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Lista de abreviaturas utililizadas en las gráficas. 

ALV =Actividad lipolitica volumétrica. 

BIOM = Biomasa (peso seco). 

SUS = Sustrato consumido. 

Lista de abreviaturas utilizadas en los geles. 

MPM = Marcadores de peso molecular. 

Fuentes de carbono utilizadas: 

Glu = Glucosa 

Alm = Almidón 

Dex = Dextrinas 



OBJETIVO GENERAL 

Determinar la influencia de la naturaleza de la fuente de carbono en la producción de 
lipasa de Rhizopus delemar. destinada a la modificación de un sustrato lácteo. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Determinar si el aceite de olivo actúa como inductor, efector positivo o como fuente 
de carbono. 

b) Establecer el efecto de la vanac1on de la naturaleza de la fuente de carbono 
(carbohidratos) en producción volumétrica, productividad y crecimiento. 

c) Determinar mediante estudios electroforéticos si se producen diferentes enzimas 
lipolíticas en función de las diferentes fuentes de carbono o en el curso de la 
fermentación. 



PRESENTACION 

Las enzimas presentan numerosas aplicaciones en el campo de alimentos, destacando 

entre ellas amilasas y proteasas. Las enzimas lipolíticas (EC 3.1.1.3) constituyen una 

pequeña fracción del mercado de enzimas de sólo 3% según algunos autores (Godfrey 

y Reichelt, 1983), pero que aparentemente tienen un alto potencial de crecimiento, 

existiendo predicciones de que llegarán a ocupar el 10% ( Kilara, 1985, Godfrey, 1983, 

Cottle 1987) en esta década. 

DISTRIBUCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES 

EN EL MERCADO MUNDIAL 
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APLICACIOH INDUSTRIAL. NOTE SE EL SIONIFICATIVO AUMENTO TANTO 

EN EL VOLUMEN MUHOIAL DE VENTAS COMO EN LA PROPORCION DE 

LIPASAS DE 1Ra$ A ruo QODFREY,TH3;K/LARA,1U5:COTTLE,IUT 



,¡ 

En la actualidad el mayor número de aplicaciones de lipasas se encuentra en ta 

generación de sabores en productos lácteos, aspectos sobre el que el grupo de trabajo 

en el que se desarrolló la presente investigación ha estado laborando. 

Las lipasas fungales son las que más se han empleado con este propósito, pues se 

pretende sustituir a las animales, cuya disponibilidad es limitada, y a las bacterianas a 

las cuales se les asocia con sabores rancios. Rhizopus delemar puede ser empleado 

en la generación de sabores lácteos. Esto permite trabajar en un área de investigación 

y desarrollo de nuevos productos, considerada de gran importancia tanto a nivel 

nacional como a nivel mundial, ya que los saborizantes enzimáticos son considerados 

como aditivos naturales, que es lo que buscan o prefieren los consumidores 

actualmente, lo que ofrece una gran oportunidad de competencia en el mercado. 

Es importante considerar que el sabor desarrollado debe ser satisfactorio para el 

consumidor local, principalmente. Con base en evaluaciones sensoriales realizadas 

por panelistas locales se ha determinado que el saborizante elaborado con enzimas de 

Rhizopus delemar ha estado entre Jos preferidos al evaluar productos modificados por 

las enzimas de otros microorganismos (Tobalina, 1990). 

Las lipasas de Rhizopus delemar pueden ser empleadas en otros procesos, como 

transesterificación e interesterificación lwai y Tsujisaka reportan su producción en un 

medio definido y encuentran que produce 3 enzimas. Sin embargo los factores que 

regulan y afectan su producción han sido poco estudiados (Fukumoto, 1963, lwai, 

1979, Espinosa, 1990) y no cubren todos los aspectos. 

Ante la importancia de obtener un catalizador de bajo costo, una de las metas es 

incrementar tos rendimientos en producción de la enzima. Existen dos estrategias para 

logararlo: optimizar el medio de cultivo y obtener cepas alteradas genéticamente. 

En este trabajo se analizan dos de tos factores de mayor importancia en el diseño de 

medios de cultivo, como son la fuente de carbono y el inductor o efector positivo. Los 

resultados pueden servir de base a trabajos futuros de mejoramiento genético y 
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optimización de medio. Al obtener la máxima producción se debe tomar en cuenta que 

es crítico el costo final de las materias primas utilizadas así como que no ejerzan 

fenómenos regulatorios como represión catabólica, inhibición por sustrato, no 

inducción o inactivación por catabolito (Polnisch, 1989). 
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1. INTRODUCCION 

1.1. Concepto de enzima 

Las enzimas son catalizadores biológicos que promueven una amplia variedad de 

reacciones bioquímicas. Las enzimas son moléculas proteicas que, como otros 

catalizadores, sólo tienen que estar presentes en cantidades diminutas a fin de ser 

efectivas. Tienen la capacidad de disminuir la energía de activación de determinadas 

reacciones, logrando ésto al combinarse provisionalmente con el sustrato, para formar 

un complejo enzima-sustrato, que es menos estable que el sustrato en si; la 

disminución de la energía de activación vence la resistencia a la reacción. 

Entre la características de manejo de las enzimas que permiten su utilización en 

diversas industrias se encuentran : 

1).- No son tóxicas, ni generan subproductos tóxicos 

2).- Son especificas a determinados sustratos 

3).- Se pueden activar en condiciones de reacción suaves de temperatura y pH y por lo 

tanto desactivarlas fácilmente en el momento deseado por los mismos efectos. 

La edición ordinaria de la «lnternational Union of Biochemistry Handbook of Enzyme 

Nomenclature» compendia casi 2500 reacciones diferentes catalizadas por enzimas. 

Esta cifra subestima el número total de enzimas descubiertas. De estas 2500 

enzimas, alrededor del 15% están disponibles a través de los proveedores de 

productos bioquímicos, en cantidades que oscilan entre µg y Kg; son sumistrados, 

esencialmente, para propósitos de investigación. Sin embargo, sólo unas 40-50 

enzimas son fabricadas a escala industrial, es decir, en cantidades que van de Kg a 

Ton anuales. Estas 50 enzimas son producidas a partir de microorganismos, plantas o 
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animales y catalizan, en general, reacciones hidrolíticas simples (Godfrey y 

Reichelt, 1983). 

1.2. Fuentes de enzimas 

Tradicionalmente se han producido pocas enzimas de origen animal (lipasa 

pancreática y tripsina, por ejemplo) debido a que éstas pueden ser reemplazadas por 

otras similares derivadas de microorganismos. Sin embargo, los sustitutos microbianos, 

aunque catalíticamente eficaces, presentan diferencias sutiles en sus propiedades que 

pueden ser cruciales en el proceso de su aplicación. 

Por otra parte, se han llevado a cabo estudios sobre la producción de enzimas a partir 

de cultivos de células animales o vegetales. El problema esencial que se presenta es 

que el crecimiento de estas células es lento y por ello es dificil mantener su esterilidad. 

La consecuencia principal derivada de la problemática que plantea el uso de productos 

de origen vegetal o animal, es que los microorganismos se han convertido en la fuente 

primaria de las enzimas industriales, pues estos últimos tienen la ventaja de que 

producen una enorme gama de enzimas potencialmente útiles, muchas de las cuales 

son segregadas al exterior celular. Por otra parte, son capaces de desarrollarse fácil y 

rápidamente en su medio de cultivo y la tecnología al respecto, a gran escala, se 

encuentra hoy bien establecida. Los microorganismos -particularmente los que 

secretan enzimas- son la materia prima preferente del enzimólogo industrial. Los 

recientes avances en la tecnología del DNA recombinante ofrecen muchas ventajas 

potenciales. Por ejemplo, es posible la incorporación de un gen animal o vegetal a un 

microorganismo. En consecuencia las enzimas difíciles de producir por métodos 

convencionales pueden cosecharse con éxito aplicando la tecnología tradicional de la 

fermentación a los microorganismos recombinantes. De modo similar los genes de 

enzimas procedentes de microorganismos patógenos, pueden ser transferidos a 

huéspedes aprobados como seguros (P. Gacesa y J. Hubble, 1990). 
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Algunos ejemplos de microorganismos productores de enzimas de uso comercial se 

mencionan en la Tabla 1 (Kawasaki L., 1991). 

M 1croorgen1 smo~ 

MICRDOROAHI SMO 

Aspcrgl 1 llls oryzae 

Bacl\lus coagulans 

e. sturolhermophl lus 

n. subll l Is 

Conlothyrium dlp\oidltl la 

Endornycopsls rlbul lger 

Lactobaci 1 lus brrvis 

Pen\cll lum sp. 

r. thr fiO'i/t'nUm 

P, cllrlum 

R. nlveus 

Saccharornyces cernh 1 ar 

Schrotlna l lbtrllna 

Streptococcus sp, 

Strrplornyces rraolat 

Strtplomyces grlseus 

Trlchoderma reuel 

fabla No. 1 
productores de enzimas 

ENZIMA.S 

Gluco~ml lasa 

(11111.:t•'o,\(U.ld.1•,.1 

f'ecllnasa 

Proteasa 

Ptcllnasa 

Pen\cl 1 lasa 

Glucosa lsomerasa 

o· ami lasa 

o • ,\1111 la::.n 

f'enlci 1 inao;a 

S·rosfod lesterau 

Pectlnau 

Ami loglUC0$1di!Sa 

HIU idasa 

Glucosa lsomernsa 

Oot1 anua 

(iluc.usa Olid11s" 

llpau 

Ami loglucosldau 

lnvi:r\au 

Oueratin<ISI\ 

rrotusa 

5' -losfulllrstc-r<1s;i 

Protusa 

5' - ros rodl esltr nst1 

Ce 1u1 asa 

lmpor1.ante~ 

• CLASJFICACIOK 

E.C.3.2, l,J, 

E.C,3,4.Zl,14 

1.r. '"'""'·;'· 
f,C,1.1,,:t.it. 

E.C, 3~ 1. l, 11, 

E.~ •. ~,'4',21;14'. 

E.C.3,4',24,4' 

E.C.3.1.1,011. 

E.C,J.5,2,6, 

'E,C,5,3.1, 18. 

-E.C,3.2, l.1. 

E.C,J,2.1.1. 

l.C. J, 4.~ ... <I. 

E.C,3.5.2.6. 

E.C.3.1,<t,\, 

E,C,3.1.1.11. 

E.C.3,Z.1.3. 

1.c:.:t.1,1,J. 

E.C,4.3.1,3. 

E.C.S.3. l.18, 

E.C.3.2.1.11. 

t.C.1,1.J,'4, 

E.C.J,\,4, 1, 

E.C. l. tl, 11, 11, 

E.C. J, 1, I, 3, 

E.C, 3.2.1,3. 

E.C.3.2, I, 26. 

E.C.J,l,l .11. 

E.C.J ... ,22, 19. 

E.C,J,4,V9.11. 

t.C,J.4,2'4.'4 

E.C.l.1.<.1. 

• E.C.3.'4.21, 1'4. 

