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-------------------------Resumen_ 

Resumen 
El hombre se he favorecido con el uso de les enzimas, de entre elles, les 

lipesas, generalmente, son empleadas en la transformación de productos 
lácteos. La producción 1je lip;:isas por cultivo líquido y si:i"iido, mediante un 
microor-ganisrno, iué comparada. 

Yarrovvia lipolytica 661 rué selecciomida de entre 5 cepas de levBdurns 
productoras de lipBsas Los cr-iterios de selección fueron la formación de 
halos de hidrólisis de triacilglicéridos en caja petri y la producción 
volumétrica de l i pasas en cult i 110 líquido. 

Un método de cuantificBción de lipases fué validado tomando en cuenta el 
efecto de cilgunes var-iables 1m1oiucrad;'Js en el sistema de ensayo como 
sustrnto, pH, ternperaturn, buffer y productos de la hidrólisis del sustrato. 

La actividBd lipolítirn es inl1ibida por la presencia de productos de la 
t1idrólisis de triacilglicéridos, siendo los ácidos gnisos responsables de esta 
inhibición. La estóbilidBd de la Jipasa en medio líquido dependió, de entre 
otras, del pH y de la presencia 1je ácidos grasos, como el ácido oleico. 

Yarrowia Jipolytica 681 necesitó de un inductor- par-a producir lipasas. Un 
medio de cultivo definido con Ja presencia de aceite de oliva como inductor 
fué utilizado parn la síntesis de enzima. 

La producción de JipasBs, en el medio de cultivo líquido en matraces 
agitados, fué nrnxirnizada tornando en cuenta el efecto del inóculo, fuente de 
carbono y nitrógeno, inductores y Ja relación carbono-nitrógeno . .b,demás, se 
realizó un diseño e~<perirnental con las variables pH inicial y temperatura, 
donde se observaron los efectos simples, cuadráticos e interactivos entre 
estas dos variables par-a aumentar- Ja producción de Jipesas durante el 
crecimiento de \larrowia lipolytica 661. 

La producción de Jipasas fué incrementada por Ja adición de tween 80 al 
medio de cultivo .. el tween éiO tuvo un efecto detergente sobre la membrana 
celular en la cual se encuentra asociada la lipasa. 

El crecimiento de VarTowia Jipolytica 661 y Ja producción de Jipasa$; en un 
bioreactor con condiciones controladas, fueron modelados. La síntesis de 
enzima alcanzó su mayor concentración a las 1 S horas después de inocull"ldo el 
medio de cultivo, decreciendo posterionnente. La actividad lipoJítica, 
posiblemente, fué inhibida por los ácidos grasos liberados ya que una 
simulación consiijenindo una acumulación de ácidos grasos, en el medio de 
cultivo, describió el comportamiento de Ja enzima durante el crecimiento de 
la 1 evadurn. 

\larrowia lipoJytica 661 fué crecida sobre un soporte sólido modelo 
(Amberlita IRA-900) en columnas empacadas. La síntesis de enzima se realizó 
en un periodo si mi lar al observado en el bioreactor. Datos capturados en J ínea 
de producción de C02, difer-encia de ternpereturas, pH y caída de presión 



_________________________ Resumen_ 

mostraron actividad metabólica de la levadura en ese mismo periodo. 
Le lipasa obtenida por culti110 sólido tuvo ectividad en un rengo de pH mayor 

a la lipasa obtenida por culti110 líquido. El extracto enzimático obtenido en 
cultivo líquido mostró dos máximos de actividad a diferentes tempernturas, 
posiblemente Varrowia lipolytica 661 produce dos tipos de lipasas, en este 
medio de cultivo. 

El rendimiento de lipasas por volumen de reactor fue mayor para el cultivo 
líquido, pero el rendimiento volumétrico fue mayor en el cultivo sólido. El 
soporte adsorbió a la lipasa1por lo que fue necesario extrae1-1e con un(J 
solución salina, lo cual diluyó a la enzima y disminuyó los rendimientos 
volumétricos de la enzima obtenida por vie sólida. 

Las diferencias encontradas en las lipasas obtenidas por medios líquido y 
sólido demostraron el efecto que ambos medios de cultivo tienen sobre el 
metabolismo microbiano. 
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-----------------------Antecedentes __ 

1. Antecedentes 
La biotecnología es una ciencia inter y multidisciplinaria, la cual hace uso de 

ciencias como Ingeniería, Genética, Microbiología, Bioquímica, etc., y pretende 
como un fin conocer materialmente cada uno de los procesos y reacciones de 
los sistemas "vivos" que puedan ser útiles al t1ombre. 

La función del biotecnólogo_. tal vez; es dedicarse a algún, ó algunas areas de 
estas ciencias con el fin de investigar y aportar un conocimiento nuevo, sobre 
los sistemas vivos, que beneficien al hombre. 

Las enzimas son compuestos producidos por la mas pequeña forma de vida 
capaz de reproducirse por si sola, llamada celula. 

El origen de las enzimas puede ser de células vegetales, arnmales, y de 
microorganismos, como bacterias, levaduras y hongos. 

La producción de enzitY1t1s por microorganismos IHl sido socialmente útil a lo 
largo de muchos años en la elaboración de alimentos (productos lácteos, 
edulcorantes, cerveza, vino), diagnóstica, vestido (tenería, textilería), y entre 
otros, productos farmacéuticos. 

Una de las muctrns definiciones de enzima es: 

... una proteína la cual es sintetizada por una célula viva y cata liza 
ó acciona una posible reacción termodinámica. La velocidad de reacción de la 
enzima es proporcional al proceso bioquímico para mantener viva a la célula. 

Conn y Stumpf ( 1972) 

Las enzimas poseen tres cualidades, que las distinguen de otras proteínas 
activas que producen las célules, estas cualidades son: 

Especificidad.- Capacidad de realizar una sola reacción química, a la vez que 
discriminan otrns rnuclHlS posibles reacciones. 

Eficiencia catelítica.- Corno catalizadores no iniluyen en el equilibrio de la 
reacción y su eficacia catalítica se debe e su gren especificidad. 

Regulación.- Realizan su propia regulación y control de síntesis, además del 
control de la reacción química. 

En el presente estudio se hará rnferencia a un tipo de enzima clasificada 
corno Hidrolasa, llamada Lipasa (E.e. 3.1.1.3). r1ás infonnación acerca de las 
características de este tipo de enzima se dará a1jelante. 

1-



_______________________ ,Antecedentes_ 

óunrnte las últimas dos décedas la investigación en el uso y producción de 
lipeses por microorganismos se he incrementado (lwei y Tsujiseke, 1984). 
Desde un punto de viste industrial la producción de enzimas extraceluleres, en 
este ceso lipasas extracelulares, presenta vente1as sobre equellas 
intracelulares por- el hecho de ser mas fácilmente recuperables, y de este 
modo evitar le ruptura celular. El evitélr el rompimiento celulélr facilitél la 
ptu-ificación y reduce el daño al producto (Priest, 1964). 

Existen investigéldores los cuales hen estudiado la manera de incrementar 
los i-endimientos enziméticos de Ji pasas mediante la manipulación qenétice 
(Nge et.al., 1968, 1989; Shimade et.al., 1989), el uso de diferentes tipos de 
inductor-es (Ota et.el., 1968a, 1966b), el control de las condiciones de cultvo 
(Ornar, l.C. et.el., 1987; Mair y Bone, 1987; Baillargeon et.al., 1989) y diseños 
de rnedi os de cultivo 'Movotnw et.a l.. 1987; Heqedus w Khaclrntouri ans, 1988; 
Nahas, 1968; Velero et.al.. 19ss). · ' ' 

Los trabajos anteriores han utilizado el cultivo en líquido corno medio de 
crecimiento del microorganismo. 

Otn:i opción al incremento de la pr-oducción de lipasas podr-ía ser medi1mte el 
crecimiento de microorganismos sobre soportes sólidos (Ri vera-l"luñoz et.al., 
1991). 
Existen muchos reportes en le literatura sobre le produción de enzimas en 

cultivo sólido, en especial de amilasas mediante el proceso tradicionalmente 
conocido como Ko ji (Takernine, 1914; Fukus1·1ima, 1962). 

El cultivo sobre soportes sólidos pr-oporcione ventejes en le extracción de 
enzimas extracelulares debido a que la enzima se concentra en volumenes 
relativamente menores a los rmillejados en cultivos líquidos, este y algunas 
otras diferencies entre el cultivo en líquido y en sólido han sido mencionadas 
por, entre otros, autores corno Helsseltine ( 1972), f1oo-Voung ( 1983), Lonsane 
et.e l., ( 1965). 

El uso de diferentes medios de cultivo 11ace posible encontrar diferencies, 
entre enzimas producidas en ambos tipos de cultivo (líquido y sólido), debido a 
les diferentes condiciones de actividad de agua, transferencia de calor y 
oxígeno, así corno fisiología del crecimiento por disponibilidad de nutriente.s. 
Estos son factores que afecten e los microorganismos en su actividad 
metabólica (Beuchat, 1983; Reimbault, 1966). 

Alezerd y Reimbault reportan en 1981 diferencias en cuanto a le estabilidad 
ante el pH y temperatura, así como diferencies en las constantes de 
saturación de Michaelis-f1enten, en glucoamilesas producidas por Aspergillus 
niger en ambos medios de cultivo. 

Fulrnshima en 1982 demuestra que proteasas y peptidasa's producidas por 
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Aspergillus oryzee en cultivo sólido no estuvieron presentes cuando el mismo 
microorgenismo fue crecido en cultivo líquido. 

Los estudios sobre producción de enz1mes en soportes sólidos trnn sido 
r·ealizedos, en su mayoríe, mediente el crecimiento de hongos. Tal es el caso 
de los estudios en Ja prnducción de lipasas, pectinesas, proteasas, celulBsas y 
glucoatni 1 Bsas. 

El cultivo de hongos sobre soportes sólidos presentfl ventCJjflS sobre otros 
micrnorganismos debido él sus C(lt"ater-ísticas genotípicas de crecimiento 
(micelio) y reproducción (esporulación), las cuales hacen posible Ja 
propagación de estos. Los flongos,también, estan mas adaptados a crecer en 
lugBres con bajos niveles de agua libre y a resistir cambios de gradientes 
osmóticos, debido a su. relativarnente, rígida pared celultu-. 

Sato et.al. en 1963 y 1965 r-epor·ttrn el crecimiento de Candi da lipolytica y 
Saccharomyces cerevisiae, respectivamente, sobre soportes sólidos. El 
crecimiento de ambas levadur·as fue satisfactorio a humedades mínimas del 
40% en el soporte, demostrando de esta manera la viflbilidad del crecimiento 
de levaduras en cultivos sólidos. 

Las levaduras son microorganismos adaptables a crecer.en amplios rangos de 
condiciones ambientales. Las levaduras pueden ser crecidas en medios simples 
o complejos, es decir, no necesitan especiales requerimentos de nutrie.ntes. 

Otrn característica de las JevCJduras es que son capaces de utilizar algunos 
sustnitos en pan.ilelo y/o un simple sustrato por diferentes vías metabólicas 
(Sonnleitner, 1991 ). 

En el departamento de Jngenierfa Química, de Ja Universidad Autónoma 
Metropolitana-lztapalapa, Jugar donde se realizó el presente estudio, se 
investiga la produción de enzimas proteoiíticas y metabolismo microbiimo en 
soportes sólidos mediante el uso de hongos del género Aspergillus, así como 
la producción de aromas por cultivo de Cerntocystis fimbriata. Otra línea de 
investigación se frn desarmllado mediante el estudio de levaduras sobre 
soportes sólidos, corno es la producción de lipasas y aromas mediante estos 
microorganismos. 

Este trabajo tiene corno fin comparar la producción de las lipasas obtenidas 
por medio de cultivo en líquido y en sólido mediante el crecimiento de una 
levadura, y e11Doner lfis cufilidades de uno y otro medio de cultivo. 

Adernés, de cornpfirm-1e actividad enzirnétice en embos medios de cultivo, 
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se pretende analizar algunas canicterísticas de la enzima ya que existe 
información sobre diferencias existentes entre enzimas producidas por el 
mismo microorganismo crecido en diferentes medios de cultivo. 
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2. Hipótesis 
El cultivo en sólido permite obtener mejores rendimientos volumétricos de 

producto (lipasas) debido al uso de menor cantidad de agua. 

Los microorganismos producen un mismo tipo de enzimas (lipasas) con 
diferencias cinéticas significativas cuando son crecidos en medios líquido y 
sólido, debido a les diferencias metabólicas de su crecimiento en los medios 
de cultivo. 

3. Objetivos 
Este trabajo tiene como fin comparar la producción de las lipasas obtenidas 

por- medio de cultivo en líquido y en sólido mediante el crecimiento de una 
levadura, y exponer· las cualidades de uno y otro medio de cultivo. 

Además, de comparar· la actividad enzimática en ambos medios de cultivo, 
se pretende analizar algunas características de la enzima ya que existe 
información sobre diferencias existentes entre enzimas producidas por· el 
mismo microorganismo crecido en diferentes medios de cultivo. 

4. Estrntegio 
La estrategia a seguir para alcanzar los objetivos prnpuestos se estableció 

de la siguiente manera: 

Seleccionar una levadura con actividad lipolítica. 

Desarrollar un método para cuantificación de la enzima. 

Diseñar un medio de cultivo el cual permita mejorar los rendimientos 
volumétricos de lipasas en cultivo sumergido, con el fin de extrapolarlo al 
cultivo sobre soporte sólido. 

Producir lipasas sobre un soporte sólido. 

Comparar la productividad y características de lipasas obtenidas por 
crecimiento de la levadura en cultivos líquido y sólido. 
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A continuación se muestre un diagrama de flujo de 15 estnjtegia seguida en 
este trabajo. 

Fig. 4.1 Diagramo de flujo del proyecto 

Selección de uno Validación del método 
Jevodura productora o-(---~) de cuantificación de 
de Jiposas octividod lipolítico 

l 
Caracterización 
de Ja lipase 

Optimización del medio 
de cultivo 1 íquido para 
mejorar Ja producción 
de Jipasas 

i 
Estudio de la 
producción de liposas 
en medio líquido 

Estudio de Ja 
producción de liposas 
en medio sólido 

Comparación de las 
lipasas producidos en 
medios Jíquido y 
sólido 
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5_ Introducción_ 

5. L Generalidades de las Ji pasas 
Originalmente, las 11pasas iueron clasificadas con el código E.C. 3.1.1.3 

glicerol éster- hidrolasas en 1964, el cual fue cambiado al mismo código, pero 
con el nombre de triéciHipasas en 1972. 

Las 11pasas (11ldrolasas, E.C. 3.1.1.3) cata112an la t111:fró11sts de cadenas largas 
de triacilglicéridos, también llamados comunmente triglicéridos, en una 
interfase aceite-ague. 

Las lipasas difieren de las esterasas en que las lipasas requieren sustratos 
insolubles para actuar-. 

La siguiente figura muestra la hidrólisis de la triacetina por esterasas y 
lípasas. La triacetina es hidrolizada por la lipasa unicamente después de que 
el límite de solubilidad del triglicérido (línea vertical) es excedido. 

Fig_ 5.1 Comparación entre la actividad lipolítica y esteárica 
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" I Lipasas 
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Saturación 
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Desnue 11 e ( 1961 ) 

La presencia de lipasas en los microorganismos favorecen la degradación de 
triacilglicéridos de origen animal o vegetal que utilizan como fuente de 
carbono y energía para su crecimiento (Novotny et.al., 1966). 

Las levaduras pueden producir lipasas intracelulares o excretarlas al medio 
(Novotny et. al., 1988; Ota et. al., 1982). 

La presencia de triacilglicéridos como inductores de lipasa en el medio no 
siempre es necesaria par-a la síntesis de estas enzimas (Ota et. al., 1982) 
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Aunque, en le mayoría de los casos de prnducción de esta enzimei, es 
necesario que se sintetize por inducción (Ka lle et. al., 1972; Sugiura et.al., 
1975; 11ontet, 1985; Muderhwa y Ratomahenina, 1985). 

5.2. Métodos de cuant i fi ct1ci ón de 1 t1s 1i pt1st1s 
Las lipasas son medidas mediante la cuantificación de ácidos grasos 

liberados durante la hidrólisis de trigliscilcéridos, los cuales corno ya se ha 
dicho son los sustratos naturales de estas enzimC1s. 

E)<isten v;:wios métodos que han sido prnpuestos para la cuantificación de 
lipasas. Un problema en el ensayo de lipasas es la cantidad de métodos que 
existen, 1 os cua 1 es hacen difícil la comparación de actividad 1ipo1í t ica entre 
rnicroorgamsmos, y la venación en los par·ámetros del ensayo. 

Algunos parámetros importantes en el ensayo de lipasas son la preparación y 
grado de dispersión del sustrato, el tiempo de reacción, pH, temperatura y 
fuerzs iónica del medio de reacción. 

La cusntificación de lipasas puede ser, espectrofotométrica (Borgstrom, 
1957; Foster et.al., 1985), por reducción de la tensión superficial (Dunl<ey y 
Smith, 1951), manométrica (Willard y Sjostrom, 1957), caída de pH por 
liberación de ácidos grasos (Hofelmann, 1985), titulación de ácidos grasos a 
pH constante (San Clemente y Vadehra, 1967) y por titulación de ácidos grasos 
sin control de pH (ota et.al., 1982). 

Actualmente, la mayoría de los reportes que involucran actividad lipolítica 
realizan la cuantificación de la lipasa por titulación de ácidos grasos 
liberados por la hidrólisis de triacilglicéridos. 

5.3. Especificidad de lt1s lipasas 
Las lipasas micrnbianas pueden ser divididas dentro de dos grupos: lipasas 

específicas (a) y lipasas no-específicas (ab). 
Las lipasas específicas hidrolizan las posiciones 1 y 3 dando ácidos grasos 

libres y una mezcla de mono- y di-glicét"idos. Los 2-monoglicéridos y los 1,2-
ó 2,3-diglicéridos resultsntes son inestables. La primern hidrólisis es seguida 
entonces por una migración de los grupos eicilo a las posiciones 1,3 del 
triglicérido formandose !-mono- ó 1,3-di-glicér·idos que podrán, nuevamente, 
ser hidrolizados. 

Las lipasas no específicas no distinguen entrn las tres posiciones del 
triglicérido (Sztajer- y Zboinska, 1988). 

8-



-----------------------1ntroducc1ón_ 

Fig. 5.2 Especificidad de los liposos 

Reacción catalizada por lipasas 1,3 específicas (e): 

o 

r:~ 
[o¿vvvvv 

Li pasa 

Triglicérido 
t :~g-'VVVV + HO R-"V'VVV 

o Acido graso 
o -''-'VVV-../ 

upasa 1T 
1 ,2( 2,3)-diglicérido 

~. :~g-'VVVV 
[OH 

2-monoglicerido 

o 
+ HO ·"-"/V'V"V 

Acido graso 

Reacción cetelizede por lipasas no específicas (ab): 

o 

t
o -~-"V'VVV 
o ·"-A./V'-./V 

O -~-'V'v''/V 
Triglicérido 

Lipasa tOH 
--,--> OH + ..--.-

OH 
Glicerol 

o 
HO''-"V'VVV 

Acido graso 

(Mecree, 1983) 

11elori et.el. ( 1991 e) realizaron estudios sobre la especificidad de las 
lipasas sobre las uniones éster del triglicérido y definieron un Indice de 
Especificidad (IE) de la siguiente menera: 

1 E : ( 1,2(2,3)DG - 1,3DG X 2) I ( 1,2(2,3)DG + 1,3DG X 2) 

Si el IE = + 1, se trata de una lipasa específica e. 
Si el IE = O, se trata de une lipesa no-específica ab. 
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Si el IE = -1, se trote de uno liposo específica b. 

