.l"· un ma:·amo a un tiempo !..1C' 120 

la ferment.J·:16n Uqu:.ja, la producc16n .ie llpasas comenz~. a las 

7¿ hrs cbten1~dose ur. maK1mei a las 1¿·} hrs. A ~art1r de este 

t1i:mpo, la prcducclC:·r. d1snanuyG ctrast1camente ha.sta un nivel no

t:.ablf:mente baJo (10.0 m1crom;les de a.c. but1r1co/ml). Este c•:im

portam1ento en la producc10n de- hpasas es caracter1stlco de una 

fermentación liquida y ha s1do publicado por diferentes autores 

(15, 19, '14, 63). 

cuando:i se compare la prod.ucc1tm de enzimas extracelulares 

en amt.os sistemas, se observó qu' en fermentación sem1sól1da 

esta ne decayo d~rante el u.empc. .je· terme;1:ac1on. Chahal (14J, 

Observo estl? fenomeno en la prc-ducc1~r. de celulasas por 

Tr11.·hoderm.1 reese1; de la misma manera, e-Jto se. ha reportadc 

para la pr-:.ducc10n de enzimas am1lol1ticas <?n un cultlvr: dc

Asp~r¡."lllUs i"'ll#er (31. En estas publlcac1on:?:i, la pr<jdu.:c1on 

de d1chas en:ulnas por fermenta.c1ón 11qu1da, d1sm1nuyó hacia el 

f1nal de la ferrnen ta..:1on. 

A'.lnad.v a 11'..· ant"rll:>r, tos Utulos· de 11pasa.s vbten1dos en 

fermentac10n semuOllda sen s11n1f1cat1vamente mayores que los 

observados erl fermentación U~u1da por lo que las fer.men.tac1ones 

.sem1sol1das presentan meJori?s per~pect1vas c-:imo sistemas de 

producc10n de estas en:umas. 
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CONCLUSIONES 

u El $alvado -de tr1go uullzacto en una fc-rmenta..:1on .sem1so11-

da fue capaz de reteni:-r un 7.q,4;: de humedad sin que se pre

sentara a1ua libre, mostrando meJVres caracteristicas de 

volumen especifico a niveles de humedad del ~01.. 

2) El tiempo de reacción para la cuant1fi.ca.:16n de act1v1dad 

l1pol1t1ca en el s1stema de reacc1on con trJ.butir1na como 

sustrato fue fijado en 15 minutos ya que a este tiempo los 

sistemas en que se emplearon los extr~ctos enz1milt1cos de 

P. camembertl y P. candJdum deJaron de estar en ve.loc1-

dad in1c1a1. 

3) De entre un t.:aal de 19 cepas de hongos f1lamentosvs, P. 

candi.J.um, F. (·Jmt!'ml't"l·t; J" H. mit!'hei f~cron los tres 

m1crooraan1smos que mostraron meJores caracterist.1..:as de 

producc10n de enzimas: alta a.~tn·1ctad ll¡:.~Ut1ca hberand..:. 

5"0.0, 36~.i¡ y 380.1 m icrom.jles de .!c. l:•u ti r ico/ml respec

ti.vamente, asi como una relativa baJa act1v1dad prote0Ut1-

ca, calculada en 2.32, 2,q.!¡. y 2.79 m1 de t.1ros1na/ml, res

pect1 vamen te. 

4} En fermenta.:1on sem1sOllda a base de salvado de tr1¡0, em

pleando estos tres m1croor1ian1smos, se observo que el tiem

po optimo de cultivo fue de 14'4 horas a 29 ºe, para la 

prvducc1en de llpasas. 

5) Los f1llrado1 enz1m&t1cos obtenidos de P. candJdum y H. 

mJeheJ presenta.ron meJores caracter1st1cas en la lipOll

sis de crea& de leche en base a. la ac1dez 1•n•rada en el 
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menor tlempo de incubac1on, habiendo producido una acidez 

t.ltulada cc•n 9.ú ml d.e. NaOH o.rn a tas 4B hrs a. 37°c. 

6> La crer.-ta ccmerc1al llpollzada por los extra.:tos en=1m'1. t1 -:os 

.je H. mie>llt:l mcstro :aracter1st1.:as .:lo.: sal: .Jr nv agrada-

ble para un porcentaje muy elevado de part1.:1pantes en las 

tres pruebas panel reallzadas. 

7) Los extra.::tvs enz.imaucos de P. candi..J.um· y de P • .:ilmr:m-

b~rtl gene-raron una crema llpoll=ada con sabor a queso y 

a mantequ1lla 1 respectivamente. Ambos prodt;.ctos fueron cla

s1f1cados como a¡radables en las pruebas panel. 

8) Las lipasas de· los extractos enz1mctt1cos de estos m1cro

orsan1smos conservan su acllv1dad por un periodo mayor a 3 

meses de almacenamiento. 

9) Al final de estos experi.mentos se seleccionó la cepa de 

P. candi..1um deb1dc· a su alta act1v1dad llpol1t1ca, baJa 

aet1v1dad prcteclitlca y a la ol•nerao16n de un produeto 11-

polu:::ado con las m~.tores caracterisucas or1an.:>ltpt1cas. 

lO) Los s1sterraas de fermentac1on sem1s.~l1da pre:;pntaron meJores 

c.:aracter1st.lcas para la producc1Gn de llpasas por P. caJJ· 

•. :tldum en relac10n a las fermentaciones liquidas, ellm1-

n.1.ndose el posible efecto de dilución. 
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