E.C.J.4.2'4.4 

E.C.J, 1.'4.1 

t.C,J.2.1.4 

• Tomt1da de Enzyme Homentlature 1 Academ1c: f'ress, 19791 (t;awa!>al.1 L,,1991) 
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Las enzimas han sido utilizadas desde varias décadas atrás en la industria de 

alimentos, refiriéndonos especialmente a enzimas de origen vegetal y animal. En las 

últimas décadas se han sustituido éstas por enzimas de origen microbiano por las 

razones antes mencionadas y además por poder encontrar entre dichas enzimas 

algunas con mayor resistencia a fluctuaciones· de pH y por su termoestabilidad. 

Algunas enzimas termoestables se mencionan en la Tabla 2 (Wasserman, 1990). 

Tabla No. 2 

Algunas enzimas Termoestables reportadas recientemente. 

ENZIMA FUENTE RANG0
1 

TEMPERATURA ESTABILIDAD REFERENCIA 
OPTIMAz o 

( C) 

Proteasa Desul furococcus mucosus 5-10 85 95 Cowan, et-al (1937) 

Bac 111 us thermoruber 6-11 45 70 Manachlni, et-al ( 1983) 

Bacl l lus stearothermophl lus 5-9 70 <70 Kubo, et-al (1933) 

Termomonospara fusca YX 8-11 80 75 (pH4.5 J 
Ousek y Klnsella ( 1937) 

70 (pH>8) 

a- Ami I asa Thermoanaerobacter flnnl 1 3-7 90 80 Kochetal (1937) 

Clostrldlum thermosulphurogenes 3-7 75 80 Hsyun y Zeikus (1985al 
2+ 

3-8 75 70 (-Ca ) 
2+ Shen, et-al (1988) 

80 (+Ca ) 

Glucoaml lasa C 1ostr1d1 um thermohydrosu lphur 1 cum 4-6. 5 80 95(+almldonl Hyun y ZelKus (1995bl 

Pu 1u1 anasa Thermus 'lquaÚcus YT-1 5-7 >70 95 Planl, et-al (1986) 

C 1 os tri d 1 um thermohydrosu lphur 1 eum 4-6. 5 85 80(-almldon) 
Hyun y ZelKus (1985bl 

85(+almldonl 

Thermoanaerobacter f 1nn11 

Exo-(1-6) Bae 111 us sp KP 1228 4.3-7.8 85 75 Susukl, el-al(l997) 
g 1ueos1 das a 

XII anasa Bacl l lus stearothermophl l lus sp. 5-9 78 74 Grun 1 nger y Flechter (1986) 

Thermoascus aurantl acus 4.5-6.5 75 70 Yu, et-al ( 1987) 

1) Rango de pH sobre el cual es observado aproximadamente un 50% de su actividad maxima. 
o 

2J T de maxlma actividad bajo condiciones de ensayo normal 

3) r0 
Alta aproximada a la cual la enzima puede ser calentada por 30 mln. con una retenclon de actividad del 90% 

(Wasserman, 1990) 
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1.3. Usos de enzimas en alimentos 

Las principales aplicaciones de las enzimas en la industria de alimentos se muestran 

en la Tabla 3 (Neidleman, 1991). 

Aplfcacion 

ALIMENTO 

Panaderl a 

Cerveza 

Bebidas carbonatadas 

Cerea 1 es 

Chocolate 

Ca fe 

Cond 1 mentes 

Conflterla 

Lacteos 

Bebidas destl ladas 

Huevo 

Jugos de fruta 

Carne 

Melaza 

Alml don 

Vino 

de 

Tabla No, 3 

enzimas en la industria de alimentos 

ENZIMA 

Amllasay proteasa 

Ami 1 asa 

Proteasa 

GJ ucosa-ox 1 das a 

GI u cosa-ex 1 das a 

Ami 1 asa 

Ami 1 asa 

Ami 1 asa 

Pect 1 nasa 

Hemi celu 1 asa 

Pect 1 nasa 

Proteasas 

Invertasa 

Ren 1 na 

LI pasa 

Catal asa 

Proteasa 

Proteasa 

Lactasa 

GI ucosa-ox idas a 

Ami lasa 

G 1 ucosa-ox J das a 

Pect i nasa 

Proteasa 

Invertasa 

Ami lasa y ami lo9iucosldasa 

Pect 1 nasa 

FUENTE • 

M,P. 

M,P. 

A1M1P• 

M. 

M. 

M,P. 

M,P. 

M. 

M. 

M. 

M. 

A,M,P. 

M. 

A. 

A. 

A,M. 

A. 

A,M,P. 

M. 

M. 

M,P. 

M. 

M. 

M,P. 

M. 

M. 

M. 

APL!CACIOH 

Pan y horneado de ga 1 1 et as 

Malteado 

Pruebas de fr lo 

Remo e 1 on de ox 1 geno 

Remoc 1 on de ox J geno 

Al lmentos precocldos para bebe 

Al !mento para desayuno 

Jarabe 

Concentrac 1 on 

Fermentaclon del grano 

I ngre-dl entes de sabor 

Centros suaves, foundants 

Queso 

Sabor a queso 

Es ter 111zac1 on de 1 eche con HzOz 

Prevenclon de sabores en leche 

Hldrollsls de protelna en leche 

Concentraclon de suero, helados, 
postres he 1 ados, 1 eches concentradas 

Re:mocl en de ex 1 geno de 1 eches en poi vo 

Malteado 

Remecí on de glucosa 

C 1ar1f1 caci on, f 11 trae Ion, concentrac Ion 

Ab 1 andaml en to de carne, ab 1 andaml en to 
de fundas, pescado condensado so 1ub1 e 

Pruebas de melaza a 1 \a 

Jarabes de malz 

Prensado, clarlflcaclon, fl ltraclon. 

*A= Animal, M= Microbiana, P= Planta 

CNeidleman, L.S., 1991 l 

9 



2. Lipasas 

2.1 Concepto de lipasas 

Las glicerol éster hidrolasas (EC 3.1.1.3.) o lipasas, son enzimas que hidrolizan, tri, di y 

monoglicéridos presentes en la interfase aceite-agua. Aunque la reacción rara vez es 

completa, la hidrólisis de un triglicérido por lipasas puede producir di y monoglicéridos 

así como ácidos grasos libres. Los sustratos insolubles son un requisito para las 

lipasas y tales sustratos presentan el único problema en la evaluación tradicional de 

los parámetros cinéticos (Kilara, 1985). 

Estas reacciones pueden ser reversibles así que las enzimas también catalizan la 

formación de acilgliceroles a partir de glicerina y ácidos grasos libres. 

2.2. Especificidad 

Las lipasas pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a su especificidad: 

i).-Lipasas no específicas: éstas catalizan la ruptura completa del triglicérido en 

glicerina y ácidos grasos libres teniendo como intermediarios mono y di glicéridos. 

Ejemplo de estas enzimas son las producidas por Candida cylindracea, 

Corvnebacterium acñes y Staphylococcus aureus . 

ii).-Lipasas 1,3 especificas: catalizan la liberación de ácidos grasos atacando 

específicamente las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos obteniéndose como productos 

de reacción, ácidos grasos libres, 1,2-diglicéridos, 2,3-diglicéridos y 2-monoglicéridos. 

Entre los microorganismos productores de este tipo de enzimas podemos citar 

Asperqillus niger, Mucor javanicus y varias especies de Rhizopus (Macraeª, 1983). 
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2.3. Reacción catalizada 

1) llpasa no especifica (Macrae", 1983) 

R - COO - CH 
1 2 

~H2 - OH 

R' - COO - CH 
1 
~.~ RCOOH + R'cooH + R' 'COOH + CH 
._ 1 

R" - COO - CH 
2 

[E] 

Trlacl lgl lcerol _,. Acldos grasos 1 ibres 
+--

l l) Ll pasa 1,3- ospocl f l ca 

R - COO - CH ~H2 - OH 1 2 
H O 

CH 2 - OH 

+ GI lcerol 

H o 

~H2 - OH 

R - COO - CH -·~ R - COO - CH + RCOOH -2~ R - COO - CH 
1 ._ 1 ~ 1 

" 
[E] 

" R - COO - CH R - COO - CH 2 CH2- OH 
2 

Triacl lgl lcerol _,. 1,2C2,3)DI- + Ac,gras~ 2-monoacl 1 +-- acl lgl lcerol 1 ibre ._ gl lcerol 

2.4. Obtención y factores que afectan la producción 

" + R COOH 

+ Ac.graso 
l lbre 

Las lipasas son producidas por plantas, animales y microorganismos (bacterias y 

hongos) 

2.4.1. Plantas 

Las lipasas son producidas por plantas como semillas de ricino, germen de trigo, 

avena, maíz, frutos de palma, cacahuate, semillas de jojoba y arroz. Entre éstas la 

mejor caracterizada es la de semillas de ricino que se encuentra presente aún en 

semillas inactivas. Con pocas excepciones la ·actividad de lipasa está ausente en 

semillas sin germinar y se incrementa rápidamente en el período posterior a la 

germinación. 
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Generalmente, las lipasas de semillas oleaginosas son más activas sobre triglicéridos 

que contengan ácidos grasos de cadena corta, como acético y butírico, mientras que 

no se encuentra especificidad sobre ácidos grasos saturados o insaturados. 

Una de las lipasas obtenidas de arroz, con peso molecular de 40,000 daltons, se activa 

en presencia de iones calcio, mientras que la obtenida de Vernonica anthelmintica se 

activa en presencia de calcio y magnesio especialmente en combinación con potasio. 

Los pH óptimos de actividad se muestran en la Tabla 4 (Huang, 1984). 

Tabla No. 4 

pH optimes de actividad para 1 ipasas 

prevenientes de a 1 gunas sem f l J as. 

Semillas pH opllmo 

Ricino 4.1 
Oleaginosas 

Jojoba 8. s 
> 1 OX de 

Vernonlca anthelmlntlca 7.S-8.0 
1 lpldos 

Cacahuate 4.5 

Cereales y 
Arroz 7 .s-8.0 

Granos. 
Trigo 8.0 

2-10% de 
Avena 

11plcfos 
7.4 

(Huang, 1984) 

2.4.2. Animales 

Los animales contienen esterasas pregástricas, lipasas linguales y lipasas 

pancreáticas, siendo estas últimas las estudiadas más extensivamente (Kilara, 1985). 

Las lipasas también están presentes en un número de membranas y órganos de 

mamíferos como son corazón, cerebro, músculo, arterias, riñón, membranas adiposas 

y suero. Estas también han sido identificadas en leche, pescado e invertebrados. La 

lipasa de leche tiene un peso molecular aproximado de 20,000 daltons (Desnuelle, 
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1972), y se descubrió por la actividad que se presentaba en la leche, provocando 

rancidez. 

Muchas lipasas de origen animal muestran un pH óptimo de actividad en el rango 

alcalino (pH = 8 - 9) aunque éste depende del sustrato empleado (Kilara, 1985). Sin 

embargo se reporta que en general las lipasas manifiestan un alto grado de actividad 

en un pH entre 5 y 9 con un máximo entre 6 y 8. Una enzima que trabaja fuera de 

este rango es la lipasa de leche, que trabaja a un pH de 9 (Macrae y Hammond, 1985). 