Le lipasa tipo b hidro liza la posición 2 ó b del triglicér-ido. Actualmente, no 
se han descubierto lipasas del tipo b. Los índices de especificidad pueden 
tener valores entre O y 1, esto se relaciona con la afinidad de las lipasas ab 
por las posiciones 1 y 3, o bien a la pureza de la enzima debido a la posible 
presencia de lipasas a y aben el producto enzimático (t1atori et.al., 1991al. 

El indice de especificidad puede ser efectado por emulsificantes como 
Tweens, Span y Emulgen. Aún no se conoce como estos sta-factentes pueden 
variar- el IE en las lipasas (l·lator-i et.al., 1991 b). 

A continuación se muestra wrn tabla de lipasas comerciales de diferente 
origen. En esta tabla se muestra también el pH óptimo de actividad, la 
actividad específica del producto comercial y su indice de especificidad. 

T11bl11 5 3 Upusus comerciules 
Nombre y origen de la lipasa Actividad pH IE 

específi ca(u/mq) 
Lipase AP (Aspergillus niger-) 4.9 6.0 1.0 
Amano Pharmaceutical Co. Ltd., Japón. 
Lipase LP (Chromobacterium 11iscosum) 2480 7.0 1.0 
Tokwo Jozo Co. ltd., Japón. 
Pal atase M (11ucor miehei) 0.6 7.0 1.0 
Novo lndustri Japan Ltd., Japón. 
Lipoprotein lipase (Pseudomonas sp.) 1160 8.0 0.76 
To4obo Co. Ltd., Japón. 
Lipase B (Psudomonas fragi) 123 9.0 0.72 
Sapporo Breweries Ltd., Japón. 
Lipase MV (Candida cylindracea) 20.1 7.0 0.61 
Meito sanawo Co. Ltd., Japón. 
Rhilipase A 1 o (Rhizopus japonicus) 20 7.0 1.0 
Naqase Sani::iwo Co., Japón. 
Talipase (Rhizopus delemar) 5.6 6.0 1.0 
Tanabe Seil.laku Co., Japón. 
Li pase Senkyo (Aspergill us sp.) 3.6 6.0 1.0 
Sankwo, Co., Japón. 
Lipase (Rhizopus arrhizus) 4220 7.7 1.0 
Siqma Chemical Co., USA. 
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continuación ... 
Nombre y origen de la lipasa Actividad pH IE 

específica(u/mq) 
Lipase PN (Phycomyces nitens) 155 7.0 0.76 
Wako Pum Cl1emical lndustr-ies Ltd.,Japón. 
Lipase (Rhizopus delemar) 197 5.6 1.0 
Se1kagaku Kogqo Co. Ltd., Japón. 
Cholesterol esterase (Páncr-eas) 2.9 7.0 1.0 
Oriental Veast Co. Ltd., Japón. 
Cholesterol esterase (Pseudomonas sp.) 475 7.0 0.79 
Toi.jObO Co. Ltd .. ~lapón. 

(r1ator-i et.al., 1991 a) 

La actividad de las Jipasas depende también de Ja longitud de la cadena y 
grado de insaturación del ácido graso. De esta manera existen lipasas con 
afinidad específica para ciertos sustratos (Hedrich et. al., 1991; Baillargeon y 
McCarthy, 1991 a; 1991 b). Maton et.al. ( 1991 b) demuestra que el índice de 
especificidad de lipasas, provenientes de Pseudomonas sp., G. candidum y C. 
cylindracea, cambia ante diferentes sustratos. Los microorganismos 
anterior-es t1idrolizan mas 1-ápidamente la posición 2 en aceites naturnles que 
en la trioleina (triglicérido sintético del ácido oleico, 18:1). 

5-4. Usos de Jas Jipasas 
Las lipasas son empleadas ampliamente en la industr-ia (Seitz, 1974). 
En la industria de lácteos son empleadas para acelerar la maduración de 

quesos, así como dar y, resaltar el sabor y olor de ellos (Arnold et.al., 1975; 
Ornar, 1'1.1'1. et.el., 1987; Revah y Lebeault, 1989). 

Diferentes formas comerciales de Ji pasas, con diferentes maneras de 
reaccionarlas tienen uso en la transformación de grasas, las que son usadas en 
productos como margarinas, confitería y lácteos (Downey, 1980). 

La afinidad de las lipasas por ciertas posiciones en los sustratos ha tenido 
aplicación en la inter- e intra- este1-ificación de ésteres y triglicéridos, así 
como en la deodorización de aceites vegetales (Kaimal y Saroji, 1988). 

El desarrollo del uso de las lipasas promete rnucllas aplicaciones en la 
transformación de grasas y aceites a través de la síntesis de ésteres o inter­
esterificación, donde Jos ésteres son reaccionados con ácidos grasos, 
alcoholes o ésteres, con el subsequente intercambio de ácidos grasos 
(Stavnsbjerg et.al., 1988; Kaimal y Saroji, 1988; Shaw et.al., 1991 ). En este 
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tipo de síntesis el efecto de la actividt1d de egua en las reacciones juege un 
pepe! importante en le producción de ésteres específicos, así como en la 
velocidad y rendimiento de la rnacción (Kang y Rt1ee, 1988; Tournine y Drapron, 
1988; Halling, 1989). 
Actualmente se diseñan bioreactor-es con Ji pasas inmobilizadas en la 

producción de glicerol y ácidos grasos para la industria (Kosugi et. Bl., 1990). 
Además en la producción de sabores Id fragancias mediante conversión de 
"fusel oil" e ésteres del ácido acético y butírico (Lagrnnd, et, el., 1988; 
't/elsch y Willii:11ns, 1989). 

Las lipasas son ut i1 izadas en detergentes como sustitutos de fosfatos estas 
tienen l!l venta Ja de ser b10degradables y de poder utilizarse a temperaturas 
bajas resultando en un ahorro de energía (Andree et. al., 1980; Fijii et. el., 
1985; Tetara et. al., 1985). 
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6. Material y Métodos 

6. t. Microorganismos 
Apartír de cinco cepas del género Candida y Verrowia se realizó la selección 

de una de estas levaduras, la cual presentara la mejor prnductividad 
volumétrica de lipesas. 

Las cepas utilizadas fueron las siguientes: 

T abla 6.1 Nombre !-1 ori!len de los cepos utilizados en lo seleccion 
Cepa 1 dent i fi caci ón Origen 
C. ruqosa ATCC 14830 Dpto. de Aqricultura de E.U. 
V. lipolytica 681 Instituto de t1edicina Tropical de Sao 

Paulo, Brasil 
V. lipolytica 179 Instituto de t1edicina Tropical de Seo 

Paulo, Brasil 
V. lipolytica his- Instituto Agronómico de Francia 
V. lipolytica ACP Instituto de Microbiología de la Academia 

Ciencia de Praqa, Checoslovaquia. 
C. utilis CDBBC245 Instituto de Investigaciones Biomédicas, 

UNAt·l, 11éxico. 

Los microorganismos anteriores fueron mantenidos en tubos inclinados con 
medio papa-dextrosa-agar (PDA) y resembrados cada dos meses. 

Varrowia lipolytica 661 iué seleccionada corno la cepa con mejores 
rendimientos de actividad lipolítica (ver Resultados y Discusión). 

Varrowia lipolytica tia sido reclasificeda en el género Varrowia (Walt y Arx, 
1980), anteriormente clasificada en el género Saccharomycopsis por Varrow 
(1972) e inicialmente clasificada en el género Candida (Harrison, 1928). 
Var-rowia lipolytica ha sido aislada de suelos, de sustratos grasos como, 
cornea humana y tejido pulmonar de bovinos, así como de aceites vegetales de 
maíz y oliva (Kreger-ven Rij, 1984). 

Varrowia lipolytica 681, cuando fué crecida en PDA, presentó colonias de 
color blanco e creme con forme lisa en los primeros díes hasta presentar una 
forma rugosa. 

'i'arrowia lipolytica 681, en medio sumergido, presentó pseudomicelio cuando 
fué crecida en el medio base indicado anteriormente y células ovoides cuando 
fué crecida en un medio complejo como el medio Whickerham. 
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6.2. Condiciones de cultivo 

6.2.1. Condiciones de cultivo en Ja selección de Ja cepa 
6.2.1.1. Selección en cojo petri 

El medio de cultivo papa-dextrnsa-agar (PDA) fué preparndo con 1 % de aceite 
de oliva y 10 ooo ppm de azul de ni lo (Rhodes, 1959). El medio ya esterilizado 
fué l1omogeneizado y ve1-tido dentro de cajas petri. 

Por otra parte, medios de cultivo sin aceite de oliva, pero con tributirina 
fueron prepanidos de lei misma formei pero sin el eizul de ni lo. 
Las cajas petri inoculadas, con las levaduras mencionadas anteriormente, 

fueron incubadas a 27 ºC en una incubadora Lab-Line modelo 320 (LAB-LINE 
lnstruments, lnc.). 

6.2.1.2. Selección en medio líquido 
Las levaduras, del género Candida y Varrowia, fueron crecidas en un medio 

v1hicl(erham (t·lanual Difco, 1977) para propagación de levaduras con la 
presencia de aceite de oliva al 1%, como inductor. Las cepas fueron cultivadas 
en matraces agitados a 30 ºC, 200 rpm, pH inicial de 4.5 por un lapso de 48 
lloras (ver Condiciones de cultivo en líquido en motroces ogitodos). 

6.2.2. Condiciones de cultivo en Jí qui do 
6.2.2. 1. Condiciones de cultivo en 1 í qui do en motroces ogitodos. 
Los cultivos en medio sumergido se realizaron en matraces E1·1enmyer de 250 

ce de volumen total. El volumen de medio de cultivo fue de 50 ce. 
Varrowie lipolytice fué crecida en un agitfldor New Brunswick modelo G76 con 
baño de agua a temperatura controlada de 30 ºC, pH inicifll de 4.5 y agitación 
de 200 rpm. 

La cantidad de inóculo fue del 2% de un precultivo, con respecto al volumen 
de medio de cultivo, crecido por 24 horas en las condiciones de temperatura, 
pH y agitación mencionadas anterionnente. El inóculo siempre fué crecido en 
el medio base sin la presencia de inductor (aceite de oliva), para eliminar 
posibles efectos inhibitorios como acarreo de subproductos de la hidrólisis de 
tri acil gl i céridos. 

6.2.2.1.1. Medio de cultivo 
El medio de cultivo base para el crecimiento y producción de lipasas, en 

medio líquido, fué seleccionado con base a los reportes de Ota et. al. ( 1968a), 
Whickertrnm ( 1951 ), Olson y Johnson ( 1946). También rué seleccionado con la 
finalidad de contar con un medio definido para así conoce1· 1os componentes 
del medio. 
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El medio de crecimientp base fue el siguiente: 

20 gil Glucosa 
2 g/1 Urea 
1 O g/1 Aceite de oliva como inductor 

Vitaminas: 
4 ug/1 lnositol 
8 ug/1 Biotina 
200 ugll Tiamina 

Sales: 
1.0 gil 
0.5 gil 
0.1 gil 
0.1 gil 

KH2P04 
MgS04 
CaC12 
NaCl 

Oligoelementos: 
500 ug/1 H3B 
40 ugll CuS04 
100 ug/1 KI 
200 ug/l FeC12 
400 ug/1 ZnS04 
400 ug/1 MnS04 

(Olson y Jotmson, 1948; Whikerham, 1951 ;Dta et. al., 1968b; 11anual Difco, 
1977). 

La fuente de carbono, el aceite de oliva (inductor) y sales fueron 
esterilizadas pot- vapor. La urefi y vitBminas fueron, previamente, 
esterilizadas por filtración y agregadas al medio de cultivo después de 
esterilizado. 

La urea tiene un punto de fusión de 132.7 C, temperaturas superiores la 
descomponen formandose compuestos de amonio (Langes, 1973). 

Se observó el efecto de la urea esterilizada por vapor y esterilizada por 
filtración. Los resultados demostraron que la urea esterilizada por vapor 
resulta en una menor producción de biomasa, pero no afecta la producción 
volumétt-iCB de lipeses. 

6.2.2.2. Condiciones de cultivo en 1 íquido a pH controlado. 
Varrowia lipolytica 681 fué crecide en condiciones controladas de pH en un 

fermentador New-Brunswick modelo Bioflo 111 con un volumen de trabajo de 
2.5 litros. 

Las condiciones de cultivo fueron modificadas tornando como base los 
resultados obtenidos sobre la producción de lipasas en matraces agitados. 
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El pH fué mantenido en 5.0, la temperatura en 26 ºC y la agitación en 400 
rpm. Le fuente de carbono fue únicamente eceite de olive el 2%, a le vez que 
fue el inductor de le enzima, y urea al 0.2% como fuente de nitrógeno. Se 
mantuvo un flujo de eire de 1 litro/min. 

La concentración de sales fue la misma que la utilizada en el cultivo en 
matraces agitados. 

6.2-3_ Condiciones de cultivo en medio sólido 
6_2_3_ L Condiciones de cultivo en columnas empocodos 
6.2.3. L L Condiciones de cultivo en columnas 

Varrowia lipolytice 661 fué crecida sobre Amberlita IRA-900 por espacio de 
100 horas con el propósit.o de dete1-rnina1· un tiempo óptimo de producción de 
lipasas bajo ciertas condiciones de cultivo. 

Varrowia lipolytica 661 fué crecida con una temperatura de 26 ºC, con un pH 
inicial de 5.0. La cantidad de inóculo fue en 2% vi volumen de medio de cultivo 
y una humedad del 60%. Un flujo de aire saturado de 4 a 6 1/h fué alimentado 
através de·ltl columntl de crecimiento con el fin de proporciomu- O)dgeno 
necesario para el crecimiento y evitar la pérdida de humedad del soporte. 

Las columnas fueron empacadas con 0.38 a 0.43 g/cc de soporte húmedo. 
La composición del medio de cultivo fue la misma que la utilizada sobre 

matraces agitados con 0.05% de tween 80. 

6.2.3. 1-2. Preparación del medio de cultivo sólido 
El medio de cultivo base, que a su vez resultó uno de los medios que 

aumentaron el rendimiento de lipasas (ver Resultados y Discusión), ya 
citado anteriormente, fué inoculado con el 2% de un precultivo y 
homogeneizado suavemente con el fin de dispersar el aceite de oliva en el 
medio. El medio resultante fué mezclado dentro de un vaso de precipitado, 
previamente esterilizado, con la amberlita IRA-900 en una cantidad tal que 
existieran del 58 al 60% de rnedio de cultivo sobre la resina. Posteriormente, 
las columnas, previamente esterilizadas, fueron empacadas con la mezcla 
soporte-medio. 

El soporte y el aire fueron usados en condiciones no estériles. 

6.2.3_ 1 _3_ Soporte 
El soporte fue una resina de intercambio iónico llamada Amberlita IRA-900 

(Rohm y Haas, 1984). 
El soporte (Amberlita IRA-900) fué preparado de la siguiente manera: 
Cien gramos de soporte fueron lavados 5 veces con agua d&stilada con el fin 

de eliminar polvo y otra impurez¡¡s presentes en la resina. 
La Amberlita IRA-900 fué ajustada a pH 5.0 con HCl 0.1 N y vuelta¡¡ lavar 
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pera separer carbonatos que resultaron del intercambio iónico con el.HCl. 
Posteriormente, le resina fué secada a 40 ºC, por 48 horas. 
Algunas propiedades físico-químicas de Ja Amberlita JRA-900 se presentan a 

continuación: 

-Forma: Esférica 
-D1ametro medio: 0.53 mrn 
-Rango de di a metro (soporte húmedo): 16 i:J 50 mesh 
-Rongo de diametro de los poros: 2.5 ft 23 um 
-Densidad real: 1.07 g / ce 
-Densidad i:Jparente: 0.672 g /ce 
-Humedad de retención: 58 - 60% 
-Rango de trabajo de pH: 0-14 
-Forma iónica: Cloruros 
-Capacidad de inter·cambio iónico: 4.2 meq de resina en forma de cloruros 
-Limite de temperatura de trabajo: 60 ºC 

(Hernéndez y Auria, 1990, Rohm y Haas, 1984) 

6.2.3.1.4. Columnas y sistema de cultivo en sólido 
El crecimiento de l'arrowia lipolytica 681 sobre el soporte sólido fué 

realizado en un bioreactor tipo columna (Raimbault y Alazard, 1980). 
En la figura siguiente se muestra el tipo de columna usado, así como las 

dimensiones de esta. 
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Fig. 6.1 Dimensiones de los column11s utiliz11d11s en el cultivo sólido 
2cm 

H 

Algodón 
20cm 

Soporte 
sólido 

35cm 

Papel filtro 

J 14cm 

Agua 

A continuación se muestra un diagrama del sistema utilizado para el 
crecimiento de Varrowia lipolytica 661 en soporte sólido con las columnas 
empacadas. 
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Fig. 6.2 Sistemo de cultivo sólido 

1. Bomba, 2. Pret1umidificador, 3. Regulador de flujos, 4. Regulador de 
temperatura, 5. Baño de agua a temperatura controlada, 6. Bioreactor-es tipo 
columna, 7. Humidificadores. 

6.2.3.2. Cultivo en sólido con captura de datos en línea 
En este sistema la dimensión de la columna fue mayor (diámetro: 4cm, largo: 

15 cm) y se trabajó con un flujo de aire saturado de 25 1/hr, no eséril. 
La temperatura, el pH y medio de cultivo fue el mismo que el utilizado en el 

crecimiento en collmmas. 
El sisteme de captura de datos en línea del cultivo en sólido se muestre a 

continuación: 
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Fig. 6.3 Sistema de cultivo sólido para captura de datos en línea 
r·········-··········-····-................ ~---················- .. -···¡ 

__ ___.....__ [?J '® 

(~ 

Villegas-Alcá ntara 

--------------------------- 20 --



____________________ 1f1aterHil y r1étodos_ 

1. Tanque de aire, 2. Transductores y válvulas de control, 3. Reguladors 
depresión de un solo paso, 4. Válvula reguladora de flujo, 5. Válvula "check", 
6. Humidificador, 7. Regulador de flujos, 8. Columna empacada, 9. 
Humidificador de la columna, 1 o. Baño de agua a temperatura controlada, 11. 
Bioreactor, 12. Sonde de pH, 13. Termopares, 14. Bomba recirculadora de agua, 
15. Termoregulador·, 16. Fuente de poder de voltaje, 17. Controlador de flujo, 
15. Analizador de C02 (Beckman), 19. Tarjeta de sdquisición de datos, 20. 
Unidad de almacenamiento de datos, 21. Potenciómetro, 22. r·Jedidor digital de 
caída de ccrrgcr, 23. Trnnsductor de presión, 24. Monitor·, 25. Trnmpa de agua. 

6_3_ Métodos analíticos 

6.3.1. Métodos analíticos en la selección de Ja cepa 
La actividad lipolítica en caj!l petri fué medida por el tialo de l1idrólisis 

forrnCido por cada colonia. La difernncia entre el lrnlo de l1idrólisis y el 11alo de 
la colonia fue el patrón de comparación. 

Las cejas petri con azul de nilo y aceite de oliva revelaron un helo de 
hidólisis azul en les cepas con actividad lipolítica. Les cajas petri con 
tribut irina revelaron un lrnlo transparente en les cepas con actividad 
Ji política. 

La cepa con la diferencia mayor entre el halo de hidrólisis y el halo de la 
colonia fue la cepa seleccionada como la mejor· productora de lipasas. 

La ectividad lipolítica y la biomasa en Ja selección en medio líquido fué 
anelizade corno en Métodos analíticos en el cultivo en líquido_ 

6.3.2. Métodos analíticos en el cultivo en líquido 
De una manera general, a continuación se muestra un diagrama de flujo del 

procedimiento para obtener las muestres que sirvieron de análisis pera 
cuan ti ficar Ja biomasa, Ja actividad Jipolítica y el sustrato después del 
crecimiento de l'arrowia lipolytica 681. 