Las lipasas gástricas son recobradas de pastas de cuajo derivadas del revestimiento 

del estómago de crías de mamíferos (Arnold, 1975). 

Algunas características de lipasas obtenidas de mamíferos se resumen en la Tabla 5 

(Hamosh, 1984). 

L 1 pasas de ••• 

lolaml fe ros 

Tabla No. 5 

Caracteris~icas de algunas 

obtenidas de maml~eros 

ipasas 

Tipo Maml fe ro Peso molecular pH optimo Local lzaclon 

G 1 andul as serosas 

Rala 500,000 4.5-5.4 Glandulas l lnguales 

Mucosas 

G 1 andu las far 1 ngea· 

1 es. 
L 1ngua1 

Glandulas l lnguales 

Asp 1roe1 onc: gas -

trlcas en fetos de 

Hombre 44, 000·48, 000 3.5·5.5 26-40 semanas de -

gestaclon. 

Estomago en reclen 

nacidos. 

Jugos gut.r 1 cos en 

adu l los. 

Bovl no 48,500 8.8 Pancreas 

ovino 48,500 8,8 Pancreas 

Cabal lo 48,500 8.8 Pancrus 
Pancre:at 1 ca 

Pare 1 no 49,859 7 .5 Jugos pancreat 1 cos 

Hombre 46,000 7 .5 Jugos pancreat 1 cos 

Rala 43 ,000 7 .5 Jugos pancreallcos 

(Hamosh, 1984) 
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2.4.3. Bacterianas 

Las lipasas producidas por bacterias del género Pseudomonas, Achromobacter y 

Staphylococcus se muestran como productoras de lipasa (Kilara, 1985). 

Las lipasas bacterianas son generalmente más estables que las obtenidas de animales 

y plantas. La cantidad de lipasa producida por cada cepa es dependiente de la 

temperatura del cultivo y de la composición de éste en cuanto a nitrógeno, carbono, 

fuentes lipídicas, la concentración de sales inorgánicas y la disponibilidad de oxigeno. 

Reportes publicados acerca de Chromobacterium sp., Bacillus sp. y Streptococcus sp. 

mencionan que la producción de enzima es estimulada por lípidos como mantequilla, 

manteca de cerdo, aceite de oliva y ácidos grasos. Sin embargo las condiciones 

óptimas para la producción de lipasa no han sido bien identificadas. Se probó el efecto 

de polisacáridos sobre la producción de lipasa por Serratia marcescens; de 21 

polisacáridos probados, 4 incrementaron grandemente la producción (glicógeno, 

hialuronato, pectina B y goma arábiga). 

Algunos autores reportan que algunas fuentes de carbono inhiben la producción de 

lipasa teniendo como posible explicación que ciertas enzimas, principalmente las de 

tipo inducible, son marcadamente reprimidas cuando hay un crecimiento rápido o 

cuando la fuente de carbono se utiliza en seguida. Esto es debido a una disminución 

en la concentración intracelular de cAMP, el cual es destinado al promotor del gen para 

la proteína especial. El cAMP incrementa la afinidad de la RNA polimerasa para el gen, 

por eso se incrementa la frecuencia de transcripción en ausencia de suficiente cAMP, 

el gen estructural puede se apagado y la síntesis de la enzima se detiene (Chopra y 

Chander, 1983). 

Los iones inorgánicos como sodio, fosfato y calcio son esenciales para el crecimiento 

de bacterias. Se encontró que la adición de cloruro de sodio a un medio de cultivo para 

Bacillus natto provoca una buena producción de lipasa en un tiempo corto. 
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Las lipasas bacterianas son inhibidas por iones metálicos. Por ejemplo la lipasa de 

Chromobacterium es inhibida por Fe3+, Cu 2+ y zn2+ . La lipasa de Streotococcus es 

estimulada por Ca2+, Hg2+, Co2+, Fe2+ y Mn2+, pero es inhibida por Fe3+, u+, zn2+ y 

Cu2+. 

Muchas lipasas microbianas exhiben una estabilidad máxima en un rango de pH 

neutral. Si los organismos son cultivados a pH alcalino, la lipasa producida tendrá un 

pH óptimo alcalino. 

Los pesos moleculares determinados para Pseudomonas, Chromobacterium (lipasa A), 

Chromobacterium (lipasa 8) y Streptococcus son 33,000, 120,000, 26,000 y 21,000 

daltons respectivamente (Sugiura, 1984). 

Algunas temperaturas de inactivación, así como el tiempo requerido para lograrla se 

presenta en la Tabla 6 (Kilara, 1985). 

Tabla No. 6 

Temperatura de fnactivacion de algunas J !pasas bacterfanas 

FUENTE DE LIPASA IHACTIVACIOH 

TIEMPO TEMPERA TURA 
(mln) (ºCl 

Pseudomonas fragl 15 72 

Staphy l ococcus aureus 30 70 

Achromobacter l lpolytlcum 40 99 

(Kllara, 1985) 

2.4.4. Fungales 

El peso molecular para las lipasas fungales está entre 20000 y 60000 daltons, se sabe 

que las lipasas fungales catalizan predominantemente la hidrólisis de triglicéridos que 

tienen ácidos grasos de cadena corta (Bennet, 1992). Se ha observado una diferencia 

sobre la especificidad por el sustrato entre varias lipasas fungales. Las lipasas de 

Aspergillus niger catalizan la hidrólisis de triglicéridos de cadena corta y larga, en tanto 
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que la enzima de Mucor lipolyticus cataliza la hidrólisis de triglicéridos de ácidos 

grasos de cadenas entre 4 y 12 carbonos. (Hofelmann, 1985). 

El interés en el estudio de hongos termofílicos y sus enzimas se ha incrementado en 

años recientes, particularmente por su potencial para uso en ciertos procesos 

industriales. Un gran número de documentos han sido publicados acerca de hongos 

termofílicos y el comportamiento de las lipasas producidas por estos microorganismos. 

Destacan los estudios sobre especies termofílicas de Mucor, entre ellas la de Mucor 

miehei que pudo ser usada como un sustituto de esterasas animales en la producción 

de quesos (Deploey, 1981). 

La Tabla 7 ( lwai y Tsujísaka, 1984) muestra la comparación de algunas propiedades 

enzimáticas de lipasas fungales 

Tabla No. 7 

Comparaclon de algunas propiedades enzlmatlcas 

de 1 ipasas fungales. 

A. nlger R. delemar G, cand l dum P. cyc 1op1 um H. lanuginosa ---
"A" "8" "A" "8" 

Peso mol ecu 1 ar 
1 38' 000 44. 000 45' 000 54 '000 27' 000 36' 000 27' 500 

Punto 1 so-
4.3 7. 3 8. 2 4. 3 4. 9 4.1 ---

e 1eclr1 co 

Temperatura 

opt lma ºe 

(sobre ace 1 te - 25 35 35 40 35 40 60 

de ol ival 

Establ I !dad 2.2-6.8 3-8 4-7 4.2-9.8 6.5-9.0 4.0-6.5 6-10 

a pH -- 30°C/24hrs 30ºC/24hrs 30°C/24hrs 30°C/l 7hrs 45ºc11 hr 

Termoes ta- 50 65 45 55 30 60 

bt 1 ldad ºe 5. 6/15 5. 6/15 5. 6/15 6.0/15 8.0/20 

pH/ tlempo{minl 

pH optimo 

(sobre acel te-
5. 6 5.6 6.3 7 .s 5.8 8.0 

de ol lva) 

Owal y Tsujlsaka, 1984) 
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Probablemente muchos microorganismos producen dos o más lipasas extracelulares 

con diferente especificidad a ácidos grasos, especialmente con respecto al tamaño de 

la cadena (Macraeb, 1983; Macrae y Hammond, 1985). 

La Tabla 8 que se muestra a continuación enlista microorganismos productores de más 

de una lipasa. 

Tabla No. a 
Micororganlsmos que producen mas de una 1 lpasa 

MICROORGANISMO NOMENCLATURA PESO MOLECULAR pH OPTIMO TEMPERATURA REFERENCIA 
DALTONS OPTIMA C 

Aspergl l lus nlger 1 31,000 5-6 
Hoffelmann, 1985 

11 19,000 5-6 

Rh 1 zopus de 1 emar A' 76,000 

C8S 327. 42 8' 60' 000 Tahoun, 1986 

C' 45' 000 

Penlcl l lum roqueforll A 6.0 40 
Menassa, 1982 

B 4. 5 35 

Rodolorula pi l lmanae 1 172,800 4.0 45-55 

11 21,400 7 .0 45-55 
Muderhwa, 1986 

Penlcl l lum cycloplum 1 8.0 
Okumura, 1980 

11 5.0 

111 110,000 6.0 40 Isobe, 1988 

Mucor lypolytlcus F, 30, 000 

F 2 59,000 Muderhwa, 1985 

F, 200,000 

Rh 1 zopus p 11 i manae 1 25,000 
Muderhwa, 1986 

11 176,000 

CDlaz, A, 1992) 

Se sabe que un factor determinante para la producción de diferentes metabolitos es la 

composición del medio. El medio para la producción de lipasa y de otras enzimas varia 

de acuerdo a la especie que se emplea (Bloque!, 1984; Chander, 1977). 

17 



2.4.4.1. Iones 

Se ha mostrado que los iones Na+, K+, Ca2+, S042·, no tienen efecto sobre la 

síntesis de lipasa, pero el Fe2+, en combinación con Mg2+, han dado un crecimiento 

favorable y una máxima concentración de lipasa (Bloquel, 1984). 

En un trabajo sobre Aspergillus niqer se comprobó lo mencionado anteriormente pues 

los iones de Na+, K+ y ca2+, no tuvieron efecto sobre la concentración de la enzima. 

El Mg2+ en ausencia de Fe2+, tuvo un efecto de inhibición, y Fe2+ en caso de no 

estar presente el Mg2+ tiene un efecto acelerador en la actividad específica. 

Fe2+ y Mg2+ incrementaron la concentración de enzima por unidad de peso de 

micelio, aunque no fue muy claro (Pal, 1978). 

Para Rhizopus niqricans se probaron diferentes sales de citrato, obteniéndose que 

con citrato de calcio se obtiene el máximo crecimiento y la mayor concentración de 

lipasa, sin embargo todas las sales del citrato estimularon la producción de lipasa 

(Chander, 1981). 

También se reportó un incremento en la producción de lipasa para Asperqillus wentii 

cuando el citrato de sodio o de calcio se adicionó al medio (Chopra, 1983). 

·-
2.4.4.2. Temperaturas y tiempos de incubación 

La temperatura óptima para la producción de lipasa varia de especie a especie. La 

producción máxima de lipasa se notó a 30'C con Geotrichum candidum . En una 

cepa de P. roqueforti se produjo una concentración máxima de lipasa a 27ºC (Bloquel, 

1984). Para Mucor mucedo una gran producción de lipasa ocurrio en cultivos 

incubados a 38'C (Stern, 1954). Rhizopus niqricans mostró un máximo de crecimiento 

y de producción de lipasa a 30'C por un período de 5 días (Chander, 1981). 