-------------------------~21 -



____________________ ,Metenel y 11étoaos_ 

Fig. 6.4 Diagramo de flujo del onólisis de muestras 

Medio de cultivo 

Células 

Cuontificoción de 
la biomasa 

6_3_2_ t _ Biomasa 

Cuantificación del 
aceite de oliva 

Centrifugación 

Sobrenedante 

Filtración 

cuontificoción de azúcares 
y actividad lipolítico 

La biomasa fué determinada por peso seco. 
Las levaduras del medio de cultivo fueron separadas por centrifugación a 300 

rpm a 15 ºC en una centdfuge Beckman modelo GS-6KR. Las levaduras fueron 
lavadas con solución isotónica de NaCl al 1 % p/p. Posteriormente, fueron 
retenidas sobre papel filtro GF-A, previamente pesados a peso constante en 
una balanza Ohaus modelo Galaxy-160, y secadas en un horno Ríos-Rocha 
modelo HS a 60 ºC por un período de 24 horas. 

6-3.2.2_ Actividad lipolítico 
La actividad lipol ítica fué cuantificada por titulación con una solución de 

NaOH 0.1 N del ácido butírico liberado por l1idrólisis de la tributirina 
(triglicérido del ácido butírico). 

Una unidad enzimática de lipasa fué definida como la cantidad de micromoles 
de NaDH gastados en un minuto, proporcionales a los micromoles de ácido 
butírico liberados en un minuto en las condiciones del sistema. 

El método empleado fue el descrito por Ota et. al. ( 1982), modificado con 

--------------------------22-



--------------------Material y Métodos_ 

respecto a las condiciones de equipo en el lugar de trabajo. 

La titulación del ácido butírico se realizó en un titulador automático r1ettler 
DL-20, el cual tiene integrndo en su vaso de reacción un agitador de varilla y 
un electrodo para medir el pH. La agitación en este aparato puede ser· variada 
de o a 3200 rpm. 

El sistema utilizado para medir y observar la actividad lipol ít ica se muestra 
e continuación: 

Fig. 6.5 Titulador Mettler DL-20 

-;::::::=-~ -
F::;::=:'.:::~~ 

~.,....,---~~, 

Agitador 

Termómetro 

Electrodo de pH 

Solución de reacción 

Titulador l1ettler DL20 Baño de agua a temperatura controlada 

Le composición del medio de reacción fue le siguiente: 

6 ce de buffer 0.2M Tris-Malatos a pH 7.4 
3 ce de solución de CaC12 0.03M 
15 ce de agua destilada 

(Ota et. al., 1982) 
1 ce de tributirina emulsificada el 17.9% p/p 

(Lamberet y Lenoir, 1976) 

Le cantidad de extracto enzimático, añedida al medio de reacción, fue de 1 
centímetro cúbico. Cuando el extracto enzimático presentó poca activided, se 
realizó el mismo ensayo con 3 ce de sobrenadante o extracto para aumentar la 
concentración de lipasa en el medio de reacción y así ampliar la medida de 
actividad. cuando no hubo respuesta de actividad con 3 ce de sobrenadante 
durante 5 minutos de reacción, se declaró sin actividad al extracto o 
sobrenadante. 
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El ensayo de tictividad enzimática se retilizó a un pH inicit1l de 7.4 con unt1 
temperaturn de 37 ºC. 

El electrndo de pH fué calibrado con soluciones buffer de fosfatos a pH 4 y 7. 
La temperatura fué controlada con un baño de agua regulada por un regulador 

de temperatura HAAKE FS (HAAKE lnstrurnents lnc.). 
La actividad lipolítica fué detenida por la adición de 10 ce de una mezcla 

isopropanol-i:icE:tona, en proporción 1 a 1 en volumen (ota et. al., 1982). 
El sustrato (tributirim1) fué emulsificada de acuerdo al método de Lamberet 

y Lenoir ( 1976). 
La emulsión de tributirina estuvo compuesta de: 

25 ce de tnbutirina 
10 ce de tween 20 al 1% 
100 ce de agua destilada 

L1111gitación se fijó en 1280 rpm y fue constante en todos los ensayos de 
actividad realizados. Lti tigitación fue vigorosa y no se observó turbulencia en 
el medio de reacción. 

Un control negativo iué cuantificado para ctidti ensayo de tictividad. El 
control neqativo fué medido en las mismas condiciones del sistema pero sin lti 
presencia de tributirina. La tributirina le fué agregeda posterior e le edición 
de solventes y entonces fué retilizada la titulación. 

L(ls modificaciones, el método y le velidación del método estan presentados 
en la sección Método para lo determinación de octividod lipolítico y 
características de la liposo de Varrowio lipolytico 681. 

6.3.2.3. Azúcares 
La glucosa fué determinada por medio del reactivo, ácido 3,5-

din1trosalicíllco (DNS, Sigma), ensayo para azúcares reductores, siguiendo el 
método de Mi 11 er ( 1959). 

Un mililitro de sobrem1dt1nte libre de célules fué mezclado con un mililitro 
de solución de DNS (Miller, 1959). La mezcla fue puesta en baño maría y 
mantenida a ebullición por 5 minutos. La solución fué dejada enfriar y, 
posteriormente, fué diluí da a 1 O mililitros. Se midió la absorbencia a 575nm 
de la solución diluída en un Spectrofotómetro Spectronic 20D (Milton Roy Co.) 
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La relación Absorbencia a 575 nm-Glucosa del método DNS se muestrn e 
continuación (Fig. 6.6). 

Curva patrón de la relación azúcares reductorns y absorbancia (DNS) 
.9.¡--~_.._~_,_~_,_~__,~~~~_,_~_,_~_,_~-+~--i-

.1 

0-f><"-.--+-~-+--..---+~--i-~+-~+--,-+-~--+-..---t--.--!­
o .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 

Concentración de 9lucosa (9/l) 

La glucosa también fué cuantificada por cromatografía en líquido usando un 
cromatógrafo Hewlett-Packard modelo 10616 con una columna Aminex HPX-
87H (Biorad) parn compuestos orgánicos. 

La concentración de glucosa, en el cromE1tógrafo, fué determinE1dE1 por índice 
de refracción medii:mte un detecto1- Hewlett Packard 79877A e integrada 
mediante un integrador Spectra-Physics SP4290. Se tomaron 1 O microlitros 
de muestra del sobrenadante librn de células. La muestra fué inyectE1dE1 al 
cromatógrélfo y entonces acarreada por une solución 1 mM de H2S04, con un 
flujo de 0.8 ccimin, a través de la columna a 60 ºC. 
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A continuación (Fig. 6.7) se muestra la relación del area de los 
cromatogramas obtenidos y la concentración de la glucosa. 

Relación de la glucosa con el orea 
de los cromatogramas 

1200-.---~,---,---,--~,--~ 
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E 600 
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~ ~ ~ i 0.+-.,-,r-r-t-..,-r-r-r--.-...--,-+--.-...--,.-+-.--.-,....-i 
O.O 4.0 8.0 12 16 20 

Glucosa (g/1) 

6.3.2.4. Aceite de oliva 
El aceite de oliva (inductor) fué cuantificado gravimétricamente .El aceite de 

oliva fué separado del medio de cultivo mediante su extracción con 
cloroformo. Un volumen de 30 ce de medio de cultivo con una concentración 
máxima de 10 mg de aceite de oliva/ ce fué extraída dos veces con 10 ce de 
cloroformo. La solución orgimica cloroformo-aceite fué secada con Na2S04 
anhidro y, posteriormente, filtrada. El filtrado fué secado en un horno Ríos­
Rocha modelo HS a 60 ºC por un lepso de 24 horas y el residuo pesado en una 
ba 1 anza Ohaus mode 1 o Ga 1 axy- 160. 

El cloroformo extrajó 0.025 g de aceite de levaduras/ g de levaduras secas 
(desviación standart ± 0.0005), este dato sirvió para corregir los datos de 
aceite de oliva consumido por· el microorganismo en el medio de cultivo. 

Dos extn1cciones de 1 O ce de cloroformo fueron necesarias para remover una 
concentrnción de hasta 30 g/1 de aceite de oliva del medio de cultivo. Lo 
anterior demostró que la cantidad de cloroformo utilizada, así como las 
extracciones, fueron suficientes para remover el aceite de oliva presente en 
los medios de cultivo. 
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6.3.3. Métodos onolíticos en cultivo sólido 
La actividad y la biomasa fueron cuantificadas según los procedimientos 

descritos anteriormente. Los procedimientos de extracción de la enzima y la 
biomasa del soporte se discuten en la sección de Resultados y análisis de 
los resultados. 

El pH fué medido twmogeinizando 1 g de soporte húmedo en 5 ml de agua 
destilado. Poster·iormente, el pH de la solución resultante se determinó con el 
electrodo de pH del titulodor t·tettler DL-20. 

La hurnedad del sopor·te se rnidió gravimétricamente. Tres gramos de soporte 
húmedo, de las columnas donde se llevo a cabo el crecimiento de la levadura, 
fueron separados y secados en un horno a 40 ºC por un periodo de 48 horas. 

6.4. Análisis estadístico 
Los ensayos de actividad lipolítica, biornasa, az(1cares, aceite de oliva, pH y 

humedad, así como medida del halo de hidrólisis en caja petri fueron 
realizados por duplicado, la media de los duplicados fué tomada como 
resultado. 

En los experimentos en matraces agitados y columnas, algunos experimentos 
fueron realizados por duplicado, y el error generado por uno o dos de estos 
duplicados fué extrapolado a los demils experimentos. Se manejó un 95% de 
confiabilidad en todos los experimentos. 

6.5. Reactivos 
Los reactivos empleados en los medios de cultivo y en los métodos de 

cuantificación fueron grado reactivo provenientes de Sigma de México, S.A., 
Sigma Chemical Co. (USA), J.T. Baker S.A. (México) y Bioxon de México, S.A. 
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7. Resultados y Discusión 

7. 1. Selección de Ja cepa productorn de l i pasas 

7.1.1. Selección sobre cultivo sólido 
Se realizó una primera selección en caja petr·i (medios sólido) con la 

presenc1a de trJDuunna y C1ce1te de ollva corno r·evelador·es de act1vldtid 
lipolítica. 

Las cajas petr·i iueron inoculados con les diferentes cepas de levaduras. 
La activide1j lipolítica fue re•.1elada por la iormac1ón de un lialo de hidrólisis 

azul en los medios con aceite de oliva y szul de ni lo. 
Los medios de cultivo con trit1utir·ine presentaron un !ialo de hidrólisis 

transparente en las levaduras con actividad lipolítica 

Los resulttidos de acti11i1jad. según los htilos de hidróii::.is obtenidos, fueron 
los sigui entes: 

Varrowia lipolytica 661 reveló actividad en los do!:: rnedios a los dos díes de 
incubación. 

Candida rugosa, ATCC 14630, reveló actividad en el medio suplementado con 
tributir·ina a los ocho días y con aceite de oliva a los diez días de incubación. 

Las demás levaduras revelaron actividad entre los tres y cuatro dias de 
incubación con un t1alo de t·ridrólisis ::=:ernejante al producido por la cepa 661. 

Los llalos ele f1idrólisis fueron incrernentandose dependiendo del tiempo de 
incubación. El f1alo de f1icJrólisis mayor· fué el presentado por la cepa 661. 

Cendida utilis CDBBC245 fué utilizada como control y no presentó halo de 
hidrólisis durante el tiempo de incubación en ninguno de los medios sólidos. 

7.1.2. Selección sobre cultivo líquido 
otra selección de los mismos microorganismos se realizó midiendo la 

actividad lipolítica de estos cuando crncieron en medio líquido. 
La selección de la cepa con rnaljor producción de lipasas se realizó 

paralelamente el desatTOllO del rnétodo de cuantificación de actividad 
lipolítica. 

Los resultados obtenidos de actividad lipolitica de las levaduras crecidas en 
medio líquido fueron los siguientes: 
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Tabla 7.1 Resultados de actividad lipoJítica y biomas11 durante la 
selección de la cepa 
Cepa ldent i ficación Actividad Biomasa Aci.i vidad específica 

(u/ce) (rnq/cc) (mq!cc) 
C. ruqosa ATCC 14830 o 9.40 1) 

V. lipolutica 681 9.67 1 1 .40 0.84 
V. lipol4tica 179 1.73 6.20 0.21 
V. lipolytica his- 3.3 10.70 0.31 

V. 1ipo1 yti ca /ACP 8.7ti 14.20 0.61 
C. utilis CDBBC245 o 11.20 o 

Con base a los result11dos anteriores se consider·ó a la cepa Van·owia 
lipolytica 681 con la rnejor producción de lipasas sobre los medios de cultivo 
en líqui1jo y sólido, con respecto a las otras cepas. 

7. l.3. Con el usi ones 
Los medios de cultivo en sólido, usan1jo ':igar corno soporte, con le presencia 

de inductores (aceite de oliva y tr·ibutirin.:i) ·3on un buen método de selección 
de cepas productoras de lipasas. Los tH'llos de t"iidt-ólisis ionm1dos por el 
crecimiento 1je las levaduras fueron un buen patrón 1je referencia pera esta 
sel8cción. 

El medio l/v'ickerlrnm, para propagación de levaduras_, es un rneciio compleJO el 
cual tiene los suficientes elementos para el crecirnl8nto de estos 
microorganismos. El crecimiento de las levi'Jduras, en medio líquido, iue 
parado a las 46 tiaras, tiempo en el cual se determinó la prMucción de lipesas. 
Es importante tomar· dos o mas puntos durante el crecimiento de las levaduras 
para conocer si alguna de ellas mantiene un meJor rendimiento de l ipasas 
sobre las otras, con esto se tendría una rneyor· seguridad sobre Ja selección de 
la cepa. 

Candi da utili~: CDBBC245 fut; un control en la cuant.1ficac1ón de actividad 
lipolítica en caja petri debido a que no se observó llalo de 1·Jidrólisis en 
ninguno de los medios de cultivo al igual que en rnedio Hquido. 
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7_2_ Método poro lo determinación de BctiYidad lipolítico y 
características de IB liposa de Yorrowia Jipolytico 681 

Los objetivos de esta par·te del t_rabajo iueron determinar las condiciones del 
sistema del ensayo de Ja Jipasa produciija por Yarrowia Jipolytica ó81 y 
conocer-algunas de las caracterfst1cas de la enzirna dentro del sistema 
utilizado para su cuantificación. 

A contimrnción se mencionan Jos pasos <:::eguido.s par-a alcanzar los objetivos 
propuestos en estei sección. 

-Determinar una concentrnción de sustrato que permita medir Ja actividad 
l ipol í ti ca en cond1 ci ones en donde 1 a concentración de sustrato sea mayor a la 
constante de afinidad de la enzima, por el sustrato, seg1Jn la cinétic;'J de 
f"liclrneiis-1-1enten ( [S]>»!Krnl ). De esta manera cuantificar la lipasa en 
condiciones cercanas a la actividad Jipolítica rná:<ima. 
-Determinar un pH y une temperatura de ensayo donde Ja lipesG tenga un 

máximo de activid::id lo CLial permita ampliar la cuantificación de esta. 
-Conocer algunas 1 i rnítaci ones del si sterna me di ant.e el erecto de 

"act.ivadores", concentrnción !:f tipo 1je buifer sobre ia lipasa. 
-Conocer corno perar Ja reacción enzirnátirn rnediant.e la inactivación de la 

l1pasa y/o separ.:ición del sustrato de la enzima, sin que afecte Ja 
cuant i fi caci ón de acti vi ded. 
-Conocer otras opciones de ensayo de activida1j Jipolít.ica. 
-Determiner la estabilidad de la enzima después de que esta f1aya sido 

extraída de los medios de cultivo. De esta manera rnedir activi1jad sin que 
existan perdidas significativas de Ja misma. 
-Conocer el efecto de los productos de la J-ridrólisis de Jos triacilglicéridos 

sobre la lipasa 
-Conocer Ja afinidad de la lipasa de Ví:lrrowia lipolytica 681 por otros 

sustratos. 

7.2.1. Efecto de lo concentración de sustrato 
Se realizó una cinética de actividad enzimática en relación a la 

concentración del sustrato. La dependencia de la actividad lipolítica con la 
tributirina rnostr-ó que la reacción obedece a la cinética clásica de Michaelis­
Menten. 
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La siguiente figura (Fig_ 7.1) muestre la cinética de actividad contre le 
concentración de sustrato, cede punto fue cuantificado en un lapso de 5 
minutos de actividad lipolítica. · 

Cinética de actividad lipo lítica 

O.¡>--~--i--~--;-~--r-.---r-~-+--r---t--.---+ 
o 2 4 6 8 10 12 14 

Cono. de sustrato (rng de lributirína/cc) 

Al analizar los parámetros cinéticos de la ecuación de 11ichaelis-11enten se 
utilizó la transformación lineal de Hanes. La ecuación de Hanes, al igual que la 
ecuación de Eadie-Hofstee, no comprime los datos i':i altas concentraciones y 
no exegera le impor-tancia de los puntos a concentraciones bajas tal como se 
observa en la ecuación de Lineweaver-Burk (Fer-sht, 1960). 

Los resultados demostraron una f<rn=ó.48 mg/cc y una Vmax= 16.33 ( 100% en 
la gn~ifirn anterior) unida des de 1 i pasa por mil il i tr-o de ext.nicto enzimát. i co. 

La Km, considerando cierto~: cri ten os 1je 1 ~:1 sterna Enz1 ma-Sustnno, es una 
medida de ia afinidad de la enzirna por el sustrato y es independiente de la 
concentración de la enzima (V·lood et. al., 1974). 

El coeficiente de correlación de la recta, 

[Sl/v = [Sl/Vmm: + !(m/Vmm~ ... .. (transformación de Hanes) 
fué: 

r- = 0.9982 

En acuerdo con la ecuación de l'lictrnelis-f1enten una enzima es 
completamente satunida por el sustrato a infinitas concentraciones Llel 
sustrato. Como es imposible trabajar en condiciones de 100% de actividad se 
determinó una concentración base, en términos donde la enzima se encontró' 
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cercana e le saturación. 
Pare una concentración de sustrato [S] equivalente a 17.9 mg de tributirina / 

ce (lec de tributirina emulsificada), se tiene 14.2 veces la concentración de 
la Km obtenidB. Con tal concentración de sust.reto la actividad lipol ítica fue el 
93% de la actwidad lipolítica rnáxima, actividad suficiente para realizar el 
ensayo enzimático (Palmer-. 19S7l. 

Con los resultados anteriores se lijó una concentración 1:le ,:;ustrato no 
limitante para la enzima por un período de 5 minutos. 

Desnuelle ( 1961) y BenzoanB y Desnuelle ( 1965) demuestran que la actividBd 
lipolít.ica también si1~ue la ecuación de t1ici1aelis-Menten cuando el sustrato 
es e;<presado en unidades de area interiacial enti-e unidades de volumen. En sus 
trabajos obser-van que la actividad se aurnenta cuando se rncrementa el area 
de la interiase lo que lleva consigo un incrernento en la cantidad de enzima 
adsorbida en dict1a interfase. Ucar- et. al., ( 1959) dernuesi.ra que 13 hidrólisi,3 
es proporcional a la cantidad de enzima adsorbida en la inte1-fase sustrato­
aqua. Esto hBce suponer-que las lipases tienen dos sitios activos; uno 
cetelíl.ico !-1 otro que une a la enzima con la interiase (Rostrup-Nielsen et. al., 
1990). ~ 
La actividad li polÍ ti ca es observada en susti-atos 1 nsol ub les los cuales 

f orm:m una i nteri ase Pos1b1 ernente la interacción enzi rna-sustrato solo se 
lleve a cat10 en este estado físico de insolubilidad (Di~:on y V·leeb, 
1979). 
Con lo anterior podemos inferir que el sustr-ato puede ser limitante para la 

enzima dependiendo de la relación area-volumen y de la concentración del 
sustrato. 