Un período de incubación de 96 hrs a 35'C se requirió para obtener un máximo de 

actividad para Aspergillus niger (Pal, 1978) y la lipasa de Penicillum chrysogenum 
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se produjo a 30'C en 3 dias. (Chander, 1977). El hongo Rhizopus oliqosporus fue de 

25'C (Nahas, 1988). 

2.4.4.3. pH 

Se observó que el pH inicial del medio de crecimiento también es importante para la 

producción de lipasa para algunos microorganismos. Los valores neutrales de pH del 

medio son óptimos para la mayor producción de lipasa por especies como Rhizopus 

arrhizus y otras (Bloquel, R, 1984). Rhizopus oliqosporus, al igual que otros hongos 

tiene valores óptimos de pH para crecimiento y producción de lipasa de 5.5 y 6.5 

respectivamente (Nahas, E., 1988). El incremento en la produción de lipasa se nota a 

pH 6.0, para Penicillum chrvsoqenum (Chander, 1977), y un pH igual se encontró para 

Rhizopus niqricans (Chander, 1981). El pH para la formación de lipasa de A. niger fue 

de 7.0 (Pal, 1978). Chopra en 1983 mostró que el pH óptimo para la síntesis de lipasa 

por medio de Syncephalastrum racemosum fue de 8.0. 

2.4.4.4. Aereación por agitación 

Muchos investigadores a menudo observaron que la aereación aumentó la producción 

de varios microorganismos. Los cultivos agitados de Penicillum sp ; Rhizopus sp y 

Geotrichum sp tuvieron un incremento en el crecimiento celular y estimularon la 

producción de lipasa. Otros investigadores observaron que cultivos agitados dieron un 

incremento en el crecimiento celular, en la producción inicial de lipasa. En el caso de 

la actividad lipolítica producida por las bacterias ésta disminuye rápidamente con una 

agitación continua (Bloquel, 1984). 

Rhizopus oligosporus, cultivado en un medio con aceite de soya, incrementó la 

producción significativamente en cultivos agitados, confirmando los resultados 

obtenidos por Sorenson y Hesseltine en 1966 (Nahas, 1988). Un incremento en la 

producción de lipasa de aproximadamente el 70% se obtuvo en cultivos agitados para 
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Penicillum chrvsoqeneum (Chander, 1977). La aereación estimuló el crecimiento y la 

producción de lipasa por Rhizopus niqricans (Chander, 1981). 

2.4.4.5. Inductores y represores. 

Algunos organismos productores de lipasas producen la enzima solamente en la 

presencia de un inductor (Sztajer, 1988). 

Para Penicilliun rogueforti la adición de grasa de leche, aceite de maíz o aceite de 

oliva en el medio de crecimiento inhibió la producción de lipasa en 5, 21, y 29% 

respectivamente (Bloque!, 1984). La adición de aceite de oliva emulsificado y sin 

emulsificar a un medio con 0.5% v/v de glucosa, se probó, obteniéndose 431.5% y 

110.5%, respectivamente, de actividad lipolitica volumétrica, al compararse con medio 

de glucosa al 1 % w/v , sin aceite de oliva. En lo que respecta a los valores de actividad 

lipolitica especifica se obtienen incrementos de 778.9% y 500.0%, con respecto a la 

producción con glucosa para Rhizopus oliaosporus (Nahas, 1988). 

Para Asperqillus niger el efecto de grasa y aceite fue estudiado sustituyendo 

diferentes lípidos en un medio basal. La adición de material lipidico al medio de 

fermentación incrementó la producción de lipasa. La grasa de leche y el aceite de oliva 

ayuda al mejor crecimiento celular y producción de enzima. La concentración óptima 

de aceite de oliva fue de 1% (Pal, 1978). 

2.4.4.6 Efecto de las fuentes de carbono 

La optimización de la producción de enzimas a partir de microorganismos depende de 

una serie de factores interrelacionados. Asi por ejemplo, la presencia de un compuesto 

carbonado simple como glucosa, puede reprimir la síntesis de una enzima. La lógica 

que subyace en este fenómeno es que un microorganismo puede utilizar la glucosa sin 

necesidad de gastar energía en síntesis de enzimas útiles para degradar otras fuentes 

carbonadas más complejas. La represión por un catabolito carbonado es un fenómeno 
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que se da comúnmente en los microorganismos y que afecta a muchas enzimas 

constitutivas e inducibles (Gacesa, 1990). 

Para algunos microorganismos estudiados se ha determinado que la mejor fuente de 

carbono para la obtención de lipasa es la glucosa y entre éstos se encuentra 

Penicillum rogueforti, en el que la máxima actividad de lipasa es alcanzada en un 

medio con glucosa al 2%, encontrando muy poca diferencia al emplear fructosa al 2%. 

La actividad de lipasa no es medible cuando el aceite de oliva es usado como fuente 

de carbono (Petrovic, 1990). 

El efecto del carbono también se ha estudiado para Rhizopus oligosporus, donde las 

mejores fuentes de carbono son la galactosa y la xilosa (Nahas, 1988). Aspergillus 

niger tiene una mayor producción con sacarosa al 1 o/o en presencia de aceite de oliva 

(Pal, 1978). Se reporta que la máxima concentración de enzima para Penicillum 

chrvsogenum se produjo con glucosa al 2% , seguido de maltosa (Chander, 1977). 

Estos resultados son contradictorios a las observaciones de lwai y Tsujisaka, 1974, 

sobre Rhizopus delemar quienes no encontraron diferencias significativas en la 

producción de lipasa al emplear diferentes fuentes de carbono al 2% , iniciando la 

fermentación en un pH de 6.0, a un tiempo fijo de 96 hrs a 27°C y con agitación de 110 

rpm. Rhizopus nigricans presenta la máxima concentración de enzima al emplear 

glucosa al 2% (Chander, 1981). 

Algunos autores reportan que compuestos de carbono como glucosa, manito! y 

glicerina e incluso algunos disacáridos, inhiben o reprimen. El tipo de fuente de 

carbono que afecta varia según el metabolito y la cepa. En hongos no está claro el 

mecanismo por el que se lleva a cabo la represión catabólica. Se atribuye en parte al 

productor de gen CreA similar al del Crp y cAMP en bacterias (Scazzochio, 1992). El 

fenómeno de regulación por glucosa es ilustrado examinando la producción de lipasa 

por Geotrichum candidum donde la producción de la enzima solamente ocurre 

después de que la glucosa ha sido consumida en el medio de cultivo y el crecimiento 
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ha casi cesado. Efectos similares de glucosa sobre la formación de lipasa han sido 

observados con Rhizopus japonicus. (Macraeb, 1983). 

La adición de lípidos al medio de crecimiento demostró que incrementan 

substancialmente la producción de lipasa para un número de microorganismos. En 

Geotrichum candidum triglicéridos como aceite de oliva, aceite de cacahuate, aceite 

de semillas de algodón y ácidos grasos, como el oleico, son efectivos en la 

estimulación de la formación de lipasa. Por lo tanto el medio de crecimiento usado para 

la producción de lipasa extracelular en alta concentración generalmente usa como 

fuente de carbono cualquier polisacárido como almidón o salvado o fuentes lipídicas 

como triglicéridos o ácidos grasos. Sin embargo, pequeñas cañtidades de glucosa 

son usadas para iniciar el crecimiento (Macraeb, 1983). 

Algunos ejemplos de estimulantes o represores en la producción de lipasas se pueden 

observar en la Tabla 9 (Espinosa b, 1990). 
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Tabla No, 9 

Elementos estimulantes o depresores en la producclon de 

1 i pasas en hongos f' t 1 amentosos. 

Mlcroorgan 1 smos 

Penlcl l llum roquefortl 

Penlcllllum candldum 

Penlcl 11 lum chrysogenum 

Aspergl l lus wenll I 

Aspergl l lus nlger 

Geotrlchum candldum 

Rh 1 zopus n 1gr1 cans 

Rhlzopus ol lgosporus 

Rh 1 zopus ch 1 ne ns 1 s 

Estimulantes 

Peptona 

Extracto de-

1 evadura 

GI ucosa, Pep

tona y oxigeno 

Glucosa, Pep

tona y ex J geno 

GI ucosa, Manl tol 

Har 1 na de soya y 

Peptona 

Sacarosa y Nitra

to de aman Jo. 

Peptona, Sa 1 es de 

Magnes 1 o y Potas 1 o 

Glucosa, Galactosa 

y Peptona 
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2.5. Aplicaciones de lipasas 

Las enzimas microbianas han sido usadas en lácteos, y otros procesos, y las lipasas 

producidas "in situ" por microorganismos son importantes en la palatibilidad y 

aceptabilidad de alimentos. Las lipasas microbianas son usadas en detergentes, 

productos farmacéuticos, cosméticos, producción de ácidos alifáticos y en tratamiento 

de aguas domésticas e industriales. Los fabricantes ofrecen enzimas lipolíticas en 

polvo libres de otras enzimas, a veces son microencapsuladas para aplicaciones 

especializadas. 

2.5.1. Embutidos y Carnes Curadas 

Los jamones en los cuales tiene lugar una fermentación láctica presentan un 

incremento en los niveles de compuestos volátiles que dan sabor, incluyendo ácidos 

grasos, como butírico, propiónico y mirística. Las lipasas bacterianas están 

involucradas en el desarrollo del sabor y la producción de estos ácidos grasos. En 

otros estudios se observó que durante la maduración de embutidos secos italianos, 

las enzimas lipolíticas desempeñaron un papel importante en el desarrollo del sabor. 

Ciertas especies de Micrococcus son especialmente lípolíticas en la grasa de cerdo y 

se detectan numerosos ácidos grasos volátiles en la maduración, embutidos italianos 

durante hechas un período de 70 dias (Seitz, 197 4). 

2.5.2. Detergentes 

En las últimas décadas el mercado de las enzimas como proteasas, lipasas y amilasas 

en productos detergentes se ha incrementado grandemente. Un gran potencial del 

mercado para las enzimas lipolíticas se presenta en la formulación de detergentes 

donde pueden ser efectivas en la remoción de manchas de grasa, particularmente a 

temperaturas de lavado muy bajas (Chaplin, 1990 y Estell, 1993). 
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En este campo, a partir de 1970 se tiende a desarrollar productos que faciliten el uso 

práctico de enzimas en formulación de detergentes. Una tendencia es la reducción del 

fosfato que es parte de los detergentes para resolver los problemas ambientales, y otro 

es la tendencia hacia el lavado a bajas temperaturas para ahorrar energía. 

Las glicerol éster hídrolasas podrán ser usadas en detergentes para lavandería en 

seco para promover la remoción de manchas de triglicéridos de sebo humano, el cual 

es difícil de remover bajo condiciones normales de lavado. Durante la eliminación de 

glicéridos por lavado con soluciones alcalinas de surfactantes, los ácidos grasos libres 

son fácilmente removidos por la formación de jabones de ácidos grasos solubles, pero 

los triglicéridos no son saponificados por las soluciones alcalinas (Fujii.T, 1986). 