La tributirina es un t1-iglicé1-ido sintético del ácido butírico la cual fue 
emulsiiici'lda en presencia de tween 20. La emulsión fue i-ealizada en un 
ultraturrax a una velocidad y tiempo lijo, con eso se conside1-ó mantener una 
relación area-volumen constante del sustrato. 

7.2.2. Efecto del pH 
La actividad de las enzimas varía con el pH en la misma forma que se ionizan 

los ácidos y bases sencillas. Esto se debe a que los sitios activos, 
generalmente, contienen grupos ácidos o básicos. Es de espernr que si sólo una 
forma protónica del écido o de la base es catalíticarnente activa, entonces de 
alguna manera la catálisis dependerá de la concentración de la forma activa 
de la enzima (Ferhst, 1950). 

El pH óptimo de actividad de las lipasas 1je levaduras vi:iría en un rango de 7.0 
a 8.2 (Ota et. al., 196Sa, 196Sb; Tomizuka et. al., 1966a, 1966 b) dependiendo 
del buffer y concentración del activl.ldor (Ota y Varnadl.l, 1966a, 1966b). 
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El efecto del pH en la lipasa de l'arr-owia lipolytica 681 puede apreciarse en 
la figura (Fig. 7.2) siguiente: 

Efecto del pH en la actividad lipolitlca 

-201 ' ! ' i ' 1 ' ! ' ~i,_· ~-+!~_;--! ~-,:~--t 
7 7.1 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8 7:3 8 

pH 

La actividad es afectada por el pH y también por la cantidad de sustrato, en 
el tiempo. Ambos efectos estan ligados, ya que, a mayor acidez del medio de 
reacción, mayor consumo de sustrato. 

La actividad lipolítica no fué medide a pH constante. 
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El ácido butírico generado por dicha actividad acidifica el medio de reacción. 
La siguiente figura (Fig. 7.3) muestra el cambio del pH en el tiempo durante 
el ensayo de activida•t 

:r 
a. 

Efecto de la actividad lipo lítica en e 1 pH de la reacción 

6 ~ .l .................. ·.· ........................... L ...... _·=:::=~~::~:r:=:: 

5.6"-----'----'-----''---------'----_;..--__,, 
o 5 10 15 20 25 30 35 
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Esta caída de pH esta asociada a la Bctivida1j lipolítica. En Ja figur-a (Fig. 
7.4) siguiente se muestra el consumo de sosa por efecto de le generación de 
&cido butírico. 

Actlvidad lipolítica ~n el tiempo 
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Se observó que la actividad enzimática no tuvo efectos significativos 
mayores al 5% .. en la actividad, en un rango de pH de 7.4 (inicial) a 6.9. 

En este rnngo de pH se consurnieron 150 rnicromoles de NaOH y se tuvo una 
velocidad de reección de al menos el 93% 1je le máxima actividad enzimática. 
según la cinética !'1ic11aeli~:-Menten de la lipa~:a. 

Los ensayos de acti ~1i 1jad iueron realiza dos, entonces, considerando el efecto 
de la caída de pH. Es decir, en un rango de pH de 7.4 a 6.9 no e>:istió limitación 
de sustnito, ni efectos signiíirntivos de prl. 

La reacción enzimiltic~ íué seguida cuidando no caer a bajo de un pH de 6.9 y 
por tanto no consurni r mas de 150 mi cromo les de NaOH. 

El pH del en:3ayo 1:le activi1:lad fué fijado en 7.4. 

7.2.2. 1. Efecto de lfl oc ti vi dad lipol ítt Cfl fl pH constante 
La desventaia de la cuantificación de la ai::tivida1:l lipolítica a pH constante. 

según algunos autores, es el efecto de dilución de la enzima y el incremento. 
de fuerz¡¡ iónice en el medio 1je reacción 1jonde se mide dicha actividad. La 
ventaja es el eliminar el efecto del pH. 

La siguiente gráfica (Fig. 7.5) muestra le actividad lipolítica a pH constante 
y a pH no constante: 

Acti11idad lipolítica a 
pH constante y no constante 
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Se observa claramente el efecto del pH sobr-e la actividad lipolítica. La 
cuantificación de lipasa sin control de pH eiecta la reacción enzimática. La 
conversión de la tributirina puede llei:¡ar a ser totalmente convertida a ácido 
butírico cuando se controla el pH de la r-eacción. esta es una clara ventaja que 
debe tomarse en cuente en la producción de f:icidos grasos, así como en las 
reacciones de esterificac1ón en donde este involucrado el uso de la 1 ioasa. 

La figura (Fig. 7.6)siguiente muestra el efecto del ensayo de la actividad 
enzimático B pH constante. 

O" 
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Actividad lipolítica a pH constante 
o 

o 
e 
(") 

º' :::i 

··················0.992 (l) 
:::i 

40 80 120 
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Se observó que la actividad lipol ít.ica a pH constante no es afectada 
significativamete (n.s.=0.5) por la adición de sosa al medio de reacción. 

El medio de reacción se llega a diluir en un 0.2% de su volumen inicial, error 
que se contempla en la prepan:ición de la solución de reacción por el error en 
el manejo del material de laboratorio. 

Se observa que la actividad lipolítica decrece conforme al tiempo, este 
efecto, posiblemente, es debido a la limitación de sustrato en el medio de 
reacción, lo cual repercute en la velocidad de reacción de la enzima, o bien 
puede deberse a la posible desestabilización de la enzima ante la temperatura 
(Ota et. al., 1982). 
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La gráfica (Fig_ 7.7)que se muestre a contimHJción es el ajuste line(ll del 
consumo de sose durante el ensayo de actividad lipol íticl:l (l pH constt:Jnte. 

Ajuste line(ll de la actividad lipolítica 
o pH constante 
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Se observan dos ajustes, uno en los primeros 1 O minutiJs de reacción, y el 
otro durante los siguientes 40 minutos. 

Los ajustes muestren una baJe ectivi1jfJd lipolítica durante los primeros 10 
minutos (A 1), y otra a partir- de los 10 minutos (A2). 

La actividad A2 fué mayor- a la A 1. Puede inferirse, dada la naturnleza 
insoluble del sustrato y al sistema de acción, en par-ucular, de la lipasa, que 
la activided lipolítica depende de le c1lntidad de enzima adsorbida en 11l 
interf1lse del sustrato, tal como lo menciona Uccw et. al. ( 1989) y Rostrup­
Nielsen et. al. ( 1990). Cuando la enzima es adsorbida totalmente en dicha 
interfase, es cuando la lipasa muestra una actividad mái(ima dependiendo de Ja 
concentración del sustrato en el medio de reacción. 

La concentrnción 1je tr·ibutirina agregada al medio de reacción fue de 0.63mM, 
equivalente a una normalidad de 1.B9meq. Esta concentración de tributirina 
puede entonces generar 1890 ueq de ácido butírico proporcionales a 1890 ueq 
de NaOH. El consumo de 400 ueq de NaOH egotan el 22% de la tributirina 
inicial. El decremento del 22% en el sustrato disrninu4e la actividad lipolítica 
hasta un 87% de su actividad máxima seglin la cinética de Micllaelis-Menten. 
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La siguiente figurn (Fig. 7.8) muestn:i la CiJÍda en la velocidad inicial de la 
enzima por efecto del consumo de sustrato de acuerdo a los cálculos 
mencionados en el párrafo anterior. 
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Con los resultados anteriores podemos infer-ir que el efecto del pH, sobre la 
actividad lipolítica cuantificadtl sin control de pH, es mayor que el efecto por 
el decremento de la velocidad de reacción por- agotamiento de sustrato. 

7.2.3. Efecto de la temperatura 
LB tempeniturn sobre lB reacción en:imática puede afectar: 

-La estF,Jbilidad de la enzima. 
-La aiinidad de la enzima por los activ::idores o int1ibidores. 
-La solubilidad de los reactivos. 
El efecto de la ternperntura sobre ia actividad lipolítica de Varrowia 

1 i polyti ca 661 fue observeda de manera gener-a 1. 
La ternpen:i lura má)(ima de actividad 1 i política, dependí en do del tipo de 

microorganismo, varía entre 30 y 40 ºC (Sugihara et. al., 1988; Welch, 1989; 
Pal, 1978; Movotny et. al., 1988). Existen microorganismos como Humicoli:i 
lanuginosa, la cual produce una lipasa con un má>(imo de actividad a 45 ºC 
(Ornar, l.C. et. al., 1987). 
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Un máximo de actividad de le lipese de l'errowie lipolytice 681, en un rango 
de 30 a 40 ºC, se encontró a 37 ºC, la siguiente gráfica (Fig_ 7.9) muestra el 
efecto de 1 a temperntura en esta 1 i pasa. 

Efecto de la temperatura en Ja actividad lipolítlca 
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La temperatura en el ensayo de actividad se fijó en 37 ºC. 

7.2-4. Efecto del CaClz y de la acetona-isoproponol 
E;dsten otras dos considen:iciones a tomar en cuenta para medir la actividad 

de la lipasa; la primeni, el ácido butírico liberado actúa como sitio 
competidor en la Lmión [Sustratol[Enzirnal por lo que es necesario adicionar 
CaC12 quién a su vez actúa corno "'quelante" del ácido liberado, o "activador" 
del sistema enz1rnético (Ola y \/amada, 1966a, 1966b). y st:gunda, ya que la 
actividad enzimática depende del tiempo de reacción, es necesario parar dicha 
reacción pera me1jir el ácido butírico liberado. 

Se observó el efecto del CaC12 como "'activador" !-1 se analizaron dos opciones 
para parar la reacción enzim6tica, una, el descenso de temperatura, otra, 
utilizar una mezcla acetomHsopropanol en relación 1:1 en volumen. 
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Los resultados fueron los sigui entes: 

T bl 7 2 Ef t d 1 C Cl ll a ec o e ll 2 y a acetom:-1sopropano 
Vol. NaOH 0.05N ÁCtiVidad X(media) 
(ce) (u/ce) (u/ce) 

Experimenlo.s sin CaCJ2 
Sin acetona-isopropanol 
blanco o o 
muestra 1 3.324 5.54 4.56 ± 0.97 
muestra2 2.155 3.59 
Con acetona-isopropanol 
blanco 10.344 o 
muestrn 1 14.233 6.48 6.29 ± 0.19 
muestrn2 14.000 6 09 
Exper-imentos con CaC12 
Sin acetona-isopropfJnol 
bltrnco 0.055 o 
muestra 1 4.503 741 6.64 ± 0.77 
rnuestra2 3.579 5.t17 
Con acetone-isopropano l 
b11Jnco 11.71 o o 
muestra 1 15.686 7.58 7.42 ± 0.16 
muestn:12 15.528 7.26 

Se observa mayor error en los datos al usar conrn medio de inactivación el 
descenso de temperatura, es posible que Ja enzirna actue Ci temperaturas 
menores a 1 O ºC y µcw tanto e;<1sta un consumo de sustrato, Jo cual se refleja 
en los resultados. Al agregar- Ja mezcla acetona-isopropanol no se observó una 
acidificación del medio, posterior a la mezcla de solventes, lo cual indicó que 
Ja reacción enzi mét ica fue p>:!rada y no e;dst i ó cot}s_~1~r1_q_ de tri bl!_tj_rina. ·• 

Se observa un inci-emento en la actividad al usar CaC12 como "quelante" del 
ácido butír-ico , o bien corno ''act.iva1jor" del sistema enzimático. 

La "activación" del sisterna enzimático es una manern de t·1acer rnas 
disponible el sustrato para la enzima. La activación también depende del uso 
de surfactantes corno Tweens ó, ant.eriorrnente se usaban, sales biliares. El 
uso del calcio como "activador", al menos para las triilcilglicerol hidrnlasas, 
es simplemente remover Jos ácidos grasos liberados como seles insolubles del 
calcio (Schwimmer, 1981). En algunos casos es necesei-io el calcio como 
cofactor, tal es el caso de la fosfolipasa pancreática "A2" (Verger y Hass, 
1976). Gomi et. al. ( 1986a, 1986b) reporta que es necesario la presencia del 
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ácido 3,5-dihidroxi-7-tetnidecenoico y de calcio panique la lipl'lsa de 
Sacct1aromycopsis lipolyl.ice mantenga su acción catalítica. 

7.2.5. Efecto del buffer 
Se analizaron dos tipos de amortiguadores de pH; fosfatos y tris-malatos a 

pH 7.4 a concentrnciones de 0.2M. 
La actividad enzimática con cade buffer· fué la siguiente: 

Fosfatos 
Tris-me latos 

5.1 O ± 0.06 u/ce 
7.63 ± O. 1 O u/ce 

Se observó menor actividad en el sistema con f osf atas, posiblemente debí do 
a una precipitación de sales la cual ocurrió al agregar el Cac12 o bien a un 
efecto del fosfato sobre la enzima. 

La actividad enzimática fué reducida en un 33.1% cuando se utilizó el buffer 
de fosfatos. 

La concentración de tris-malatos afectan la actividad lipolítica 
posiblemente debido al incremento de la fuerza iónica 1jel medio. A 
continuación se muestra este efecto (F1g. 7.1 O). 

Efecto de la concentrac1Óo de Tr1s-malatos 
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En el ensayo de actividad propuesto, se utilizó un volumen de 6 ce de buffer 
tris-malatos, en el medio de reacción. 
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7.2.6. Efecto de lo concentración del extracto enzimático 
La gráfica siguiente (Fig. 11) muestra que un aumento de la concentración 

enzimática, en el ensayo de actividad. resulta en un decremento del pH y de la 
velocidad 1je reacción. Este efecto r-esulta por la acidez generada en el medio 
mas que por limitación de sustrato corno ya se t1a ~;er'ialado anteriormente. 
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En el ensayo de ectividad se utilizó de 1 C13ce1je extracto enzimático, 
dependiendo de la concentración de enzima en el e~:tracto. 

7.2.7. Relación de lo actividad lipolítico cuantificada en el 
titulador automático y en matraz Erlenmeyer 

La actividad lipol ítica también fue cuantificada en matraces Erlenmeyer sin 
seguir la caída de pH. 

Este ensC1yo mostró otro punto de '·li~:üi con respecto a las diferencias 
existentes entre 1C1 agitación suave .. la cual existió en los rnatraces, y le 
agitación empleada en el titulador DL-20. 

Este método de cuantificación fue 1'.Jtil cuando se conocía que existía poca 
actividad enzimática en los e>(tractos y por tenlo era necesario realizar una 
incubación prnlongada de la enzima en presencia del sustrato. 

La pr-incipal diferencia en este ensayo fue la agitación del medio de reacción 
(200rpm), el tiempo de incubílción (30 minutos) y el no conocer- si el pH tuvo 
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efectos significativos sobre la actividad enzim6tica, debido e que no se 
conoció el pH final de la reacción. Las demás condiciones fueron similares con 
respecto al ensayo en el titulador automático. 

La sigui ente tab 1 a muestra 1 a re 1 ac1 ón entre los métodos de cuantificación 
de actividad lipolítica que fueron mal izados. 

Tablfi 7-3 Relación de la !.lC:tiYiclacl cuantificada en matraz y en 
titulador DL-20 

j No 1 Act.i 1lidad en matraz 1 Actividad en titulador 
(u/ce) 11ettler DL-20 (u/ce) 

1 o o 
2 6.60 21.00 
3 10.70 34.25 
Act.. en titulador=3.199 Act. en matraz -CJ.032; r2= 1 

La actividad obtenida mediante el uso de matraces aqitados rué tres veces 
menor a la cuantificada mediante el uso del titulador ~utornático. La 
difeí8ncia fué debida a la diferente agitación de los medios y posiblemente a 
un efecto del pH sobre !a enzima. 

7.2.6. Estabilidad de lo enzima en líquido 
La enzima fue almacenado a -4 ºC y a un pH de 5-6. Lo enzima fué 

significativamente estoble (n.s.=0.05), en solución, durante los prirneros tres 
dí as. La ac:tivi dad di srninuyó posteri orrnente. 
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La siguiente figura (Fig 7. 12) muestra le estebilidad de la enzima en un 
periodo de 45 díes a un pH de 5-6. 

Estabilidad d" la lipasa 
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La estabilidad de la enzima no dependió de le posible acción de proteasas 
generadas durente el crecimiento de 1 rni c:roorgani srno. 1 as cual es pu di e ron 
hidrolizar a les lipases. 

No se encontró ac~ividad de proteasas en los e~:lractos enzimáticos de 
\'arrowia lipolytica 631 cuando se reGlizaron ensayos sobre actividad 
proteo] ítice ácida y neutra. 

7.2.S. l. Establlidad de la enzima ante el pH 
Extractos enz1mát1cos fueron ajustados a pH de 2, 3, 4, 5 y 6, 

posteriormente se incubaron a 30 ºC l.! 200 rpm. La actividad lipolítice fue 
medida a diferentes tiempos de incubación. 
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La figure (Fig_ 7.13) siguiente muestre la estabilidad de lipesa ante 
diferentes pH. 

Estabilidad lipollt1ca ante pH 
O ln(x) of -pH2 O ln(x) of -pH3 b. ln(x) of -pH4 

<> ln(x) oí -pH5 + ln(x) oí -pHG 2.6+---_,_ _ _,__-+ _ __, __ ,__ _ _,._ _ _,_ _ _._ _ __,__--¡. 
2.4 ................. L .............. L ............... l. ............... L ............... L. ............... · - ···········+ -·············t················l-······ 

......... .; ...•..... 

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Tiempo (hr) 

Los resultados mostraron que la lipase iué efectada irreversiblemente a pH 
2, siendo el rango de pH entre 5-6 el mas estable para la enzima, estos 
r-esultados conclierdan con los obtenidos por Ota ~ ":'arna1je ( 196óa). 

7.2.9. Inhibición por productos de lo hidrólisis de triecilglicéridos 
La estebilidtid de la enzima también 1jepende de la concentración del producto 

final de la hidrólisis como son los ácidos grasos. 
Concentraciones de 0.5 a 6 mg/cc de ácido oleico, pr-incipal ácido graso del 

aceite de oliva, tuvieron un eiecto inhit1itorio sotire la lipasa. Otro producto de 
la hidrólisis es el glicerol. Concentraciones de 2 a 45 rng/cc de glicerol no 
aiectaron la actividad enzimática. 
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La siguiente figuni (Fig. 7.14) muestra el efecto del ácido oleico en la 
actividad lipolítica. 

Efecto d"l ácido oleico "n la actividad lipolítica 
OControlJO m9deác. .... OA0.oleico 1 1 mg/cc !J.Ac.olc-ico,2mg/cc 
<>Ao. oleico,4 mg/cr::. + Ao. ole-ko, 6 m9/co 

.45.¡--~-~-~~-~-.,._~-~-~_,..--~-~_,,. 
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l ,/ /;_,/~ 
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De esta manera obser-vamos que la estabilidad de la lipasa de Yarrowia 
lipolytica 6131 en el medio de cultivo puede ser aiectada por la acumulación de 
ácido oleico corno producto de la t1idrólisis del aceite de oliva. 

El efecto del ácido oleico sobre la actividad se ajusto a un modelo 
enzimático (Levenspiel, 1989), el cual es una modlficac1ón del modelo de 
Michaelis-Menten. Con este ajuste se determinó la concentración crítica de 
ácido oleico en la actividad lipolitica, así corno el tipo 1je inhibición de este 
ácido graso. 

U= Urnax * S *( 1-Ci/Ci* Yn / i<s + S*( 1-Ci/Ci* )'m 

U actividad enzimática 
Umax = actividad enzimática máxima 
Ci concentración de int1ibidor 
Ci* concentración crftica de intlibidor 
Krn = constante de seturación de la enzima 
S = concentración de sustrato 
n,rn parámetros de ajuste sobre el tipo de inhibición en la enzime 
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Al desarrolar- el modelo y ejuster los datos, se determinó le concentración 
crítica de écido oléico en 12 mg/cc. Los valores de los parémetros n y rn 
fueron 0.672 y -1.609, respectivamente. Según el criterio del modelo de 
Levenspiel ( 19e9), para n>O 1:1 rn<O se tnita de un tipo de inhibición general, 
donde varia Urnai< y f<s a diferentes concentraciones de inriibidor, los 
resultados teóricos concuerdan con lo observado en la siguiente figura. 

A continuación (Fig 7.15) se mLJestra el efecto del ácido oléico sobre la 
activided lipolítice con datos rei"iles y datos obtenidos del modelo. 

Ajuste de datos experimentales 
al modelo de Levenspiel 

..... 12~--,-----------~-----, 
(.) 
(.) 

...... 
:::i --
-o 
c. 

1 o ~:~-c;············-···L. ............ L ........... l... ............ L. .......... L. .......... . 
~l Dot:os e~peri~entoles 

~ ~:~:1~-~~b~-:;~~~ 
--Datos del modelo ' '"-.j 

0o 2 4 6 s 1 o 1 2 1 4 
Concentración de ilcido oleico (mg/cc) 

7.2.10. Afinidad de la Jipasa ante diferentes sustratos 
La afinidad de la lipasa de \larrowia lipolytica 681 por sustratos naturales y 

sintéticos fue observada de le siguiente manera. 
Los siguientes sustratos fueron utilizados: 
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Tablo 7.4 Composición de algunos triglicéridos noturnles y 
sintéticos 
Sustratos natural es Composición aprm<irnada de ácidos qrasos (%peso) 

16:0 16:0 18:1 18:2 
Aceite de soua 7-12 2-6 19-30 46-56 
Aceite de maíz: 13-19 0.5-4 19-50 34-62 
Aceite de oliva 9.4 10.3 130.5 6.9 

(S·Nern, 1979) 

Sustratos sintéticos Cornposic1ón de ácidos qrnsos 
Tri butirina Tnqlicéndo del ácido butirico 4:0 
Tri capril i na Tr-iqlicérido del ácido capr-ílico 6:0 
Trioleina Triqlicén1jo 1jel iicido oleico 16:1 

La siguiente figuro (Fig. 7.16) muestra la afinidad de la lipasa por los 
sustratos mencionados anteri orTnente. 

ActiYiclad de la lipasa de Yarrowia Jipolytica 681 
por diferentes sustratos 

IC 
u ·-..., 100 

e; 
c. 

'C 
IC 
'C 

... 
:::; 40 
u 
IC 

~ 20 

Soya Maíz Oliva Trioleino 
Tricaprilina Tributirino 
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Se observó una preferencia por ácidos grnsos de cadena corta 4:0 y 8:0. 
El aceite de olive es el l'lceite vegetl'll con meljor proporción de ácido oleico 

con respecto a los aceites de so¡¡;:i y maíz. Como se observó una considerable 
actividad por la trioleina es de suponer· que esta lipasa también tiene gran 
afinidad por· sustratos de cadena larga corno el ácido oleico (IB:l). Es posible 
Que VatTO\·Yia lipolytica 651 tenga mayor •'liinidad por el aceite de oliva que 
por la tt·ioleina, yá que el aceite de oliva también posee uná proporción de 
ácidos grasos de menor tamai'io como lo es el ácido pal mítico ( 16:0). 

7.2. 1 L Conclusiones 
El sisteme 1je cuantiiicación de acti11idad lipol ítica utilizado iué 

reproducible, esto permitió utilizar el enstiyo como medio de comparación en 
los experimentos que siguieron a continuación. El si:o;tema de cuantiiicación de 
lipasas es sensible a cambios como al tipo lo! concentración de sustrato, tipo y 
concentrecí ón de bufier, pH y temperatura. 

La actividad 1ipo1ítica iué relativamente estable, sien1jo el pH la 'lariable 
que mils inilWJÓ en 1::i e::otabilidad. La reacción lipolítica depende de los 
productos de l1idrólisis de la enzima. Lo anterior· demuestra que pueden existir 
procesos de regulación d~hidrólisis y síntesis de la enzima durante el 
c1·ec1miento de la Jevadun\ / 

f:i·:• 
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7.3. Producción de liposos por el crecimiento de Yorrowio lipolytictl 
681 en cul ti Yo sumergido. 

Vtlrrowitl lipolytica 681 fué crecidtl en cultivo sumergido en ltls condiciones 
de cultivo mencionadas en la sección Hoteriol y Métodos. 

LB tlctividtld lipolítictl fué cutlntifictldtl tomando en cuenta los resultados de 
la sección tlnterior (sección 7.2). 

La estrategia seguida en estB pBrte del ti-abajo fue determinar Blgunas 
condiciones de cultivo para aumenttlr la producción de lipesas mediente el 
crecimiento de VtlrrowiB lipolytica 681 en cultivo sumergido. 
Ltls metas fijadtls en esta sección fueron: 
-Determinar ltl concentración de inóculo ptlra los medios de cultivo. 
-Observar el efecto del tween 80 en la producción extracelular de liptlsas. 
-Determinar una(s) fuente de ctlrbono, nitrógeno e inductores que permitieran 

mejorar la producción de enzima. 
-Observar el efecto de ltl concentración de inductor. 
-Observar el efecto de la reltlción Carbono/Nitrógeno (c/N) del medio de 

cultivo en la producción enzimática. 
-Fijar las condiciones de pH inicitll y tempenitura mas favorables en la 

producción de enzima. 
-Observar el efecto de ltl relación volumen de medio de cultivo/volumen de 

retlctor, como medida indirecta de ltl airetlción del medio de cultivo en ltl 
producción de lipasas. 

Los medios de cultivo inóculados fueron incubados por un periodo de 48 
horas, excepto cuando se observó el efecto de la relación C/N en ltl producción 
de enzima; el tiempo de incubación en ese experimento fue de 24 horas41:Bn el 
segundo experimento donde se observó el efecto del tween 80, el tiempo de 
incubación Bhí fue de 60 horas. 

Ltl tempertltura de cultivo fue de 30 ºC, pH inicitll de 4.5 y agittlción de 200 
rpm. 

7.3. 1. Efecto del inóculo 
El determintlruntl concentrtlción de inóculo para los medios de cultivo 

resulta importante desde el punto de vista de preveer el tiempo en el cual se 
obtendrá la respuesttl busctldtl del microorgtlnismo, en este ctlso ltl presencitl 
de lipaStlS. 
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Experimentos sobre la cantided inicial de biomasa mostr·aron los si¡:¡uientes 
resultados: -

Tabla 7.5 Efecto del inóculo en la producción de lipasas 
lnóculo pH Biomasa Glucosa Actividad 
(% v/v) (q/l) (q/l) (u/ce) 
0.5 3.40 10.26 7.11 9.6 
1.0 3.47 11.30 5.56 8.7 
2.0 3.65 10.08 7.11 15.6 
4.0 3.52 10.43 6.66 10.3 
6.0 3.32 11.12 6.00 2.4 
6.0 3.52 10.78 5.78 3.5 
B.O 2.82 9.57 4.45 o 

Se observa que cantidades entre 2.0 y 4.0% de precultivo inicial rinden mejor 
producción de lipasas a 46 11oras y que a cantidades mayores se asocia un 
crecimiento mas rápido con poca producción de enzima. 

El pre-cultivo o inóculo fué crecido por 24 horns en las mismas condiciones 
físicas señaledas anteriormente. 

Es posible que el pH haya afectado la producción de enzima en el experimento 
con mayor concentración de inóculo, debido al répido crecimiento de \larrowia 
lipolytica 681 y por tanto la subsequente acidificación del medio. 

7.3.2. Efecto del tween 80 
El tween 60 (polioexietilén sorbitén monooleato) ademils de emulsificador 

puede actuar como inductor de lipasas o como detergente en la membrana para 
liberar enzimas de ella. 

Se ha observado que algunos surfoctantes, entre ellos tween SO, aumentan la 
producción de lipasas extracelulares. Lo anterior ha sido comprobado en 
microorganismos como Acinetobacter calcoaceticus 69V (Fischer y Kleber, 
1967), Humicola lanuginosa (Ornar, l.C. et. al., 1987), Rhizopus oligosporus 
(Nahas, 1988), Geotrichum candidum (Jacobsen et. al., 1989), Acremonium 
strictum (Okeke y Okolo, 1990). Aunque se conocen casos contrarios en donde 
el efecto del tween 80 disminuye la producción de enzimas como en Beauverie 
bassiana (Hegedus y Khachatourians, 1988). 

El tween 80 fué probado como complemento en el medio de cultivo con el fin 
de liberar la posible enzima asociada a la membrana. 

El efecto del t ween 60 como inductor se determinó en medios de cultivo con 
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1% de tween 60, sin la presencia de ticeite de oliva. 
El efecto detergente del tween 60 se observó en experimentos con y sin la 

presenciti de tween 60 manteniendo constante Ja concentración de inductor 
(aceite de o 1 i va). 
También se observó el efecto del tween SO a varias concentraciones. 

Los resultados fueron Jos siguientes: 

Toblo 7.6o Efecto del tween 60 en lo octividod lipol ítico 
Experimento Condición del experimento Actividtid (u/ce) 
1 t'ledio sin tween 60 s/ inductor o 
2 Medio sin tween 60 el inductor 3.53 
3 Medio con tween 60 1.0% si inductor o 
4 Medio con tween 60 0.2% el inductor 6.16 
5 Medio con tween 60 0.4% el inductor 7.76 
6 Medio con tween 60 0.6% el inductor· 7.50 
7 Medio con t ween 60 0.6% el inductor 6.60 
8 Medio con tween SO 1.0% el inductor 6.30 

El medio de cultivo con levaduras fué homogeneizado después de la 
esterilización con el fin de emulsificar al inductor. 

Los resultados de actividad mostraron que la presencia de tween 60, en Jos 
medios de cultivo, aumentan Ja concentración de Jipasas. Las Jipasas pueden 
estar asociadas a Ja membrana y ser extraídas por· una acción detergente, o 
bien, el incremento en Ja producción de enzima puede ocurrir por unti inducción 
debida lti emulsifictición del inductor. 

En estos experimentos no se cuantificó biomasa. El tween 80 pudo tener un 
efecto estimultinte en el crecimiento, o bien actuar como fuente de carbono 
disponible para incorporarse a Ja levadura y por tanto aumentar el rendimiento 
de enzimas. 

No se observó efecto del tween so como inductor, ya que no hubo actividad en 
el experimento 3. 

Posteriormente, se realizó el mismo experimento con una concentración de 
tween menor al 0.2%, con el propósito de encontrar una concentración de 
tween mínima que permitiera el incremento de actividad extracelular y 
eliminar el efecto del tween como fuente de carbono importante durante el 
crecimiento de Varrowia lipolytica 6SI. Este experimento fué incubado por 60 
horas, 12 horas mas con respecto al tiempo de incubación del experimento 
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6nter-ior. 

Los result6dos fueron los sigui entes: 

Tabla 7.6b Efecto del tween 80 en la actividad lipolítica 
Experimento Condición del experimento Actividad (u/ce) 
1 Medio sin tween 80 s/ inductor o 
2 Medio sin tween 80 el inductor 3.54 
3 Medio sin tween 80 el inductor 2.75 
4 Me di o con t ween 80 1.0% s/ inductor o 
5 Medio con tween 80 0.05% e/ inductor 14.66 
6 11edio con tween 80 0.10% e/ inductor 15.25 
7 Medio con tween 80 0.15% e/ inductor 14.44 
8 Medio con tween 80 0.20% el inductor 17.10 
g Medio con tween 80 0.20% el inductor 15.10 
10 Medio con tween 80 0.20% el inductor 16.16 

Los experimentos 4 a 8 se tiomogeneiz6ron después de 16 esterilización. 
El experimento 9 se hornogeneizó antes de 16 esterilización. 
El experimento 1 O no se homogeneizó. 

Observ6mos que a concentraciones de tween del 0.05%, existió un incremento 
de 3 a 4 veces 16 actividad extracelular-, con respecto 61 control sin tween, 
debiendose este efecto a un6 acción detergente sobre 16 membran6 o a una 
emulsific6ción del inductor (aceite de oliva). Ota et. al. (1982) reportan 
6ctividad intracelulcn- en VarTowia lipolytica, siendo est6 activid6d mayor 6 16 
extrace 1 ul ar. 

Con estos experimentos se descarta el posible efecto inductor del tween, ya 
que los controles con tween 60 y sin inductor- no tuvieron actividad. 

El efecto detergente del tween 80 en la membrana también se observó sobre 
lev6duras crecidas en presencia de aceite de oliva que, posteriormente, se 

' extrajeron y se trataron con una solución de tween 60. 
Los medios de cultivo no homogeneizados presentaron similar actividad 

lipolític6 por lo cual la acción del tween 80 se realiza sin necesid6d de 
homogeneización. 

Se extrajeron células de un medio de cultivo con 6ceite de oliva sin tween 
80, las cuales presentaron poca 6ctividad (células de los experimentos 2 y 3 
anteriores). Las células fueron lav6das con tween 60 al 0.05% en un medio con 
buffer pH 6 conservando el mismo volumen, temperatura y agitación del medio 
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cultivo. 

El experimento se llevó a cabo con parte de las células del experimento 2 y 
3, las cuales en un principio fueron tratadas sin tween 80. 

Los resultados fueron los siguientes: 

Tabla 7 7 Efecto del tween 80 en la extracción de la enzima 
Experimento Actividad Actividad asociada a la Actividad 

extracelular (u/ce) membrana (u/ce) total (u/ce) 
2 3.54 6.74 10.28 
3 2.75 6.6 9.35 
3 (sin tween) 2.75 0.52 3.27 

En estos resultados se observa el efecto detergente del tween 80, liberando 
la lipasa intracelular o asociada a la menbrane. También se observa que el 
efecto mecánico (agitación de las células) permite la liberación de la enzima 
asociada a la membrana, o bien podría deberse a la lfsis celular. 

Se consideró al tween como un posible sustrato de la lipasa. Las pruebas de 
actividad sustituyendo a la tributirina con tween 80 fueron negativas. 

7_3_3_ Efecto de la fuente de carbono, nitrógeno e inductores 
Las fuentes de carbono, nitrógeno e inductores utilizados fueron sustratos 

seleccionados para incrementar la actividad enzimática dado su efecto en el 
incremento de actividad en otros microorganismos (Hegedus y Khactrntourians, 
1988; Nahas, 1988; Novotny et. al., 1988; Ornar, l.C. et. al., 1987; Okeke y 
Oleo lo, 1990). 

Se tomaron dos puntos de la cinética del crecimiento de Varrowia lipolytica 
681 para cuantificar el crecimiento y actividad. 

Se partió del medio control descrito anteriormente. El tween 80 al 0.05% fué 
incluido como componente del medio de cultivo. 

Se mantuvo la relación C/N de 8.6 
Los inductores fueron añadidos en la misma proporción que el aceite de oliva 

( 1 %). 
La concentración de inóculo en volumen, sales y vitaminas, así como el pH, 

temperatura, agitación y tiempo de fermentación fueron constantes en cada 
lote de experimentos. 
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Tablo 7.6 Efecto de lo fuente de carbono 
1 Fuente de carbono l 36 horas l 52 horns 

Biomasa Actividad Actividad Biomasa Actividad Actividad 
(g/1) (u/ce) específica (g/l) (u/ce) específica 

(u/mq) (u/mQ) 
Glucosa 7.14 1 27.35 3.83 8.73 29.50 3.37 
Glucosa 7.21 1 28.50 3.95 8.61 30.94 3.59 
Glicerol 3.87 o o 6.90 o o 
Sacarosa 5.84 14.47 2.47 8.57 13.88 1.62 
Aceite 7.21 25.02 3.47 9.18 31.89 3.47 
de maíz 
Aceite 7.51 25.27 2.03 9.93 30.90 2.10 
de oliva 
Aceite 6.00 6.94 1.15 9.48 21.75 2.29 
de SOi.ja 
Manase 6.30 17.85 2.83 8.12 19.87 2.44 
Citrato 5.69 7.97 1.40 7.66 2.06 0.26 

Las mejor-es fuentes de carbono fueron la glucosa, el aceite de oliva y el 
aceite de maíz. 

Tabla 7.9 Efecto de lo fuente de nitró eno 
Fuente de nitró eno 42 horas 66 horas 

Biomasa Actividad Actividad Biomase Actividad Actividad 
(g/1) (u/ce) específica (g/1) (u/ce) específica 

(u/mq) (u/mq) 
Urea 6.26 13.91 2.22 11.26 13.22 1.17 
Urea 5.82 13.45 2.31 11.47 13.19 1.14 
Extracto 7.78 5.93 0.76 12.34 5.07 0.41 
de 
levadura 
Extracto 7.34 4.97 0.67 12.13 4.00 0.32 
de 
levadura 
Sulfato 4.08 o o 6.26 o o 
de 
amonio 
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continuación ... 
Peptona 6.47 2.19 0.33 10.17 2.33 0.23 
Peptona 6.26 5.93 0.94 13.86 5.63 0.40 
+Urea 
Licor de 5.17 3.04 0.58 9.95 2.31 0.23 
maíz 

La urea fue la mejor fuente de nitrógeno en la producción de lipasas. 

Toblo 7. JO Efecto de Jos inductores 
! Inductores l 36 horas l 52 horas 

Biomasa Actividad Actividad Biomasa Actividad Actividad 
(gil) (u/ce) específica (gil) (u/ce) específica 

(u/ma) (u/ma) 
Aceite 6.60 14.59 2.21 8.27 24.48 2.96 
de oliva 
Aceite 6.90 14.73 2.11 7.96 25.04 3.14 
de oliva 
Aceite 6.60 11.86 1.79 7.96 12.69 1.59 
de SO!Ja 
Aceite 6.90 17.90 2.59 7.96 20.58 2.58 
de maíz 
Aceite 6.90 18.14 2.62 7.96 20.84 2.6 
de maíz 
Sebo 6.00 4.72 0.78 7.21 7.27 1.00 
Aceite 2.06 o o 3.57 o o 
de coco 
Acido 5.69 2.51 0.44 6.90 6.52 0.94 
oleico 
Aceite 2.66 1.56 0.58 3.72 0.53 0.14 
de ricino 

El aceite de maíz y el oceite de oliva fueron los mejores inductores en la 
producción de lipasas. 
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continuación ... 
Peptona 6.47 2.19 0.33 10.17 2.33 0.23 
Peptona 6.26 5.93 0.94 13.86 5.63 0.40 
+Urea 
Licor de 5.17 3.04 0.58 9.95 2.31 0.23 
maíz 

La urea fue la mejor fuente de nitrógeno en la producción de lipasas. 