Se han publicado diversas patentes sobre el uso de lipasas microbianas en la 

formulación de productos de lavado para trajes, vestidos y ropa de cama. La adición 

de las enzimas en agentes de remojo para prelavado y detergentes en polvo ha sido 

defendido (Chaplin, 1990). Las lipasas microbianas han sido recomendadas para su 

aplicación en la eliminación de depósitos de grasa en productos para lavado de vajilla, 

manufactura de piel y tratamiento de aguas sucias (Macraeb, 1983). La aplicación en 

detergentes representa un potencial alto en tonelaje para el uso de lipasas en el futuro. 

(Macrae y Hammond, 1985). 

2.5.3. Farmacia y Cosmetología 

Se han descrito cremas de interés y aplicación general para desgrasar la piel humana, 

en una patente alemana [August, P; German Pat. 2064,940 (1972)]. La composición 

incluye 500 UI de lipasas (la fuente es desconocida). Con pequeñas cantidades de bilis 

de bovino se ayuda a estabilizar la enzima. 

The Kaken Chemical Co. de Japón produce una preparación digestiva la cual incluye 

una lipasa. Un producto granular encapsulado fue evaluado y se encontró satisfactorio 

como digestivo para ayudar en un modelo gastrointestinal artificial. El revestimiento 
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consiste de una grasa y una lipasa la cual asiste en una rápida asimilación de los 

fármacos en el tracto digestivo. 

Una patente alemana [Berrebi C., Manoussos and S. A. Oreal, German pat. 1,974,876 

(1968)) propone el uso de cremas que combaten la inflamación de las células de la piel 

localmente, describe cosméticos y preparaciones farmacéuticas que contienen de 

1 - 5% de lipasa (fuente desconocida), hialuronidasa y tiomucasa. 

Otra patente alemana [Saphir,J.,German pat. 1,242,794 (1967)).describe el proceso en 

el cual una lipasa fue adicionada para una composición de ondulado permanente del 

cabello para promover la penetración de la preparación en el cabello (Seitz, 1974). 

2.5.4. Panificación 

Diversas patentes han sido emitidas sobre enzimas para modificar la composición de la 

grasa de leche para impartir o intensificar el sabor a mantequilla en productos de 

panadería. 

En general las lipasas de origen animal fueron más satisfactorias para la modificación 

de la grasa de la leche. La incorporación de la grasa de leche modificada por acción de 

estas enzimas produjo mejor sabor que otras grasas modificadas con enzimas de otro 

origen. 
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La Tabla10 muestra las enzimas utilizadas para esta modificación. 

Tabla No. 10 
Enzimas empleadas en la modificacion de grasa de leche 

L 1 pasa de 1 eche 

LI pasa de pas la de ren 1 na 

Llpasa pancreatlca 

Llpasa pregaslrica 

Llpasas fungales: 

Asperg 111 us aryzae 

Gealr 1 chum cand 1 dum 

Penlcl l lum requefarll 

L 1 pasas bacter 1 anas: 

Achramabacter l lpalyllcum 

Pseudomonas f 1 uorescens 

Laclabacl l lus sp. 

Esterasas pregastrfcas: 

Cabr l la 

Cordero 

CArnald, 1975; Fax, f993; El Soda,1993) 

2.5.5. Química clínica 

La enzimologia clínica consiste en el diagnóstico de enfermedades mediante la 

valoración de enzimas en muestras de tejidos y principalmente en sueros sanguíneos. 

El nacimiento de esta disciplina se remonta a principios de siglo, cuando se descubrió 

en Alemania que el suero de pacientes con pancrea!itis aguda contenía altos niveles 

de a. -amilasa y lípasa. Estas enzimas son especialmente abundantes en el páncreas, 

que las sintetiza para vertirlas al intestino durante la digestión de los alimentos. Sin 

embargo cuando sus células exócrinas sufren daño liberan estas enzimas a la sangre 

y ello permite un fácil diagnóstico de la pancreatitis. 
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Sólo cuando un órgano es especialmente rico en una determinada enzima tiene esta 

utilidad de diagnóstico (Serrano, 1985 y Bühler , 1987). 

Un uso importante y actual de las lipasas es en la determinación de lipidos con 

propósitos clínicos, mencionado por Macrae y Hammond, 1985, donde también se 

menciona el uso de fosfolipasas. 

2.5.6. Tratamiento de residuos 

El uso de las lipasas en tratamiento de aguas residuales es mencionado en la 

literatura. 

Las enzimas de Gandida han sido usadas en Estados Unidos de Norteamérica en 

plantas de tratamiento de aguas residuales y para el tratamiento de aguas en edificios 

y hoteles y para el lavado de tuberías y alcantarillas. Se propone el uso de lipasas para 

tratar desechos de industrias, como los efluentes producidos por la industria de 

helados, que son particularmente difíciles de tratar por tener un alto contenido de 

grasa (arriba del 50% de sólidos de grasa) (Seitz, 1974). La solución más económica 

para este problema intratable es el uso de una combinación de enzimas y bacterias 

para la digestión y degradación de grasa, produciendo compuestos utilizables por 

bacterias en forma aeróbica en un tanque de tratamiento. La combinación incluye 

lipasas potentes (para degradar la grasa) lo cual hace efectivo el tratamiento de 

efluentes de helados (West,1988). 

2.5.7. Análisis químico y Síntesis orgánica. 

Los trabajos de Oritani y Yamashita 1973 indicaron el potencial de las lipasas 

microbianas y las esterasas para la resolución de mezclas racémicas o ésteres de 

alcoholes terpénicos por explotación de la estereoespecificidad de sus enzimas. Otra 

aplicación es la resolución de alcoholes isoméricos (Macrae y Hammond, 1985). La 

reversibilidad de la reacción de las lipasas permite que las enzimas sean usadas para 



catalizar la formación de ésteres de alcoholes y ácidos grasos. En otros casos un gran 

exceso de alcohol de usa, presumiblemente para derivar la esterificación. 

Las lipasas catalizan la esterificación y han sido usadas para sintetizar ésteres de 

alcoholes terpénicos cortos y medios y ácidos grasos de cadena larga (Macraeb, 

1983), teniendo utilidad para fragancias (Macrae y Hammond, 1985). 

En este caso, por disminución de la actividad de agua, es posible llevar a cabo la 

reacción en dirección de la esterificación. La síntesis de ésteres ciertamente puede ser 

hecha químicamente por catálisis ácida o básica y hay definitivamente ventajas para el 

uso de la tecnología de enzimas. La reacción puede llevarse a temperatura y presión 

ambiente con el uso de un catalizador natural. Estas condiciones suaves podrían 

limitar parte de la reacción, y por la preferencia de la enzima y los materiales crudos, 

es posible producir productos muy específicos y reportes recientes indican que es 

posible obtenerlos en una alta concentración (Posorske, 1984 y Schmid, 1987). 

Un producto comercial llamado "Lipozyme", el cual es una lipasa fungal de Mucor 

miehei inmovilizada en una resina sintética, puede ser obtenida de los Laboratorios 

Novo y la enzima puede ser usada para la síntesis comercial de ésteres (Miller, 1988). 

Esterasas, lipasas y amidasas son ampliamente usadas en resoluciones de mezclas 

racémicas. Por ejemplo, ciertos epoxiésteres pueden ser resueltos con lipasas 

pancreáticas de cerdo. Este procedimiento provee una alternativa a la epoxidación 

asimétrica de alcoholes alílicos usando metales de transición. 

Las esterasas de hígado de cerdo han sido aplicadas en síntesis asimétricas de ácido 

cristémico, permetrínico y carónico de sus correspondientes metil-ésteres racémicos 

(Wolfgang, 1990). 

La calidad de los productos (ésteres) los cuales se sintetizan por enzimas son 

normalmente mejores que los productos derivados químicamente, pues la baja 

temperatura de reacción y el evitar una catálisis ácida fuerte impiden la degradación de 

productos (Miller, 1988). 
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El esquema de Ja síntesis de ésteres se muestra en la siguiente figura. 

Reaccicn que se ! leva a cabo para la slntests de esteres por una 1 lpasa. 

Slntesls enzlmatlca de esteres C~l l ler, 1988) 

R
0

0H > HOH 

o 
11 

R - C - OH 

Acldo 

2.5.8. Confitería 

Complejo 
[ES) 

Ester 

Las cremas lipolizadas ayudan en el incremento del sabor en dulces, pasteles de 

queso, "dips" y pastas dulces. Para sabores delicados o suaves se usan productos que 

tienen de 0.05-0.1 o/o de ingrediente modificado en su composición y para sabores más 

pronunciados, de 0.1-0.5%, basado en el peso del producto final. El aceite de 

mantequilla parcialmente hidrolizado es usado en cereales y bocadillos, como el aceite 

usado para palomitas de maíz. La formulación, así como, el proceso de elaboración 

son mencionados por Kilara, 1985. 

Con sustratos lipolizados dispersos en agentes apropiados, como almidón, suero en 

polvo o secados por aspersión, se pueden tener sabores para espolvorear productos 

como botanas infladas y papas fritas. Si se usa en la masa de galletitas "crackers" les 

otorga una buena característica de queso, resistiendo el proceso de horneado. 

También es posible saborizar crema para rellenar obleas. etc (Arnold, 1975) 

2.5.9. lnteresterificación 

La habilidad para producir nuevas mezclas de triglicéridos usando lipasas específicas 

es de interés para la industria de aceites y grasas porque algunas de estas mezclas 
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tienen propiedades valiosas. Hay patentes que muestran que las lipasas microbianas 

pueden ser usadas para catalizar reacciones de interesterificación. Como se mencionó 

previamente, la reacción de la lipasa es reversible asi que la hidrólisis y resintesis de 

glicéridos ocurre cuando la lipasa es incubada con aceites y grasas. Este rompimiento 

y resíntesis causa migración de acilos entre las moléculas de glicéridos y dan 

productos interesterificados. Bajo condiciones en las que se restringe la cantidad de 

agua en el sistema de reacción, la hidrólisis de la grasa puede ser minimizada para 

que la lipasa catalice la interesterificación como reacción dominante (Macraeb, 1983). 

El intercambio puede ser catalizado químicamente y el resultado de esta 

interesterificación enzimática con enzimas especificas para cada ácido graso, de 

acuerdo al tamaño de cadena o posición, resulta en un mayor control de producto final 

(Posorske, 1984). 

La interesterificación es un proceso en el cual la composición de las grasas puede ser 

modificado con un cambio neto en las propiedades físicas. El metóxido de sodio o 

sodio metálico promueve la migración de acilos entre las moléculas de glicéridos 

obteniendose una distribución al azar. En vez de sodio metálico las lipasas 

microbianas pueden actuar para catalizar la reacción de interesterificación. Por medio 

de esta reacción un triglicérido barato puede ser transformado en un triglicérido 

costoso, siendo el ejemplo más representativo la obtención de manteca de cacao, la 

cual tiene un gran número de usos en formulaciones de alimentos y cosméticos (Lie, 

1992) y es de gran aplicación en la industria de confitería y chocolate. 

La aplicación particular de la reacción para la obtención de manteca de cacao se 

menciona por Macrae y Hammond, 1985; Kilara, 1985; Bloomer, 1990; Osterberg, 

1989; Posorske, 1988; Haiwood, 1989. La obtención de manteca de cacao se ha 

intentado hacer con enzima inmovilizada, para el reuso de la enzima es importante por 

razones de economía de proceso. La inmovilización de la lipasa es necesaria para 
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facilitar la recuperación de la enzima para reuso y además para llevar a cabo un 

proceso contínuo. 

Hay muchos factores los cuales tienen influencia en el perfeccionamiento de la 

preparación de enzimas inmovilizadas. Algunos de los más importantes son el solvente 

en el que se trabajara el material de soporte y el contenido de agua (Bloomer, 1990). 

2.5.10. Taxonomía y microbiología médica 

La producción de lipasas y esterasas ha sido investigada como un método de 

clasificación de bacterias y como una posible forma de identificación y detección de 

cepas patogénicas (Bloque!, 1984). 

2.5.11. Saborizante en lácteos 

El desarrollo del sabor en algunos productos lácteos puede ser atribuido a la acción de 

enzimas sobre la grasa de leche. Las enzimas lipolíticas son usadas para incrementar 

la formación del sabor en quesos y producir preparaciones con sabor a mantequilla y 

queso, de aceite de mantequilla y leche entera en polvo. La aplicación de enzimas 

lipolíticas para el desarrollo del sabor en productos lácteos ha sido revisada por Arnold, 

1975. Se sabe que la lipasa de Mucor miehei puede sustituir a las lipasas pregástricas 

animales, como agente para el desarrollo del sabor en quesos italianos duros (Fox, 

1993). 

El uso de la lipasa refuerza el desarrollo del sabor mediante la lipólisis de las grasas 

presentes en los alimentos. Permite la producción de sabores únicos y además de 

sabores que sólo pueden obtenerse mediante alternativas más costosas. El efecto del 

sabor de los sustratos como nata y grasa de leche, puede aumentarse 

considerablemente mediante el tratamiento con lipasa (Novo, 1987). 

Es muy difícil de caracterizar el sabor del queso químicamente. Sin embargo hay 

ciertos compuestos que pueden ser considerados como contribuyentes significantes en 
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el sabor particular del queso. La lipólisis es una reacción importante en el desarrollo del 

sabor del queso, pues los ácidos grasos libres son los mejores contribuuyentes a las 

características de este sabor. 

Las características de sabor se atribuyen a la producción de metilcetonas y sus 

correspondientes alcoholes secundarios. Estos compuestos son derivados de la 11 -

oxidación de los ácidos grasos (Moskowitz, 1987), como se esquematiza a 

continuación 

Llpasa a-oxldaclon Tlolasa 
Trlgllcerldos _____.,A. G. L. a-cetoacll-CoA ____. B-cetoacldos 

1 lbres 

Reduce Ion 

1Descarbox 11 asa 

Alcoholes secundarlos Me! 11 cetonas 

(Moskowltz & Noefck, 1987). 

No sólo la grasa es importante en el desarrollo del sabor. Las proteínas y la lactosa 

también son precursores de compuestos que originan sabor 

CI trato Lactosa 

i 
Prote J nas LIPf º. 

i 
Acldo lactlco Peptl dos Ce tonas r Ac 1 do acetl co Ami noacl do Lactonas 

Fermentaclon DI acetilo Ami nas A 1deh1 dos .. 
Compu¡stos azufrados Acl dos grasos L Acetaldehido 

Etanol ' 
Ac 1 do prop 1on1 co T l ces teres 

(Law, 19B4) 

En los quesos modificados por enzimas se aceleran los cambios experimentados por 

los quesos mediante un proceso de maduración natural. 
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Este tipo de queso fue diseñado para proporcionar una fuente concentrada de sabor, 

pueden utilizarse como sustitutos de queso, en productos de quesos procesados. 

Se puede ahorrar más utilizando el queso modificado por enzimas para reemplazar un 

queso añejo que reemplazándolo con un queso joven. 

Con el interés actual en reducir el consumo de calorías y de colesterol, ha aparecido 

una nueva generación de productos queseros ha aparecido en el mercado. En estos 

productos el contenido de grasa se ha reducido al utilizar sólo queso de leche 

desnatada que se mezcla con queso normal añadiendo caseinato o suero adicional, 

sin incluir crema o aceite vegetal. Todos estos cambios resultan en la pérdida del sabor 

-
de queso típico. En estos productos los quesos modificados por enzimas ofrecen una 

fuente concentrada de sabor a queso con menos calorías (Talbott, 1981). 

Los avances en maduración acelerada de queso son reportados por (El Soda, M. A., 

1993), y fundamentalmente consisten en controlar la acción enzimática por 

atrapamiento y en la utilización simultanea de enzimas y microorganismos. 

3. Lipasas de Rhizopus delemar 

Rhizopus delemar produce tres clases de lipasas (A,B, y C), en el medio de cultivo lo 

cual se reportó por lwai, 1966. Sin embargo Haas (1992) sólo encuentra una. En dos 

estudios acerca de las propiedades de las mismas se reporta para las enzimas A y C 

lo indicado en las Tablas 11 y 12. 

Además se probó la acción de las enzimas en diferentes sustratos obteniendose como 

resultado que tanto para A como para C, el mejor sustrato es la tributirina, seguido de 

trioleina. Las lipasas fueron activadas en presencia de iones calcio y se consideró que 

la activación depende del estado de emulsificación de la mezcla de reacción por la 

formación de sales de calcio con ácidos grasos libres. Por otra parte las lipasas fueron 

inactivadas por iones Fe2+ y Fe3+ . Debido a que forman complejos con los ácidos 

grasos ionizados cambiando su solubilidad, y el comportamiento de las interfases. Se 
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demostró también el efecto que tenían las proteínas sobre la enzima; la inactivación de 

lipasas por proteasas depende de las diferentes características de estructura de las 

lipasas y la especificidad de la proteasa. 

Tabla No. 11 

ENZIMA A e 
Tabla No. 12 

pH OPTIMO s. 6 5.6 

Tº OPTIMA 35 35 ENZIMA PESO MOLECULAR 

(60mln de reacclon) 
DALTOHS 

ESTABILIDAD A pH 3·8 4.7 

(30°Ct24h) 

A' 76, 000 

B' 60. 000 

C' 45. 000 

TERMOESTABILIDAD ºc 65 45 

(pH•S.6115mln) 
CTahoun, 1966) 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 7000 22000 

(U/mg protelna) 

CTsujlsaka, 1972) 

Según este autor, la producción de las tres lipasas no depende de la clase o fuente de 

carbono empleada, más sí sugiere que el incremento en la producción de la lipasas B y 

el decremento de la lipasa C, no depende la proteína empleada, a diferencia de la 

longitud de los péptidos o la composición de los aminoácidos. La lipasa A, es una 

proteína diferente a las lipasas B y C, pues éstas parecen ser idénticas. La molécula 

de la lipasa C pudo ser parcialmente modificada después de la secreción (lwai, 1974). 

Se estudió el efecto de los fosfolípídos y se determinó que el incremento en la 

actividad de la lipoproteína de C fue considerable al tratarse esta enzima con 

fosfolípidos. Este incremento depende de las condiciones de tratamiento, como son la 

concentración de fosfolípidos, el tiempo y la temperatura del tratamiento así como la 

variedad de fosfolípidos empleados (lwai, 1979). Posteriormente se estudió 

específicamente el efecto de fosfatidilcolina y la cardiolipina (lwai, 1980), llegando a la 
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conclusión de que la modificación en la lipasas era reversible. Esto se comprobó al 

disminuir la concentración de fosfatidilcolina y comprobando que se recuperan las 

propiedades iniciales de la fosfolipasa y pHi. Estos difieren ligeramente de la lipasa 

original, sugiriéndose que el tratamiento realizado no elimina completamente la 

fosfatidilcolina ligada a la enzima (Shimada, 1981). La interacción de la enzima con 

fosfolípidos incrementa la actividad de ésta sobre los ésteres solubles en agua lo que 

se explica como resultado de un cambio estructural del sitio catalítico de la lipasa al 

vincularse con fosfatidilcolina (Shimada, 1983). 

El efecto de la limitación de oxígeno sobre la producción de la enzima se demostró 

experimentalmente utilizando diferentes tamaños de inóculo. Un inóculo pequeño 

forma "pellets" tan grandes que se limita la difusión de oxígeno en el mismo, mientras 

que en un inóculo grande la transferencia de oxígeno puede ser limitada por un alto 

consumo en el matraz. En conclusión se tiene que una baja concentración de oxígeno 

implica una baja producción de enzima, pues una concentración de oxígeno mínima 

tiene grandes efectos sobre el metabolismo de los hongos (Giuseppin, 1984). 

La producción de la enzima con respecto a la fuente de carbono empleada se reportó 

recientemente (Espinosaª, 1990). Las dextrinas son la mejor fuente de carbono 

trabajando a un tiempo fijo de 96 hrs de fermentación y con una concentración de 1 % . 

En este mismo artículo se reporta el efecto de posibles inductores y surfactantes sobre 

el crecimiento y producción de lipasa de este hongo, así como el efecto de las 

diferentes fuentes de nitrógeno. Se concluye que la enzima no es inducible, pero los 

aceites ejercen un efecto positivo como buenas fuentes de carbono. 

El estudio concerniente a Rhizopus delemar para la síntesis de triglicéridos a partir de 

diferentes ácidos grasos, así como el efecto de las condiciones de reacción y el grado 

de síntesis de triglicéridos y la especificidad de las enzimas fue investigado y reportado 

por (Tahoun, 1986) mientras que varios productos químicos que inhiben la síntesis de 

los glicéridos por estas enzimas son reportados por Tahoun, 1988. 
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3.1. Análisis de actividad " in situ " 

Ante el hecho de que se desconoce si esta cepa de Rhizopus delemar produce más de 

una lipasa y de que cabe la posibilidad de que cada una, sea regulada en forma 

diferente por las diversas fuentes de carbono tal como ocurre con las diversas 

celulasas de T reesei (Messner, 1990), o para detectar este hecho, la herramienta más 

adecuada es la realización de zimogramas o geles de electroforesis que permitan 

detectar actividad y asociar las bandas visibles a la acción sobre el sustrato. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

4.1. Cepa 

La cepa empleada en este trabajo es Rhizopus delemar CDBB H313 y se obtuvo del 

cepario del Departamento de Biotecnología del CINVESTAV en el Instituto Politécnico 

Nacional. 

La cepa se mantiene en "slants" de PDA (agar/papa/dextrosa) cubierta con aceite de 

parafina estéril y a una temperatura de refrigeración de 4º C. 

Para iniciar la fermentación se parte de una cosecha de esporas que se obtiene 

sembrando a partir de un "slant" de 4 a 6 matraces de 500 mi con PDA e incubando a 

29ºC por 6 dias , que es el tiempo requerido para la esporulación del microorganismo. 