Tablo 7.10 Efecto de los inductores 
l tnductores l 36 horas l 52 horas 

Biomasa Actividad Actividad Biornasa Actividad Actividad 
(gil) (u/ce) específica (g/l) (u/ce) específica 

(u/mq) (u/mg) 
Aceite 6.60 14.59 2.21 8.27 24.48 2.96 
de oliva 
Aceite 6.90 14.73 2.11 7.96 25.04 3.14 
de oliva 
Aceite 6.60 11.86 1.79 7.96 12.69 1.59 
de sowa 
Aceite 6.90 17.90 2.59 7.96 20.58 2.58 
de maíz 
Aceite 6.90 18.14 2.62 7.96 20.84 2.6 
de maíz 
Sebo 6.00 4.72 0.78 7.21 7.27 1.00 
Aceite 2.06 o o 3.57 o o 
de coco 
Acido 5.69 2.51 0.44 6.90 6.52 0.94 
oleico 
Aceite 2.66 1.56 0.58 3.72 0.53 0.14 
de ricino 

El aceite de maíz y el aceite de oliva fueron los mejores inductores en ltl 
producción de lipasas. 
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7.3-4. Efecto de lo concentración del inductor 
Varrowia lipolytica 681 fué crecida por 48 horas en diferentes 

concentraciones de aceite de oliva. 
'larrowia lipolytica 681 fué inducible por el aceite de oliva a niveles 

mayores de 1% tal como se observa en los resultados siguientes: 

Tabla 7 11 Efecto de lo concentrnción de inductor 
Aceite de oliva(%) Biomasa (gil) Glucosa r-esidual Actividad (u/ce) 

(Q/l) 
o 4.98 3.48 o 
0.2 7.44 o o 
0.6 9.33 6.53 o 
1.0 11.8 7.57 9.1 
1.4 11.94 7.31 13.1 
1.8 12.09 6.79 7.8 

Los resultados muestren un máximo de producción de enzima con 1.4% de 
aceite de oliva. Una mayor concentración de inductor resultó en un decremento 
de actividad lipolítica. Kosaric et. al. (1979) determinó un mál-<imo de la 
producción de lipasas en concentraciones de 1 a 2% de aceite de oliva como 
inductor cuando Candi da lipolytica fué crecida en un medio de cultivo con 
keroseno como fuente de carbono. 

Candida lipolytica, así como varrowia lipolytica 681 mostraron un 
incremento en la biomasa, pero no en actividad enzimática, a incrementos en 
la concentración de inductor 

7.3.5. Efecto de la concentración de urea 
La relación C/N fué observada vi:iriando la concentración de urea. Varrowia 

lipolytica 681 fue crecida en el medio base con las siguientes 
concentraciones de urea: 

Tabla 7 12 Efecto de la concentrnción de urea 
Urea(%) Biomasa Glucosa Aceite de oliva Actividad 

(Q/1) residual (Q/l) consumido (Q/1) (u/ce) 
0.05 2.26 18.0 3.27 0.52 
0.10 2.58 18.8 3.49 2.15 
0.20 2.81 18.4 3.59 3.60 
0.40 2.75 18.2 3.83 1.10 
0.80 3.28 18.4 4.50 2.22 
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La mejor relación carbono-nitr-ógeno, en el medio de cultivo, para Ja 
producción de Jipasas fue Ja de 0.2% de urea. 

Como ya ha sido indicado, la concentración inicial, en el medio de cultivo, de 
aceite de oliva fue de 10 g/J y de glucosa 20 g/1. 

Durante 24 honis de crecimiento VatTowia lipolytica 681 consumió entre el 3 
y 4.5% del aceite de oliva inicial y aproximadamente el 2% de la glucosa 
inicial. Lo anter-ior demuestra que esta levadura puede consumir al inductor 
como al carbohidrato en paralelo. 

Kosaric et. el..(1979
1
) demuestni que existe un máximo de producción de 

lipasas cuando(Candt~ lipolytica es crecida en concentraciones de 0.2 a 0.3% 
de urea. \ . 

7.3.6_ Efecto de la tempernturn y el pH inicial en la producción de 
lipasas. 

Se realizó un diseño exper-imental con el objeto de estudiar dos factores 
físicos que ¡¡fectan l¡¡ producción de Jipasas en el microorganismo 
(Eitenmiller, 1970). Las variables, temperatura y pH inicial, se estudiaron a 
tres niveles a 48 y 60 hOras de tiempo de incubación de la levadLJra. 

Los niveles de las variables fueron los siguientes: 

Variable/nivel Baio(-1) Medio (O) Alto(+l) 
pH inicial 3.0 4.5 6.0 
Temperatura (ºC) 26 30 34 

Las variables de respuesta fueron actividad lipolítica y biomasa. 
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Los resultados fueron los siguientes: 

Tabla 7.13 Diseño experimental del efecto del pH inicial y la 
temperatura 

1 j 48 horas 1 60 horas 

pH T 8iomase Actividad Actividad Biomasa Actividad Actividad 
(ºC) (g/1) (u/ce) específica (gil) (u/ce) específic 

(u/mq) a (u/m¡¡) 
-1 -1 9.5.:. 10.75 1.12 14.35 7.69 0.53 
-1 + 1 4.35 8.70 2.00 6.19 11.55 1.86 
+1 -1 11.50 18.42 1.60 14.26 21. 11 1.48 
+ 1 + 1 5.42 7.61 1.40 7.92 6.68 0.84 
-1 o 10.78 17.31 1.60 12.21 29.03 2.37 
+1 o 8.82 17.51 1.98 11.49 22.56 1.96 
o -1 11.32 21.89 1.93 14.71 16.16 1.09 
o +1 5.07 17.05 3.36 7.57 14.53 1.91 
o o 10.42 19.55 1.87 12.92 24.31 1.90 
o o 10.28 19.25 1.87 12.75 25.28 1.95 

Los experimentos fueron realizados por duplicado y el error entre muestras 
fue semejante al obtenido en el duplicado del control (0,0). 

Los resultados del análisis de varianza se muestran a continuación: 

Tablo 7.14 Análisis de varianza de los resultados del diseño 
experimental 

Tiempo: 48 horas. 
1 Biomasa 1 Actividad 1 Actividad específica 

Efecto % S.C. n.s % S.C. n.s % S.C. n.s 
pH 2.97 .107 38.52 .023 32.73 o 
Temperatura 90.59 .012 39.40 .023 25.26 o 
pH-Temperntura 6.42 .070 22.06 .047 42.01 o 
Residual .02 .02 o 
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continuación ... 
Tiempo: 60 horas. 

1 Biomasa 1 Actividad 1 Actividad específica 

Efecto % S.C. n.s % s.c. n.s % S.C. n.s 
pH 1.43 .106 1.28 .249 1.62 .148 
Temperatura 95.43 .013 68.03 .035 54.29 .026 
pH-Temperatura 2.06 .132 25.84 .086 41.14 .046 
Residual .02 .09 .04 

% S.C. = porciento de la sume de cuadrados. 
n.s. =nivel de significancia. 

El crecimiento de Varrowie lipolytica 681 y le actividad Jipolítica son 
(\efectedos por le temperatura. La actividad lipolítica es afectada en les 

primeras 48 horas de igual manera por el pH y por la temperatura esto podría 
deberse a que existe un pH óptimo de producción y/o estabilidad de la enzima. 

La hipotésis propuesta es que Ja levadura en las primeras horas treta de 
ajustar su medio a un pH óptimo de producción y/o estabilidad de la lipasa. 
Alcanzado ese pH óptimo el efecto ya no es significativo en la actividad. 

Durante el crecimiento de le levadura no 11ey control externo del pH. El pH es 
ajustado inicialmente. 

Posteriormente se determinó, medi1mte un análisis de superficies de 
respuesta, la posible temperatura y pH que perrnitieni alcanzar los mejores 
valores de biomasa y actividad. Los datos se ajustaron a un polinomio de la 
forme siguiente: 

Max=AO+A 1 *pH+A2*Temp+A3*pW2+A4*Temp·2+A5*pH*Temp 

Con este polinomio se buscó un punto máximo, en el intervalo de datos 
generado, en donde intervinieron Jos efectos simples, cuadráticos y de 
interacción de las variables temperatura y pH inicial. 
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Los resultedos de pH iniciel y tempereture pere obtener rnndimientos 
máximos en le biomese, actividad lipolítica y actividad específica se 
muestran en la siguiente tabla: 

Tobl o 7.15 Resultados del análisis de superficies de respuestos del 
diseño experimental 

1 1 46 l10ras 1 60 horas 

Biomasa Actividad Act1vidad Biomasa Actividad Actividad 
específica específica 

pH 5.0 4.B 4.2 4.2 5.0 3.0 
T (2C) 27.2 28.0 34.0 26.0 29.4 32.0 

Los datos obtenidos muestran que podría observarse una meyor activided si 
se mantuviera un pH inicial y una temperetura de crecimiento entre 4.8-5.0 y 
28-29.4 ºC, respectivamente. 

7.3.7. Efecto de Jo oireoción 
La producción de lipasas depende de la concentración de oxígeno en el medio 

tal como lo reporta Giuseppin ( 1984) para el caso de Rhizopus delemar. Para 
este microrganismo incrementos en la concentración de oxígeno aumentaron la 
producción de lipasas. 

Vflrrowia lipolytica 681 fué crecida en matrnces de 250 ce con diferentes 
volllÍnenes de medio de cultivo. La agitación fue constante a 200rpm. 

La siguiente figura (Fig 7.17) muestra la relación de la biomasa y la 
producción de lipasas con respecto al volumen de medio de cultivo por 
volumen de rnactor. 
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• :i: de actividad lipoJítica * :i: de biomoso 

Volumen de medio de cultivo (ce) 

Para el caso de Van·o\'lia Jipolytica 681, la producción de lipasas se 
incremento a volumenes mayores de medio de cultivo en los cuales, 
posi b 1 emente, existieron menores concentraciones de oxígeno. 

La morfología de Ja levadura en los medios fue diferente; Jos medios con 
volumen de 30 ce contuvieron células unicelulares, Jos medios con 50 ce 
presentaron células unicelulares y pseudomicelio, Jos medios con 100 ce 
presentaron células con pseudomicelio y pocas células unicelulares. Existe la 
posibilidad que la producción de lipasas este asociada a la concentración de 
oxígeno en el medio y a la morfología de \'arrowia Jipolytica 681. 

7.3.8. Cinético del crecimiento de Vorrowia lipolytico en cultivo 
sumergido en condiciones de pH controladas 

Varrowia Jipolytica 681 fué crecida en condiciones de pH controladas y en 
aceite de oliva como unica fuente de carbono. Se utilizó aceite de oliva debido 
a que experimentos anteriores con el sustrato del medio de cultivo inicial 
(glucosa al 2% y aceite de oliva al 1%) resultaron en producir demasiada 
biomasa, difícil de muestrear bajo las condiciones de cultivo ya mencionadas 
en Material y Métodos. 

El uso de una sola fuente de carbono simplificó el análisis de los datos de 
consumo de sustrato y de los rendimientos de biomasa en base al sustrnto. 
Se realizaron dos cinéticas de crecimiento, las cuales sirvieron para 
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modelar la genernción de biomasa, el consumo de sustrnto y la producción de 
Ji pasas por parte de este microrganismo. 

A contimrnción (Fig. 7_ J 6) se muestran Jos datos obtenidos de la "cinética · 
1" del crecimiento de Yfil-rowhi Jipolytica 681 en condiciones de pH 
contra ledas. 

Ajuste de Jos datos de la cinética 1 a 
modelos logísticos 

2lli-l-==-;----,---,----,----r2.5 ....... 
(.J 

:::: , ¡ Ace~te de ?llva ~ 
!!) 1 6 -··--·--···-·-1·····-o.._¡:;···· ; ····················f········· .. ···········:-·······-·-········ 2 ~ 

~ 12 ··-···-·····-...!-·-···-···•····~--'? .. ···-····..!.·-· Bi o~asa ···- 1.5 ~ 
o Lipasa :-., ¡ o ¡ , e; 

i :~~f ~~1~~~-:~ 15 ¡ 
o 10 20 30 40 

Tiempo (hr) 

Varrowia Jipolytica 661 creció durante un periodo de 50 horas, en donde el 
crecimiento máximo, así como el consumo total del sustrato fueron 
alcanzados al final de este periodo. La producción de enzima se inició en las 
primeras horas del crecimiento y un máximo de actividad se alcanzó durante 
el inicio de Ja fase exponencial del crecimiento de la levadura. 

Kosaric et. al. ( 1979) observaron una cinética similar a Ja mostrada en esta 
figura cuando crecieron e candida lipoJytica en un medio suplementado con 2% 
de aceite de olive, 4% de keroseno y 0.3% de urea. 

7_3_5_ L Modelo de crecimiento 
Los datos experimentales de biomasa fueron ajustados al modelo siguiente: 

dx/dt = ux(l-x/xm) ......................................... (ecuación logística) 
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La ecuación anterior es también conocida como la ecuación de Verhulst­
Pearl, quienes fueron los primeros en aplicarla al modelamiento del 
crecimiento de poblaciones (Mulchandani et. al., 1988). 

La integración del modelo anterior es la siguiente: 

donde 

x(t) = xo eut I (1 - xo w (1- eUt)) 

x l=l mg/cc, es la biomasa al tiempo "t". 
t l=l hr, es el tiempo de cultivo. 
u [=) 1/hr, es la velocidad específica de crecimiento. 
xm l=l mg/cc, es la biomasa máxima en el sistema. 
xo [=) mg/cc, es la biomasa inicial a "t=O". 
w l=l cc/mg, es el inverso de xm. 

Los datos experimentales de biomasa fueron ajustados, no linealmente, por 
mínimos cuadrados al modelo logístico integrado. 

A continuación (Fig. 7.19) se muestran los datos experimentales de la 
biomasa y los datos obtenidos utilizando el modelo logístico. Dos cinéticas 
del crecimiento de Varrowia lipolytica 681 sobre aceite de oliva fueron 
tratadas con dicho modelo. 
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Ajuste de los datos de biomasa 
al modelo logístico 

12~-----,--------~ 

' 

;: ':==-t=t==t;~~~~ 
-; c!nética_ 1 .. _.f" ,,, ¡ 

i : =+=-!-#=~-~[::_-:= 
i V t'o Crnet1co 2 

: .......... :····-~t~~~~r-··---········r··············--··r-····-·-···· 
~ 10 20 30 40 50 

Tiempo (hr) 

Los parámetros obtenidos del ajuste fueron los siguientes: 

Parámetro Cinética 1 Cinética 2 
u 0.197 0.192 
xo 0.057 0.043 
xm 9.91 8.67 

Velero et. al. (1991) encuentran una velocidad máxima de crecimiento de 
O. 15 hr-1 cuando Candi da rugosa fué crecida sobre 1 % de aceite de o 1 i va y 0.2% 
de urea, como fuente de carbono y nitrógeno, respectivamente. 

7.3.6.2. Modelo de consumo de sustrato 
Los datos experimentales del consumo de sustrato fueron tratados con la 

siguiente ecuación: 

-ds/dt = ( 1 /Vxs) dx/dt + mx 

donde 
s l=l mg/cc, es la cantided de sustrato al tiempo "t". 
Vxs [=) mgx/mgs, es el rendimiento celular en miligramos (mg) de 

--------------------------65-



------------------'Resultados y 01scus1ón_ 

biomasa por- mg de aceite de oliva consumido. 
m [=] mgs/mgx hr, es la cantidad de aceite de olive por unidad de 

biomase y tiempo, necesaria para el rnentenimiento celular. 

La siguiente figura (Fig. 7.20) muestra los datos de consumo de aceite de 
oliva ajustados al modelo anterior. 
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i i '-.~ Cinético 2 

=t=J~'.S:t--=-:~:~~-: 
4 

j Cinético 1 i \ '-'b i 
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40.00 50.00 

Los parámetros obtenidos del ajuste fueron Jos siguientes: 

Parámetro Cinética 1 Cinética 2 
Vxs 0.621 0.623 
m 0.206 0.211 

7.3.6.3. Modelo de producción de enzima 
Los datos de actividad enzimática fueron ajustados al modelo de Luedeking­

Piret ( 1 959). 

El modelo de Luedeking-Piret pudo explicar el comportamiento de la lipasa 
en les primeras horas de crecimiento, pero la fase decreciente de le 
producción de enzima no pudo ser modelada. 
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A continuación (Fig_ 7_21) se muestra el comportamiento de la lipasa 
durnnte el crecimiento de \larrowia 1 ipolytica 681. 

Datos experimentales de actividad enzimática 

'H 2.5.----,---,....-------,-----.,-i----. 

~ o ! 
...... 2 ···········-···-· .. ···!··-··--·::::······!--··-· .. ··-·····-!·-··-·-···--·····!-· .. ·--·--·--
~ ¡ / '\~ Cinética 2 ¡ 

::::; 1.5 -·····-··----· .. i ... / .......... _ ... ~y·-···--·-+·-·-·--·-·+-·--

1 °~~t~~~t;~~~; 
~ 1 o 20 30 40 - 50 

Tiempo (hr) 

La formación de producto, bajo las condiciones de cultivo ya señaladas, 
muestrn un comportamiento poco comün con respecto a otras cinéticas de 
producción de metabolitos primarios. Posiblemente, la actividad lipolítica es 
inhibida por productos de la hidrólisis de triecilglicéridos, como ya se ha 
observado. 

Otra posible cause puede ser la represión de la producción de "cofactores" de 
la actividad lipolítica como es el caso del ácido 3,5-dihidroxi-7 
tetradecenoico, necesario para le activación de la "lipasa J" de 
Saccharomycopsis lipolytica (Ota et. el., 1980; Gomi et. al., 1986). 

La producción de enzima, después de alcanzar un máximo de actividad en el 
medio de cultivo, decrece, lo cual indica su desnaturalización ó inhibición 
irreversible. 

Bailey (1977) propone un modelo, de producción de enzima, con una constante 
de destrucción de la enzima por la formación de esta, debido a las condiciones 
físicas y químicas en las que se encuentra la enzima durante el crecimiento 
del microorganismo. La constante de destrucción puede ser dependiente de la 
estabilidad, inhibición, regulación y degradación de la enzima. 
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El modelo propuesto, según Bailey, fue el siguiente: 

dp/dt =a dx/dt - bp 

donde 
p [=)u/ce, es Ja actividad Jipolítica al tiempo "t''. 
a [=) u/ce mgx, es el rendimiento de producto (u/ce) por gramo de 

biomasa. 
b [=]u/ce mgx hr, es Ja constante de destrucción. 

El modelo contempla un término negativo por la formación de producto, donde 
la constante de este término explica la destrucción de la enzima. 

El ajuste de Jos datos de producto al modelo de Bailey explicó solamente Ja 
formación de enzima hasta que esta alcanzó su máximo en el medio de cultivo. 
Al igual que el modelo de Luedeking-Piret, el modelo de Bailey no pudo ajustar· 
la parte correspondiente a Ja destrucción de la enzima. 

· Con base a los experimentos sobre inhibición de Ja enzima por productos de 
la hidrólisis de triacilglicéridos, se consideró como posible factor de 
destrucción o inf1ibición de Ja enzima al écido oleico u a otro producto del 
crecimiento de la levadura, presente en el medio de cultivo. 

La constante de destrucción fue entonces considerada como una varial:lle del 
crecimiento, la cual fue proporcional a Ja cantidad de inhibidor acumulado en 
el medio de cultivo. 

El inhibidor, es un producto intermedio, entre el consumo de sustrato y la 
generación de biomasa, podemos considerar como un ejemplo a la producción 
de ácidos grasos. 

Los ácidos grasos liberados por Ja actividad lipolítica son consumidos por el 
microorgenismo, pero como el ácido graso es un inhibidor de le Ji pasa, debe 
entonces también existir una acumulación de este inhibidor en el medio de 
cultivo, el cuol deberá ofectar lo octividod de Jo enzima. 

Considerando una acumulación de inhibidor en el medio de cultivo se propuso 
la siguiente relación: 

dk/dt = c ds/dt - d x 
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donde: 

k [=L g/1, es la concentración de inhibidor en el medio de cultivo. 
e [=L gs/gk, es la relación de conversión de aceite de oliva a ácidos 

grasos, considerando a estos como el inl1ibidor. 
-ds/dt [=L gs/hr, es la tasa de consumo de sustrato, en este 

término esta involucrada la lipasa ya que relaciona el consumo de sustrato y 
la generación de biomasa. 

d [=], gk/gx*t, es l::i velocid::id de consumo de los ácidos grasos por 
la biomasa. 

x [=], gx, es la biomasa. 

La acumulación de ácidos grasos depende de la velocidad de hidrólisis del 
sustrato y del consumo de estos por generación y mantenimiento de la 
biomasa. 

La producción de lipasas fué modelada tomando en cuenta un término de 
destrucción por formación de producto. Por otro lado, la produción de ácidos 
grasos fué modelada tomando en cuenta un término de destrucción por el 
crecimiento de la levadura. La producción de lipasas pudo haber sido modelada 
tomando un cuenta un tér-mino de destrucción por generación de biomasa al 
igual que en el modelamiento del inllibidor. Se consideró que la levadura no 
consume a la lipasa ya que la enzima le es útil para !1idrolizar al triglicérido y 
generar ácidos grnsos y glicerol para su crecimiento. 

Los datos experimentales del consumo sustrato corresponden a la materia 
hidrofóbica del medio de culivo, la cual es extraída con cloroformo, por tanto, 
los datos de sustrato son, entre otros, los correspondientes al aceite de oliva 
y ácidos grasos. 

Existe la hipótesis de que la enzima podría hidrolizar- todo el triglicérido, en 
un periodo-similar en donde la producción de lipasa alcanza su máximo, y 
posteriormente esta enzima ser asimilada por la levadura. 

7.3.6.4. Simulación del crecimiento de Varrowia Ji polyt ica 661 
Los parámetros obtenidos de los diferentes modelos fueron utilizados en una 

simulación del crecimiento de Varrowia lipolytica 681, empleando los 
modelos logísticos de biomasa y sustrato, y el modelo de producción de 
Jipasas, considerando en este último una variable de destrucción ó inhibición 
de la enzi rna. 
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La siguiente figurn (Fig. 7.22) muestra Ja simulación de Ja producción de 
enzima por \'arrowie lipolytice 681. 

Simulación del crecimiento de 
Varrowia Jipolytica 681 

Tiempo (hr) 

Las constantes involucredes en Jos modelos de producción de enzime y de 
inhibidor fueron calculados mediante ensayo y error de Je generación de datos 
de las ecuaciones pi enteedes. 

Les ci nétices obtenidas del crecimiento de Verrowie Jipolítice 681 
corresponden e los detos experimentales obtenidos. Los modelos describen el 
comportamiento del crecimiento de esta levadura. 

La producción de enzima tiene un comportamiento poco común a otros 
metabol itas microbianos, es importante señeler que existe Ja presencia de un 
inhibidor de la enzima, el cual depende del crecimiento celular. 

En el ensayo de actividad Jipolítica el extracto enzimático fué diluido Jo cual 
en términos de concentración podría dejar libre una determinada 
concentración de enzima y esta cantidad podríe presentar actividad. Le 
inhibición de le enzima podría ser reversible o irreversible, Jo cual podría 
determinarse mediante Ja diálisis de Jos extractos enzimáticos con y sin la 
presenci!'l de ácido oleico. 

Es necesario realizar un estudio mas profundo sobre Jos mecanismos de 
producción de Ji pases por este microorganismo y proponer otros modelos 
relacionados e le inhibición de Ja enzima que seguramente ocurren durante el 
crecimiento. 
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7.3.9. Conclusiones 
El medio inicial ó medio base, con la adición de tween 80, resultó en ser un 

medio que aumenta la producción de lipasas extracelulares. Les lipasas, las 
cuales siempre fueron medidas del medio de cultivo, estan asociadas a la 
membrana celular de Varrowia lipolytlca 681 .. las lipasas son liberadas al 
medio mediante una acción detergente del tween 80. La producción de lipasas 
no esta asociada completamente al crecimiento celular, ya que incrementos en 
16 concentrnción de urefl y aceite de oliva eumentarnn la concentración de 
biomasa pero no la concentración de enzima. 

Le morfología de la levadura y la concentración de oxígeno en el medio de 
cultivo parecen ser importantes en la producción de enzima. La formación de 
pseudomicelio, así corno bajas concentraciones de oxígeno mostnirnn 
incrementos en la fonnacion de lipasas. 

La temperatura y el pH inicial juegan un papel importante en la producción de 
enzima. El manipuler el pH y la temperatura durante el crecimiento del 
microorganismo podr-ía generar impor·tantes resultados en el estudio de la 
síntesis y estabilidad de la enzima "in vivo". 

Existen diferencias en la estabilidad de la enzima dependiendo del tipo de 
reactor utilizado. La estabilidad de la enzima "in vivo" en matraces ogitados 
es mayor a la producida en condiciones de pH controladas. En matraces 
agitados se encontró actividad dtu-ante un lapso de 24 a 66 l10ras, la 
estabilidad de la enzima en un reactor con condiciones de pH, agitación y 
aireación controladas fue por un periodo de 5 a 25 horas, estas diferencias en 
estabilidad pueden deber-se a esfuer·zos cortantes y aireación de cada reactor. 

La presencia de inhibidores, como lo son ácidos grasos, afectan la actividad 
lipolítica. Estos efectos inhibitorios pueden ser controlados por la adición de 
sales, "quelantes" de los écidos grasos. La cuantificación de ácidos grasos 
durante el crecimiento de la levadura podría mostrar resultados interesantes 
sobre el comportamiento de la síntesis de lipasas. 
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7.4. Comportamiento de \'orrowio lipolyticn 681 en soporte sólido 
La Arnberlita IRA-900 fué usade, previernente, corno soporte sólido en el 

crecimiento de A. niger (Auria et. ;:;J..1990). Con tia~e a los resultados 
obtenidos po,r Auria et. al., Yarrowia lipolyt.Jca 661 fue creci1ja en Arnt•erlita 
IRA-900 (Rhom y Haas, 19'34) 

Esta resina fué seiecciomida con base en ~;us características físicas de 
rntención de tiqua, tamaño de partícula. estabilida1j a diferentes pH 'J densidad. 
Además, dicl1a-resina no es bio•jeqradable, no presenta inl1ibidore~. del 
crecimiento Lt su estructura fí::.ic~) no es modificada durnnte el crecimiento 
(Auria et. a<- en prensa-a) Le Arnberlita IF:A-900 presents algunas 
desvente Ja:;. ye que esta resina esta básic•:irnente formada por radicales 
arnoni o

1 
lo::: tufi 1 es representan una 1jiri culta1j ilnte al guni'ls prueba:3 comunes de 

cuantiíicac.ión de 010r-naso corno Lov·n-y. uv, Azul de Coornassie, Biuret ~ 
r~_ieidat-11, así como 1jesventa1as por la retención de proteína debido a sus 
cilrncterí ~;ti ca·:; de in lercarntii a1jor- i óni co. 

En estB (1ltima p(wt_e del trab;110 lo~; ot1Jeti·-1os fuernn los siquientes: 
-Proponer un rnetoijo de extxacción 1je la lipasa .. debido .j sus propiedades de 

i ntercarnbi ador ióni co de l ;:J arntierl ite 1 f''.A-900. 
-Proponer un rnetodc• 1je e~(traccion 1je la b10rnasa, dado:is los problemas que 

representa el cuam.11icar ei crec1rniento en sopones solidos 
-Producir iipBsas rne1jiante el crecirniento de Varrowia lipolítica 6S 1 sobre 

lo .:in1berliltJ iRA-900 con el rnedio 1Je GUltivo "optind:::cnjc1" ·'llilt::rionnenl.e, 
t•ajo las con,jiciones de temperntura ~ pH inicial 1nc;s ir:l'·10rable·3_ 
-Cornparnr- al 1:iun0s cara e ter-ís t 1 u1s de 1 as l i pó'.:«'JS, prnduci 1j;js pe;¡- me di os 

líquido y sólido, en el '.3isterna 1je cuantiiicGción 1j;:; 1cti'.'iija,j lipolít.ic;:i 
pr-opuesto. 

7.4.1. Ext.nir.r.ión óe la enzima oel soporte sóiicío_ 
i_él A1nbe1-il1-·'l IR1'1-';1:.rü es un:J rnsin:J 1ie interc~:-nbio aniónico. De acuerdo a 

~.ut. c.:iracteri~.tica~; de inte1-cair1bia1ji:q- iónico ''":l 1jernostr-ó que dicl1a resina 
ads.ort•e ;3 las lipa::.;]S. \Ja otnis proteín.:i::. como sero.:ilburnina de bovinos. 

P:"ir;3 demostrar la Bdsorción de la lipBt'ª en la resina se realizó lo siguiente: 
Veinticinco gramos de ;irnberlita %ca iuer-on puestos en contacto con 75 ce 

de una solución de lipase con una activida1j de 3.48 ± 0.095 uicc. La mezcla fué 
agitaija a una temperatura de 25 ·>e por un periodo de 16 liorns. La actividad 
irna 1 del sobrenadante fue de 0.054 u/ ce. 

La resina adsorbió el 9956 de la enzinrn .. la cantidad de enzima reteni1ja en el 
:,;uporle fue de 15.2 u/g de soporte ::;eco. 
F'o~.terionnente, l;:i resina, con acti1,1idad lipol ítica, fue pue:::.ta en contacto 

con diferentes soluciones con el fin de e;(tn:ier a lB enzima carnbiando el pH de 
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le resina. 
La resina fué tratada en un rango de pH de 2.5 a 11.5, los "'buifer" utilizados 

, fueron de citratos, tris-malatos .. tris y carbonatos en concentración 0.21'1. Un 
contra 1 con a qua dest.il ada fue también ut i 1 iza do. No '='e 1jetectó actividad 
lipol ft1ca en los extractos obtenidos de los tratamientos antenoi-es. En , 
cambio. si se observó ectividad enzirnátice en el soporte t1úmed1) sieMo ésta 
de 7.9 u/q úe sopor-te seco. aprm<irnadarnente, el 50% 1je la actividod r-eteniúa 
en l.:l mez-cla inicial. Lo anterio:-, posiblemente, se debió a que el otro 50;';; de 
1 ¡¡ snzi rna tuvo b 1 oque1:los S!JS ·::it.1 os actí \'OS cw:indo la 1 i p::isa estu·.10 ::idheri da a 
la arnberlita IRA-900. 

Un tratarniento con una ·3olución 1je l 1)% de NaCl (0.23 g de Í"laCl/g de sopor-+e 
seco) permitió recupenir "I 46:0:: de lá enzima adhet-i1ja, inicialmente. a la 
resrna. La e:1tnicc1ón antencw se realizó en un lapso ele 2 lloras con una 
ternper:'ltu;-a •Je 25 'C. 

Consideran.jo que la en:ima pudo ser e;.;traída con NaC:l se prosiguió con lo 
siguiente: 

El soporte fué tnitado con une solución de ~-J::iCl tal que e~nstió una relación 
de 0.:245 g 1je NaCl/g 1je sopor-te seco, en !a solución 1je extracción. Dicho 
tratamiento permitió el intercambio 1je la enzima por iones cloruros entre el 
sopone ~ e 1 rnec11 o lí qui 1jo. 

La siguiente figura (Fig. 7.23) rnueslre el efecto dei NaC:l en la e;;tnicción 
de la enzima. 

Efecto de1 ff..,:iCJ en la c-xtracción de la enzlma 
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Le lipese adherida a le resine fué egt_raída mediante une solución salina de 
NeCl manteniendo una relación mínima de 0.2 g de NaCl/g de sopor·te seco. La 
li_pasa no fué rernov.i 1ja to ta 1 mente del soporte¡ posi b lernente, se necesite un 
tiempo de exr.racc1on rnauor, o bien realizar el tratamiento a 1j11erentes 
temperaturas, un estudio mas prnfundo e.n la relación lipasa-soporte podría 
generar· rnejurns r-endirnientos en la e;<tracción. 

7.4.2. Cuantificación de lo biomoso. 
La cuantificación de t11orna,3C!, como rne1jida del crecimiento de la levadura en 

soporte sólido, resultó ,j!ficil 1je '-"'llorar por· métodos comunes debido a 1.:i 
presencia de 1;3 n"sina en el rnedio q a Ja composición química de esta. 

La bi on·1a~.a Tué cuantificada me1j¡ ante la separación dE I ,3·:. c.é lula~: por 
diferencia 1je 1jen::.idades rne1jiante el siguiente pn:icedirr1iento: 

L;;is célul.JS en el suporte iuen:m :;ep.:in1da~. por il•:Jit·ación iJ suspendidas en 
una solución ié.ülónic·s de NaC:l. Postenonnente, la rnezcla soporte-células iué 
centr·ifugada !:i separnda por 1jensi1jad (la densidad 1jel soporte es ligeramente 
maqor a la de las céiul!E:. ver carncteríst.icas de la arnber-1ita IRA-900), el 
agti"a excedente iué el imir1a•ja 'd ~:e agre•:JÓ una solución de glicerol al 80%. El 
eiecto de la solución 1je •:Jlicer·o1 fue aumentar· la 1jen·3ida1j 1je h1s células y 
iorrnar tr·es iases. Las célula~. se depositaron en el iondo del tuoo de 
centríiuga seguido de i a solución de •:Jl i cenJ 1 'd srntierl it;3. Ui Amtierl i t. a-IRA 
900 fue entonces fbci1ir1ente ~.epan11jci. Posti::r"io.-rnente :3i:> r-.~<Jl12,1rnn lii'lados 
de la biOifüisa con ::.olución it.otónic.a 1je NaCl ·'ll 1~ con el propós.it.o 1je 
eliminar el glicerol. L.as células iuer·on iinalrnF-nte c1.i.3ntiiica1jas por peso 
seco a 60 .,'C durante un período de :24 l1orn:3. 

i;, continuación :?e rr1uest1·a una curva patrón (Fig. 7.24) de la relación 
cel ul as-soporte tratadas con ql 1 cer-o l q células-soporte sin tratarni en to. 

La curva patrón iué elaborada cün car;tidades de biomesa conoc1de y 
posteri m-rnente rnezc lada con el soporte, rea 1 i :ando el tnitami en to arriba 
mencionado. 
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,-., 

Relación de Ja biomasa con y sin 
tratamiento con glicerol 
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La relación de 1°1 biomasa trntada con 'Jlicerol y la biorm1se control sigue una 
relación no lineal. Lo anterior-, positilemente .. es debi1jo a los lavados :'l que se 
somete :'l la biomasa trata1ja con glicerol. lo cual resulta en una pénjida 
·;i gnificat1va (ru:.=0 5) de biomaso. 

7.4.3. Cinética de crecimiento !J producción úe enzima ele Yarrowia 
iipolytica 681 sobre aml.lerlila IRA-900. 

1/arrowia lipolyt.ica 681 fué crecida sobre el soporte en columnas 
ernpecBdas. El rnedio de cultivo iue el medio base rnicial con la pr-esencia de 
tween 80 al O 05~, el medio de cuJti1.•o fue ligeramente ernul:=;ificado para 
dispersar el aceite de oliva y realizar un rne:clado t1omogeneo con el soporte. 

Se realizó un onélisis 1jestn1ctivo de cada columna para determinar la 
cantidad de enzima y biomasa, el pH y Ja t1urneded dunmte el crecirn1ento de 
la levadura. 
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la cinética de crecimiento de "lerrnwie lpolítica sobre Amberlitfl IRA-900 
fue la siguiente (F1g. 7.25): 

Cinét1cfl ele Vflrrowifl lipolyticfl 681 
sobre Amberl ito IRA-900 

-Actividad (u/g soporte »eco) --Humedad(%) 

--- ... -i~f.mno;ó(m1/g '°'°'-i""') ' µH I 'ºº 
~ ~ 

Q. . ·--- ·----- - " 
~ 1 o . . o :>--- , , > - , , 30 

~ B . .. . . • ,,,-{, ___ ;,_~~. J .,. 
~ ¡_=-~~~-~ 160 3 
: 61· . . .. , ·)_;>,,,.~ - 40 ~ 
~ 4 / '• Q. 

; ~ ._ /,·. ,.z-~---~-'---'-~-~' 20 

< /' 
o -+-----+------+----+------l o 

o 27.5 55 32.5 
Tiempo (hr) 

. 110 

La actividad lipolítica rnáidrna prnducida fue de 2.5 u/i;¡ de sopor-te seco en un 
tiempo de apn:1x11"nadarnent2 4;3 11oras. 

La activida1j lipolítica máidrna en arnbos tipos 1je medios, líquido y sólido, 
fué encontn:id•:i en un per·iodo 1je las 24 a 4E; hora:'' ele ci-ecirniento. 

Posteri orrnente, VatTOV>'i 'l l i po1 yt ice 681 fué crcci dil en :_¡;i si sterna de 
cultivo en sólido donde fue posible cepturar datos de C02. temperatura, pH y 
ca ida de presión, en 1í ne B. Este sistema perrni tió determinar. indirectamente, 
el tiempo donde se ei<istió la nrnyor· actividad metabólica 1jeJ micrnorganismo 
ba30 las condiciones de cultivo ya conocidas. 

Las siguie11te:; gr-.jficás (Figs. 7.26, 7.27) muestrán la evolución del C02, el 
pH y la caída de presión en el sistema de cultivo mencionado anteriormente. 



L.. 
.e ..... ,..., 

N 
o 
w 

L. 
.e ..... ...... -e 
E 
~ ...... 
N 
o 
u 

Resulteelos y Dlscus1ón_ 

-co2 -PH 
0.4 -,----,---..,,.----,.-r,;;;c,,;=----r 9.2 

::: =-~=~t\ . -rt_;;r -
. : ¡···~'·~: 

0.32~··-·· ..... -· -·-1l-/ ·:·. 
0.3 -·······-·. ·1·. ···· .• "'.t... . 

0.34 

9.1 

9 

8.9 

8.8 

0.28 ·-···················-·:i'V············· 
0.26 -+-~-.-;--,~-.-r--r-,-~~-r--.-r-.,.-,,-,...-1--8. 5 

-20.00 O.DO 20.00 40.00 60.00 60.00 
Tiempo (hr) 

~co2 -<>-Caída ele presión 

""C 
:i: 



____________________ Result.edOS y D1SCUS1ón_ 

La siguiente figurn (Fig_ 7.28) rnuestrn la r-eltición lineal de la caída de 
presión en la columna con Ja producción de C02 durante Ja fase exponencial del 
crecí mi en to. 

Reh1ción ele 11:1 protlucción ele C02 con lt1 
cuítla de presión durante 111 fase exponenciul 
_ -. -- y = -0.02 16 71 + 0.053644;< R= O. 9956 
u.o T .......... T ............ ¡" .......... j ................ T ............. !'~>;;-¡·--·¡ 

:º~ :~::f _:~~~::=::: 
º:~t.J<;::::::¡~~E~T.J 

6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 

X de C02 (mol) 

La producción 1je C02, corno me1jida in1jirecta de la biornasa, esta asociada a 
los cambios en l;:i ternpe1-Mura, pH 'd calda 1je presión dentro 1je la columna. 