Pasado este tiempo se procede a la cosecha de esporas. 

4.2. Cosecha de esporas 

Se esterilizan matraces de 250 mi con 100 mi de glicerina al 50%. 

En una campana de flujo laminar o en condiciones estériles, se va tomando el micelio 

de los matraces de 500 mi donde creció el microorganismo y se coloca en el glicerina. 

Se agita el matraz donde fue transferido el micelio en un vortex, repitiendo ésto con 

cada uno de los matraces. Se agita hasta obtener una suspensión de esporas de 

aproximadamente 0.06 de absorbancia a una Lambda de 540 nm. 

Por separado se toman 2ml de la suspensión de esporas más 5ml de agua destilada 

y se leen en el espectrofotómetro ( Shimadzu UV - 120 - 02 ) a 540 nm. Utilizando 

como blanco una solución de glicerina al 50%. 

Es importante mencionar que el micelio que quede tanto en los matraces como en los 

tubos que se van a leer debe retirarse para que la suspensión de esporas quede libre 

del mismo. 

Finalmente se guarda la suspensión de esporas en tubos de ensayo de 12 X 175 con 
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tapón de rosca, poniendo 10ml de la suspensión en cada uno. Los tubos deben ser 

previamente esterilizados, una vez cerrados se refuerzan con parafilm y se conservan 

en refrigeración a 4ºC. 

4.3. Medio empleado en las fermentaciones 

Una vez que se recuperan las esporas se procede a montar la fermentación para la 

cual se emplea el medio D (Celerin y Fergus, 1971, modificado según Espinosa, 

1990). 

Medio "D" 

Glucosa ....................................... ; ............... ,, ..... ;:::·: .... ; ............... 10.0 g/I 

Casaminoácidos .................... , ....... ;.\ ... ::, .. ::'.:(,::.( ... 0,;:~:,: .......... 10.0 g/I 

KN03 ............................. ;: ..... :.:·.;:;:,.;:_:(;{:;H'.:¡f;_' .. ,~,;, ..... ~.:,.: ...... : ..... 2.0 g/I 

:::E~'º : .·: .:Í;i~~í~~~tit~:· :::::, 
~ .. ¡ ... ~ :::::· :::-~.:·,. .~··;. 

Tia mina ........................................ :'.:::.~ ,,.~;::::;~;c;:~:i.:::.:.;., ........... 100.0µg/I 

*Aceite de oliva .................................. :.: ..... J.:.'.. ........................ 20.0ml/I 

Solución de elementos traza ........................................................ 1.0ml/I 

Nota: Se ajusta el pH 7 antes de agregar los elementos traza y el aceite de 

oliva. 

• Se adiciona sólo cuando el medio es suplementado y se agrega al final, por 

separado, 1 mi por cada 50ml de medio. 
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"Solución de elementos traza " 

ZnS04 · 7H20 ........................................................................... .439.8mg/I 

Fe (N03)2 .................................................................................. 723.5mg/I 

MnS04 · 4H20 ........................................................................... 203.0mg/I 

La fuente de carbono (glucosa) fue sustituida por otros carbohidratos pero en la misma 

proporción así como por glicerina y aceite de oliva. 

Las fuentes de carbono empleadas son: Glucosa, dextrinas, almidón, sacarosa, 

fructosa, lactosa, galactosa, maltosa, glicerina y aceite de oliva. Para sustituir el 

glicerina y aceite de oliva se tomó en cuenta su densidad, que es de 1.2608 y 0.912, 

respectivamente. 

4.4. Montaje de la fermentación 

- En matraces de 250ml se colocan 50ml de medio O y se esterilizan a 121ºC por 15 

min. 

- Se inocula en la campana de flujo laminar o bajo condiciones estériles con 2ml de la 

suspensión de esporas cada uno de los matraces . .. 
- Los matraces se colocan en la incubadora a 29ºC con agitación a 150 rpm y por un 

período de 96 horas, siguiendo la evolución de la fermentación, muestreando cada 24 

horas. 

-Siguiendo el esquema de trabajo mostrado en la figura 14 
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Figura 14 

Tratamiento de muestras posterior a la fermentacion 
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4.5. Biomasa (peso seco) 

Se filtran las muestras en sistema millipore, utilizando papel filtro whatman # 1, puesto 

previamente a peso constante. 

La biomasa se coloca en una estufa a 60ºC por 24 horas, pasado este tiempo se pesa 

y por diferencia se calcula el peso seco. 

Al filtrado se le mide el pH en Potenciómetro ( Orion 520 A) y de 10 a 15 mi del mismo 

se le dializa en bolsitas (Spectrapor) con un rango de expulsión se 12000 a 14000, 

contra agua destilada a 4ºC y por 24 horas. 

4.6. Actividad lipolítica 

En un baño a temperatura constante de 37ºC y con agitación se hacen las mediciones 

utilizando un potenciómetro (Orion 520 A ), que detecta la disminución en los valores 

de pH, por liberación de ácidos grasos. Los resultados así obtenidos, se comparan con 

una curva de ácido butírico al 0.5% y se obtienen los valores de actividad en 

micromoles de ácido butírico liberados por minuto con un mililitro de enzima (Menassa, 

1982). 

Se define como una unidad las micromoles de ácido butírico liberado en un minuto de 

reacción bajo las condiciones antes mencionadas. 

4.7. Proteína extracelular 

Se toman alícuotas de 0.5 mi del filtrado dializado llevándose a un volumen final de 

1 mi con agua destilada. 

Se adicionan 5ml de reactivo E y se deja reposar 10 min. 

Se agregan 0.5ml de reactivo de Folin 1:1 en agua destilada, y se agita vigorosamente, 
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se dejan reposar por espacio de 30 min en la obscuridad. 

Las muestras se leen en un espectrofotómetro ( Shimadzu UV - 120 - 02 ) a 590 nm y 

se obtiene el valor de proteína interpolando los valores leidos en una curva estandar 

de albúmina (Lowry, 1951). 

Reactivos Empleados: 

Reactivo A 

Reactivo B 

Reactivo C 

Reactivo D 

Reactivo E 

CuS04. 5H20 al 1 % en agua destilada. 

Tartrato doble de sodio y potasio al 2% . 

NaOH (0.1N) + Na2C03 (2%) 

1 A + 18 

10 + 50C 

4.8. Consumo de sustrato , carbohidratos (fenol sulfúrico) 

A un mililitro de filtrado sin dializar, se le adiciona 1 mi de fenal al 5% y 5ml de ácido 

sulfúrico concentrado, agitando vigorosamente (en vortex) los tubos. 

Se dejan reposar 10 min y se vuelven a agitar (en vortex). Se incuban en un baño de 

agua de 20ºC a 30ºC por 20 min y se leen en un espectrofotómetro ( Shimadzu UV -

120 - 02 ) a 490 nm. Se interpolan los datos leídos en la curva patrón del azúcar 

correspondiente. (Dubois, 1956). 

Nota: El consumo de aceite de oliva y glicerina se midió por extracción con 

cloroformo (gravimétricamente) (Corzo, 1992). 

4.9. Precipitación de la enzima 

Se realiza un purificación parcial de la enzima, al precipitar las proteínas con acetona 

(Okeke, 1981) a temperaturas inferiores a los OºC. Esto se logra al enfriar acetona en 

un baño de hielo seco, con acetona y NaCI y se hace lo mismo con el filtrado evitando 
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que se congele. 

Se llena una bureta con acetona fría y se añade el solvente gota a gota a Ja muestra, 

con agitación constante. Se mantiene frío sin congelar. 

Se suspende Ja adición de acetona cuando el volumen añadido es por Jo menos el 

. triple del volumen de filtrado utilizado. 

Se centrifuga a 7000 rpm durante 10 minutos, se decanta y resuspende en el mínimo 

volumen de agua. 

Se determina Ja cantidad de proteína por el método de Lowry. 

El liofilizado se lleva a cabo en frascos viales hasta eliminación total de agua. Se 

suspende en la mínima cantidad de agua, y si el volumen lo permite se determina 

proteína por el método de Lowry. 

Nota: La muestra liofilizada debe ser hidratada poco antes de llevar a cabo la 

electroforesis. Una vez resuspendida la muestra se debe guardar en congelación. 

4.1 O. Electroforesis 

Electroforesis (Laemmli, 1970 y Aguilar, 1991 ) 

Concentración de acrilamida 10%T, 2.7%C 4%T, 2.7%C 

Solución 3.33ml 0.67ml 

Buffer 3 2.50ml 

Buffer 4 1.25 mi 

Solución 5 0.10 mi 50 µI 

Agua 4.0ml 3.0ml 

Solución 6 50 µI 25 µI 

TEMED 5 µI 2 µI 

Volumen Final 10 mi 5ml 
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En un matraz kitasato de 50 mi mezclar los reactivos en la proporción indicada para el 

gel inferior (10%), excluyendo el TEMED y la solución 6. 

Colocar en agitación al vacío, durante 7 min para degasar, y evitar que el oxígeno 

disuelto haga lenta la reacción. 

Una vez degasada la muestra, se añade el TEMED y la solución 6. Se vierte en la 

cámara (Mini Protean //, Biorad) y se añaden unas gotas de solución de isopropanol (al 

50%) en agua, para asegurar bordes lisos. 

Una vez gelificado, se enjuaga con agua destilada y se seca con papel filtro. 

Se repite el procedimiento para el gel superior (4%) . 

Antes de la ge/ificación se coloca el peine para la formación de los carriles. Ya 

gelificado, se retira el peine, y se enjuaga con agua destilada y se seca con papel filtro. 

Se cargan las muestras con ayuda de una jeringa para cromatografía de gases 

(Unimetrics, TP 5050-1 de 50 µI). 

se llena la cámara con el buffer y se corre a corriente constante de 30 mA. La corrida 

toma aproximadamente 1.30 horas para geles de 9X6 cm y con un espesor de 1.5 

mm. 

Preparación de muestras: 

En tubos eppendorf, se coloca el volumen de muestra correspondiente 

aproximadamente de 200 microgramos de proteína, y se añade la misma cantidad de 

colorante. 

Se llevan las muestras a ebullición durante 60 seg y se colocan en hielo. Ya frías se 

cargan en los carriles y se procede a la corrida. El mismo tratamiento se aplica a los 

marcadores de Peso Molecular 

Terminada la corrida el gel se tiñe, por 24 horas y posteriormente, se destiñe con ácido 

acético para observar las bandas obtenidas. 
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Soluciones empleadas para electroforesis 

Solución 1 : 58.4 g de acrilamida y 1.6 g de bisacrilamida se disduelven en 200 mi de 

agua destilada y se almacenan a 4ºC. La acrilamida es neurotóxica, por lo que la 

solución debe ser preparada y manejada con sumo cuidado. 

Buffer 3 (Tris - CI 1.5M) : 36.3 g de tris se disuelven en 100 mi de agua destilada, 

ajustando el pH a 8.8 con HCI y aforando a 200 mi. 