Se obser-va un cambio en el oH en el período en el cual existe mayor actividad 
metabólica por pcwte de la lew11jurn. Lo rne,jida 1je pH 8'3 de un espacio donde 
intervienen una fase sólida (Ambfflila IRA-900), una líquida (medio de 
cultivo) y una gaseosa (aire saturado). Esta medida, mmque e:;traña al 
concepto de pH en fase acuosa in1jic::i un carnb10 en el crecimiento, asociado a 
otras variables. El pH encontrado al r1acer un an;~lisis destructivo de la 
muestra fue de 6.1 al inicio ll de 6.9 al final del crecimiento. El pH obse1-vado 
en línea es supenor al onse1-;1ado en el anali<;;Jé;_ 

La caída 1je presión e~; un rnélú1jo_. ín1jirect.o 1je la biomasa, utilizado por 
AuriB et.. al.. ~en prerro.a-bl p.3riJ observar· el crncirnienl.o de Asp81·qillus niqer 
sob1-e soportes sólidos. La caída de presión es una medida de la r-e-sistencia del 
lecl10 al fll1jo de ai1·e. Le resistencia es proporcional B lo forrnBción de micelio 
i ntrapertí Clll a de Aspergí 11 us niger-. En este e~:peri mento se observa una 
relación entrn la producción de C02 y la c;;if,ja de presión por el crecimiento de 
'-/arro\·Via lipolytica 681. La caf,jB de presión por el crecimiento 1je la levadura 
es mucho menor al oo~;ervMo en A. niger. "ia1To 1Nia lipolytica 681 crece en 
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forma de pseudomicelio, el cual es mas corto en comparación al micelio 1jel 
!10ngo. Posiblemente .. este see le causa por la que se observó unti ce fije de 
presión menor e le presentada por A. niger. 

Los datos obtenidos por- el análisis destructivo 1je la muestrn (prirner­
sisteme) y los cepturados en 1 ínea demuestran une activided rnetabólice en un 
periodo de 16 e 3ó !1oras de rnltivo. Le (lCtiVidad enzimática fué observeda en 
ese mismo periodo. 

Los resultados obtenidos demuestran que Varro 1..via lipolytica ó81 creció 
sobre un soporte sólido y iue posible e~1treer lipasas del medio de cultivo. 

-IAA. Compfiración de las lipasas obtenida en medios líquido y 
sólido 

AláZét-d 1_¡ R•'lirnbaull (1961) i-eólizórnn un estwjio cornparntivo de J.:l 
produccióñ de arnilasas en cultivos 1 íquido y sólido mediante el crecimiento 
de A. niger. En ese estudio E•e ot1:::e1-vó un incremento en la constante de 
afinidad, asf corno un;:, rnaqor t.errnoest.abilidad de lo enzima producida por 
cultic.io ,3óli1jo. Alaz<:inj y R~:iiff1t1;'Jult i: 19'31) asumen q1.rn e,;t_a,; diferencias 
si 1;ini f i cet was entre "1rnt"'l'=' enzHru:is. prc11juc1 das en 1jif eren tes rne1ji os, están 
asocJa1jas El las con1j1c1ones 1je cultivo. 

Rernesf·1 y Lonsane ( 1991) 1je1m1estr-an que ia producción de arnilas•'lS 
rnedian te el cr-8ci rni en to 1je Baci ll us 1 i cheni i onni ~' M27 en cult i"IO ·3urnen¡i do 
es reprimida por la formación de productos finale::. de la l1idrólisi::. 1jel -
sustrnto donde actua la enziííli'l. La regulación por productos f111ales en este 
rni croor-gani srno es rni ni rni za da cuando Baci 11 us l i cheni i orrni s M27 es crecido 
en sólido. Este eíecto no r-epresivo puede detierse al lento y bajo proceso de 
diius1on 1jet1J1jo a J;j ti.'lJtl act1v1aa1j 1je agua. ;'Jsi como a la mi·:oencie de 
agltac1dn ijurante PI crecirn12nto .;c,Dre ::.oporte::: :::.éilidos. 

Las condiciones de cultivo en que rué crecida Varrov-,1ia lipolyi.ica 661 
influyen en ~.1.1 pi-ci1jucción tJe li~1.:i,:.as. 

A continuación se muesti-an alqunas características de laE. lipdsas, las 
cuales fuernn obtenidas por crecimiento en liqui1jo id sóli1jo mediante el 
cultivo de \'arrovda lipol ítica 651 

7.4.4.1. Cinética de Michaelis-Menten en las lipasas obtenidas por 
cult í vos líquido y só 1 í do. 

Kawase et. al. ( 199 1) demuestra que l :'! modificación de 1 ó 2 aminoácidos 
resi dua 1 es, en lé1 l i pasa de Pseudomonas sp. !(\¡./ 1-Só, con tetrerr1i nornetano 
!1ace cambiar los parámetros cinéticos de la ;:icti·-.1id.3d lipol ítica !1acia un 
mismo sustrat.o, con respecto a la enzima nativa. En 1959, Kav;ase et. al. 
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repor·ta que la modificación de los aminoácidos terrnimiles de la lipasa de 
Candida cylindn:icea resulta en un cambio en las constantes de afinidad y 
velocidad de reacción de la enzima. 

La siguiente grafica (Fig. 7.29) muestra el efecto de la tributirina en la 
velocidad de reacción 1je i a enz1 rna. 

Cinética de Mic!Jaelí~-Menten 
12[1 120 1 ' ' i 1:1:i;:;t:::t:~;::~; ::;_=~ :o 

-g j : ;/ 
'C ..;o ~- ...... ;~...... . ...... ... .................... ... <JO 

~ j 'I; 

~ -~ r.·.:r .. 1 ... i .. -.~~~~~:~;~~- :: 
-5.00 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 

Sustrato (mg de tributirina/cc) 

Las cinéticas de r·ti cfHie 1 is-r·1enten de ambas 1 ipasas fueron tnrnsf orrnadas a 
ecuaciones lineales (Fig. 7.30) para deterniinar l.:is constantes 1je saturación 
de ambos tipos de enzime. 

--------------------------80~ 



_____________________ ,Resultados y Discusión_ 

Comparación entr" los parám.,tros catalíticos de las dos enzimas 
OSuslrato/•olividad (sólido) OSustr,.to /actividad (líquido) 
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Le constante de r·1icllaelis-t'lenten de la en:irna producida por vía líquido fue 
1je 0.48 mg/cc y de 0.72 rng/cc pari'l Ja en:irna pro1jucida por cult.i 110 sólido. El 
análisis estadístico muestra que rpj e;dsten diferencias significativas entre 
la Km de esta,3 enzirnas a un nivel de sigmíicancia de t).Ci5 .. pern sí hut•o 
diierencias sígniiicativas entre los niveies de C•45 13 ü.50 Lo anter-ior implica 
el tener el SO:b de proL1.:itdlídad 1je que e;dstan 1jiferencias entre arnbos Km, 
esto es sírni J.:w a ganar o pe.1-der en un '-1olado. 

7.4.4.2. Efecto dDl pH en los Jiposos obtenidas por cultivos líquido y 
sólido 

Nakahara et al. ( 1987) muestran el efecto de la N-acilacion del amino;~cidü 
re!?.idual de la enz1rr1a J1pox1genasa. Los efectos sobre e~:ta enzima 
determinaron una menor estCJbiiidad de dicha enzirna a pH altos debido al 
cmnbio en su punto isoeléctrico. También se observó un 1jecrnrnento en la 
constante de ,3finidad w en la terrnoestabilidad de la enzima modificada. 

La actividad de ambas lipasas, obteni1jas por- diferentes medios, fué 
observada en un rango de pH de 5.5 a 9.0 en el medio de reacción anteriormente 
establecido. El pH fué ajustado con buffer tris-malatos 0.2f·J. 
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En la sigiente figuni (Fig. 7.3 l) se compani la estabilidad de las lipasas, 
obtenidas por diferentes cultivos, a diferentes pH. 
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Efecto del pH 

i--- Líquido 
............ !----sólido i 40 

5.SO 6.00 6.50 7.00 7.50 C:.00 C:.50 9.00 9.50 
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La actividad lipolít.ica 1jel cultivo en liquido decrece por an-iba de un pH de 
8, contrario a la actividad que presenta el e:<tnicto enzimático del cultivo en 
sólido. Tal efecto, pos1tiiemente, se deba a un cambio en el punto isoeléctrico 
de la enzima debido a Lm carnbio en la estnictun:i y/o composición de la 
enzima. tal como lo 1·1a obsen1ado por Nakar1arn et. al. ( 1967). 
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7.4.4.3. Efecto de Ja temperatura en las lipasos obtenidas por· 
cultivos líquido y sólido 

La actividad 1je err1t1as lipasas iué observada en un rengo de temperatura de O 
a 45 ºC (Fig. 7.32) 

Hecto de la temperatura 
120-,-----,----,----,---.,...---rl20 

-=-Líquido 
--"·-- Líq. + NaCI 83 40 .g 40 

····•····Sólido .,, 
20 -~~-.-~~..,....,~~..,....,.~~.,...,..~~r-20 

0.00 10.00 20.00 30 01) 40.00 so 00 
Temperatura (QC) 

Ei extracto enzimático obtenido por cultivo sólido presento dos máximos de 
acl i vi deid; uno a i O ºC y otn:i a 37 "C. Po:>ib 1 ernente debido B 1 a presenc i B de 
do~. tipos de lipasa. El e;-:t.racto enzimático producido por cultivo en sólido 
pr-esent.ó un ma:;imo il 37 ºC. 

Se observó el E•fecto del NaCl ::::obre la actividad lipolític::i El e;(tracto 
enzimático del cultivo en sólido contiene una concentración de NaCl superior 
al del cultivo en liquido, debido al método de e~<tracción usaijo 

El e>;tracto enz1mlit.Jco del culti\10en1íqui1jo iué llevado a una concentración 
dei B'.'6 de i'iaCi. La ac1.i11idad en esa solución se vió aiectada por la sal debido .. 
posiblemente. Bl incrernenl.ú en la fuerza iónica del ff1edio de reacción corno qa 
se ha echo notar. Aún con el efecto del NaCl sobi-e li:J enzima se ob2.ervaron dos 
puntos mágimos de .:ictividad en el egtracto del cultivo en 1 iquido. 

El NaCl no tiene otro efecto sobre la enzima rnas que en la actividad. La 
diferencia que e)(iste entre ambos e:'-'.tractos enzimáticos, en cuanto a le 
posibilidad de dos tipos de lipasa en uno y solo un tipo de enzima en el otro, se 
debe, tal "IBZ, a una forma de reprn:;ión de la 2.íntesis de una enzima en el 
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micrnorganisrno durante la producción de lip::isas por- cultivo sólido. 

7.4.4.4. Product i Yi dad 
El método 1je cr-ecimiento de micrnorganismos sobre sopor-tes sólidos 

biode¡:¡ra1jable~: ria sido una alternative económica a r8ducir los costos de 
prnducción y/o extrncción de enzimas para u~:o industrial. 

Raimbaull ( 1966) trnce una rnvi si ón sobr-e 1 as ventajas y tipo de enzimas que 
pudieran producir-se por este tipo dt: cultivo. Shatl et. al. ( 1991) y, Ramest1 y 
LonsBne (1991) realizan un estudio sobre la f•oct.ibilidad económica 1je 
producir arnila":as por cultivo en sólido. Este estudio ,jemuestra ser 500 veces 
mas rentable Ja producción de ami lasas por- cultivo sólido que por Cllltivo 
surnergi 1jo. 

En el caso de la pro1jucc1ón de Ji pasas River-a-Muñoz et. al. ( 1991) trnce crecer 
Penicilliurn candidurn en salvado 1je trigo rne1jiante el cultivo en líquido y en 
sóiido. La producción ,je lipasa::: iue dos veces ~:uperior- cuando el 
microor-ganimo creció :;.obre el ::.opoi-t.e sólido. 

La siguiente tabla muestra G!guno 1jatos :je prnducción de lipasas por 
VatTO'Y..'ia lipol!Jtica 661 en ti-e:; rne1jios de cultivo: 

Tabla 7.16 ProcJuct111lcJad de Jos medios de cultlYo líquido u sólido 
Medio de cultivo ¡ Acti'·llOad ¡Densidad '·./olurnen \Jolurnen Relación: 

j ¡ 1•J~:.1 ce de 1je de vol.reactor/ 

Líquido 
Sólido A 

Sólido ti 

Medio de cultivo 

Líquido 
Sólido A 
Sólido B 

1 • ,-·éactü() 
1 
3.45 u/ce 1.05 q/cc 
1.96 u/g 0.43 g 
soporte 
húmedo 

¡s.211.1/g 
1 sopo:-te 
1 t1úrnedo 

sopoi-t.e 
t1úrr1edo/cc 

reactur· 
(ce) 

250 
47 

47 

t1-.:it1a_io vo l.trabd_i o 
(ce) 
100 l 25 
20.5 2.2 

1 2f.' 'J i 22 
1 
1 

.l\ct.i vidad*'."Olumen Acti vi da1j/volumen Actividad/volumen 
1je trabt1jo,(1.1) de reactor,(u/cc) de medio de 

cultivo líquido 
(u/ce) 

345.0 135.0 3.45 
17.5 19.3 3.29 
46.5 l 51.5 6.76 
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Tabla 7. 17 Cnracterísticlls de los medios de cultivo 1 í qui do, sólido 
A !l sólido B 
t"ledio de cultivo 
Líquido 

Sólido A 

Sólido 6 

Composición del medio de cultivo 

l 
100cc de medio 1je culU•10 en matrnces de 250cc de 
volumen. 
12.9cc de medio de cultivo 'd i:i.ó 9 1je soporte seco en 
columnas con SUcc 1Je volurnen. En e:,.t.e rnMio agua­
soporte se cons1 derc1 que la con e en tnwi ón ije rne1ji o 1je 
culti"IO se diluue por efecto del soporte 0.4 veces. 
12.9cc de medio de cultivo 'd 6.6 '~ 1Je soporte seco en 
columnas con 50c.c 1je 1,1ol1.1n-1en. En "ste me1jio agua­
soporte no se considern que la concent1-;;ic1ón ele medio de 
cultivo se 1füuye por efecto del ::;opoi-t.e .. es decir, la 
concentración de nut.t-ientes en el rnedio de culti•w 
l iqu1do es 0.6 veces mayor- al rne1jio de cultivo J iquido 
empleado en ,.,Sólido A" LI en el rne1jio "Líquido'' 

Los rendimientos de lipasa, pcw volumen de trabajo LI 1·eactor, en medio 
líquido fu e ron rr1e i üre::; d 1 º~' otiteni dos a 1 o~. re:o;pei:t i '~"J:=' en rnedi o sólido. 

Los rendirniento2. poi- ".'Olumen 1je medio 1je culti•.,10 en 1·nedios sólidos son 
similares y J1;'Jsta mejon~:; a lo:; 0Menido2. en medio líquido. e:3to es, la 
concentración de enzirna por- volurnen 1 íquido utilizado en medios sólidos es 
mayor al medio líquiijo. Ldste una importante 1jesventa_ia por parte de los 
medios sólidos, esta es que, el volumen acuoso no ·;:e encuentra libre del 
:;opor-te 1.J t·1abr-ía que e;:trae1-10 con alguno ~;oluc1ón salina, lo cual implica 
diluir ia enzima q por Uinto bajar· los rendimientos por unidad 1je volumen. 

Los rnedios sólidos tendi-ían l·a venta Ja 1je inmotiilizar a l·'l lipasa 'J mantener· 
sus rendimiento::. 

Un aumento en la concentración de nutrientes por gr.'lrno de soporte seco 
resulta en un rncrnrnento de la act i vi d;;id 1ipo1 í ti ca .. este ei ecto no fué 
aneli:edo en lüs me•jios líquido~·. 

7.4.5_ Conclusrnnes 
Vei-rowia lipolqtica 661 iue capaz de c1·ecer sobre un soporte sólido w 

pi-o1juci1-1ipasas'. La producción de enzirna, en cultivo ::;ólido, se realiza en las 
primeras l1oras del crecimiento de la leva1jura similor .:il crecimiento en 
cultivo líquido en condiciones de pH controlodas. En ernbos tipos de cultivo 15 
aireación iue mayor o Ja de rn;;it.race~: i'lgitados 

La lipasa producid;"! por \'arTowia lipolytica 681 es adsorbida por la 
Amberlila IRA-900, lo cual presenta desventa_ias en su recuperación, aunque 
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pueden e~:istir al terne ti vas corno l ;J i nrnobi 1 izaci ón "in vivo" de esta enzi rna, a 
su vez esta alternativa pue1je ser ap!iuible al cultivo en lfquido. 

Varro1-via lipolítica 661 produce lipasas con características difer-entes 
cuando es crecida en diferentes rnedi os de cultivo. El metabol i srno rni crot1i ano 
carnui a ante su arnt11 ente. Resulta dos corno estos 1·1ar1 si 1jo trn 11 a dos en otros 
microorganismos, lo cual apoya la i1jea de buscar otras alternativas de cultivo 
donde puedan encontrerse beneficios para el u~.o t·1umano. 
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B. Conclusiones 
El crecirniento de microon:¡anisrilos sobre diferentes medios 1je cultivo es 

afectado por las condiciones de estos medios. Efectos sobre la aiiniijad por un 
sustrato y, en el rango de pH y temperatura de actividad 1je las lipasas de 
Verrowie lipolytica 661 tuernn observados por el tiect10 de crecer, e esa 
levadura. en medios líquido ll solido. 

La cuantificación de las lip-asti~' es sensible a cambios íisico-qufrnicos en las 
condiciones del sis terna de ensa\,¡o. Esta sensibilid•'id 1je las lipasas •'i esos 
carnbi os y il carnbi º'°' estructural es que les conf i ernn di fer-ente 
comportamiento cinético por crecer en diier·entes medios, positilernente, no ha 
permitido norma 1 izar- un sistema de ensaiJo 1~enera 1 que permita cuant i ii car y 
comparar lipasas de diferentes rnicroorganisrnos. Ei sistema 1je ensayo 
propuesto en esta tesis, como otro~' rnucl1os, fue sensit1le, repetitivo y 
cornpaniti110 con ·;u~. respecti\1a2. lirT1itacionet'. 

El medio de cultivo propuesto perTnite el cr-ecirr:iento 1je 'hiffO"Nia lipoll,¡tice 
!d la producción de enzima. En este medio se conocen los elementos que lo 
componen, po;· lo que iue 'des f,sct.1t1Je reolizar un e::;tuijio ::obr-e los 
principal es el ernent.os que aiecUin la produci ón de l i pesa<:;_ 

Los r-esult.ados 1je l•:i te:;is t·1•:in qenerado int.eré:3 ·;obre el rno1jelarniento de le 
pro1jucción de lipa:::tis por el crecimiento de rnicroorqanisrr1os ::.obre sustratos 
insolubles. Estudios sobrn este terna po1:Jrían ijar- a conocer el cornpoi-tamienr.o 
de la síntesis. r-epresión e inr·1itiición de estas enzir·nas. Dtrn terna 1je interés 
podría ::er· 1a inrnotilli:oción de lip•:isa<:. "in sil.u" por- r:.u1t1vu 1fqui1jo 1.¡ ·;óli1jo, lo 
cual oirecerki, a pa1·t.8 de l·'E· vent·'lJ•'lS de l.J inmob1li:.'lción, "!ent.aja-s en ,:¡l 
evitar lo separncion :je la en:irno de~ rned10 :je cult.i .. ..-o. 

La produción 1je lipasas en medio ~·olido 8:3 factible, pero las 1,1entaj•:i:o• en 
product i vi 1jad de esta enzima en me1ji o 1 í qui do hacen que no pue1jan cornpeti r 
por ar·rora desde un punto 1je viste económico. El ci.:lti".JO sobre soportes sólido:: 
sigue sien1jo una alternal.lv•:i en la producción 1je enzirn.ss, 'den otro~· casos una 
reaiiijad duna esoeranza en el tnltatrnento de deseci1os orqánicos. 

La activid.'Jd lipolff.ica e::; 1nr·1it1idd por prn1jucto~' 1je lti rüd-n51isi~. 1je 
triglicéridos. La tiaja estabilidad de la en:ima en el medio·de cultivo .. en 
con di ci ones contrn 1 adas, se debe, posi b 1 emente .. a 1 a presencie de ácidos 
grnsos. La velocidad de llidr-ólisis del sustrato .. posiblemente, es rna!dor a la 
velocidad 1je consumo de los ácidos grasos por la levad1.a-e, esto es, egiste una 
acumulación 1jeJ inr1ibidor en el medio. 
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