Buffer 4 (Tris - CI 0.5M) : 3 g de tris se disuelven en 25 mi de agua destilada, ajustando 

el pH a 6.8 y aforando a 50 mi. 

Solución 5 (SOS 10%) : 50g de SOS se disuelven en 500 mi de agua destilada y se 

conserva a temperatura ambiente. 

Solución 6 (Persulfato de amonio 10%): 0.5 g de persulfato de amonio se disuelven en 

5 mi de agua destilada, se dividen en alícuotas y se conservan en refrigeración. 

Colorante de las muestras : Se mezclan en un tubo de ensayo 2.5 mi de la solución 4, 

4 mi de la solución 5, 2.0 mi de glicerina, 1.0 mi de 2 mercaptoetanol y se llevan a un 

volumen final de 10 mi, añadiendose un poco de color en polvo de azul de coomassie 

R 250. Se mezcla bien y se divide en alícuotas que se conservaran congeladas. 
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Buffer de corrida (Tris 0.025M Glicina 0.192M SOS 0.1%): 12 g de tris y 57.6 g de 

Glicina se disuelven en agua destilada y se añaden 40 mi de la solución 5, ajustando el 

pH a 8.3 y aforando a 4 litros. Esta solución se mantiene en refrigeración. 

Solución teñidora: A 62.5 mi de una solución stock de azul de coomassie R 250 al 10% 

se le añaden 250 mi de metanol y 50 mi de ácido acético llevando a un volumen final 

de 500 mi con agua destilada. 

Solución desteñidora: 500 mi de metano! mas 100 mi de ácido acético se aforan a un 

litro con agua destilada. Esta solución se prepara al momento de usarla. 

Se debe hacer mención de que todas las soluciones antes mencionadas deben ser 

filtradas a través de papel Whatman # 1 inmediatamente después de preparadas para 

su posterior almacenamiento y/o uso: 

4.10.1. Técnicas para medir actividad" in situ" 

1.- Incubación tipo sandwich: Se prepara un gel de agarosa con una concentración de 

1.5 %, en el cual se emulsifica el sustrato a probar ( tributirina o aceite de oliva ) en 

una concentración del 5 % y una solución al 0.05 % de rodamina (1:1) con respecto a 

la agarosa. Se utiliza como emulsificante Tritón X-100 al 1 o/o con respecto a la 

agarosa. Se agita a la máxima velocidad en el vortex por espacio de 20 a 30 minutos, 

hasta lograr una sola fase, esperando que la emulsión sea estable por lo menos 10 

minutos. 

Una vez que se tiene la emulsión estable se procede a vaciar en un vidrio de (23 x 23 

cm) al que previamente se le colocó cinta para cubrir en la orillas para evitar que se 
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escurra antes de solidificar y procurando que el gel sea lo más delgado posible. 

Teniendo el gel sólido se coloca sobre éste el gel donde se corrieron las muestras sin 

teñir y previamente enjuagado con buffer de tris-maleatos pH 6 por tres veces con 

intervalos de 30 minutos cada uno. 

Se pone a incubar por 24 horas con buffer de tris-maleatos pH 6 que apenas y toque 

los geles para evitar su separación, pasado el tiempo se observan las bandas de color 

verde-amarillo fluorescentes, a la altura de la banda donde se encuentra la lipasa. 

2.- Réplica en papel: Se cortan cuadros de papel filtro Whatman # 1 de (12x9 cm) se 

colocan sobre una charola y se les van agregando poco a poco 6 mi de una emulsión 

de tributirina al (50 %, 20 % ó 5 % ) como toda la emulsión no puede ser absorbida por 

el papel se va añadiendo 1 mi y se coloca en la estufa a 50 ºC hasta que se seca y así 

se continúa hasta terminar los 6 mi. Ya seco el papel se pone en una charola honda y 

sobre éste se coloca el gel donde se corrieron las muestras, dejando el vidrio del gel 

de corrida encima para añadir buffer de tris-maleatos pH 6 y evitar el defasamiento del 

gel o del papel durante la incubación de 24 horas. 

Después de incubar se procede a teñir el papel con spray de una solución de azul de 

bromocresol que se prepara como sigue: 

Azul de bromocresol.- 0.1 g de azul de bromocresol se disuelven en 18 mi de Na OH 

0.1 N y se añaden 450 mi de agua destilada, ya preparado se guarda en refrigeración. 

Al esprear el papel se observan manchas color amarillo donde se liberaron ácidos 

grasos por la hidrólisis con la lipasa, por lo que se puede determinar cual es la banda 

que corresponde a dicha enzima. 

3.- Gel réplica específico para lipasa: (Hófelmann, 1983) sustituyendo el buffer de 

succinatos pH 6 por buffer de tris-maleatos pH 6. 

4.- Técnica de transferencia: Se corre el gel para separación de bandas y se prepara 

un papel filtro (# 5, filtración lenta) con una emulsión de tributirina al 5 % al igual que 
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en la técnica de replica en papel. Se coloca en una charola el gel de corrida y sobre 

éste el papel filtro que encima tiene aproximadamente 400g de toallas sanitas, 

presionando éstas homogéneamente, y poniendo buffer (tris-maleatos pH 6 ) suficiente 

para que por capilaridad suba pasando por el gel y el papel filtro quedando en este 

último, las proteínas que difunden, se procede a incubar por 24 horas y transcurrida la 

incubación se tiñe el papel filtro con una solución de azul de bromocresol como se 

indica en Ja técnica de réplica en papel, para observar manchas amarillas a Ja altura de 

Ja banda correspondiente a lipasa. 

5.- Copolimerización acoplada: Se prepara el gel de acrilamida, como se indica en la 

técnica general, pero emulsificando en éste el sustrato ( aceite de oliva al 5 % con 

respecto a Ja acrilamida y la solución de rodamina al 0.05 % ) empleando Tritón X-100 

al 1 % como emulsificante. Esta emulsión se pone en Ja cámara de electroforesis como 

ya se indicó, haciendo Jos carriles. Ya sólido se cargan las muestras, se corre el gel, 

esperando que conforme corre Ja muestra se vaya hidrolizando el aceite de oliva, con 

la liberación de Jos ácidos grasos y por ende se puede observar fluorescencia por la 

reacción con la rodamina deteniendose ésta a Ja altura donde se retiene la lipasa en el 

gel. 

6.- Modificación a copolimerización acoplada: Se prepara el gel de corrida igual que Ja 

técnica anterior, pero suprimiendo de Ja emulsión la rodamina, una vez que se termina 

de correr el gel se Java con buffer de tris-maleatos pH 6 y se tiñe en una solución de 

rodamina al 0.05 % para observar mancha fluorescentes si el sustrato fue consumido 

y saber a qué altura queda Ja banda que corresponde a lipasa. Este mismo 

procedimiento se sigue pero al final se tiñe con una solución de azul de bromocresol, 

observándose manchas amarillas donde queda la lipasa después de la corrida ( esto 

es similar a lo observado en réplica en papel). 
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4.10.2. Determinación de actividad en cajas petri 

Se prepara agar al 12.5 o/o de concentración y se calienta hasta su completa disolución 

añadíendosele 1 o/o de tributirina, se licúa por espacio de 5 minutos hasta formar una 

emulsión, se esteriliza por 15 minutos a 121ºC, se deja enfriar y antes de que 

solidifique se vacía en cajas petri dejando solidificar. 

Una vez sólido se colocan circulas de papel filtro impregnados con las muestras a 

probar, y se incuban por espacio de 24 horas a 37°C. Después de la incubación se 

observan halos de claridad, en las muestras que presenten actividad. 

Las condiciones probadas fueron: muestras hervidas (60 seg.) y con mercaptoetanol 

muestras hervidas (60 seg.) y' sin mercaptoetanol 

muestras sin hervir y con mercaptoetanol 

muestras sin hervir y sin mercaptoetanol (control) 

4.11. Análisis estadístico 

Se realizó un diseño experimental aleatorio. Se llevaron a cabo tres fermentaciones 

independientes para cada condición, con duplicados para cada tiempo. Las 

determinaciones de cada parámetro a su vez, se realizaron por triplicado. 

Se trabajó a partir de datos individuales de las muestras analizadas, para obtener un 

análisis básico de producción y crecimiento para la enzima (Lipasa) a partir de R. 

dele mar. 
Determ 1 nac tenes rea 1 1 zadas 

PARAMETRO UHIOAOES 

1.- Blomasa mg / volumen 

2.- Actividad l lpol lllca volumetrlca U. l. 

3.- Protelna extracelular pg prol. I mi 

4.- Productividad de la fermentaclon U. l. I h 

5.- Actividad l lpol ltlca especifica U. l. / mg de blomasa 

6.- Sustrato consumido mg / mi 

7. - Ve 1oc1 dad de consumo mg/ml.h 

8.- Rendimiento de producto U. l. / mg sus. 

9.- Rendimiento de blomasa mg de b 1 omasa. I mg sus. 

10. -pH 

11.-Velocldad de crecimiento (u) h-' 
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Después de realizados los cálculos, se sometieron a un análisis estadístico, llevado a 

cabo con el sistema SPSS, realizando un análisis de varianza para determinar si existe 

diferencia significativa entre las variables independientes ( fuente de carbono, tiempo, 

aceite ) al evaluar todas las variables dependientes. Si con el análisis de varianza se 

determina que existe diferencia significativa (Ó = 0.05 ) o una diferencia altamente 

significativa ( ó = 0.01) se calculan las pruebas de rango. Estas consisten en una 

comparación entre medias que nos permite decir cómo se agrupan éstas y determinar 

cuáles son iguales y cuál es la mejor. Se realizaron pruebas tanto de rango fijo como 

de rango múltiple y se seleccionó aquélla que separase en mayor número de grupos a 

las medias. Las pruebas de rango realizadas fueron LSD, Tukey, Duncan y SNK, así 

como un análisis de tendencias para los tiempos. Los resultados se presentan como 

promedios con desviación estándar, calculados con el mismo paquete estadístico y se 

muestran en los anexos. 
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5. Resultados y discusión 

La solución a las interrogantes planteadas en torno al efecto de la fuente de carbono 

se buscó mediante la construcción de tres grupos experimentales, empleando un 

diseño aleatorio. Estos fueron: 

(1) carbohidratos como única fuente de carbono 

(11) aceite de oliva al 2%, suplementado con carbohidratos 

(111) aceite de oliva en dos concentraciones. 

A continuación se presenta un análisis de los resultados más importantes obtenidos 

con cada uno de ellos y se realiza un análisis conjunto que permita esclarecer los 

fenómenos que se presentan. 

5.1. Grupo 1 (carbohidratos como única fuente de carbono) 

El grupo I, en el que se emplean exclusivamente carbohidratos como fuente de 

carbono, se incluyó con el objeto de establecer si la producción de la enzima es 

constitutiva y si existe algún fenómeno regulatorio ejercido por los diferentes 

carbohidratos relacionado con la facilidad con la que son asimilados. El estudio se 

realizó en forma cinética pues los trabajos previos reportan los resultados a tiempo fijo 

(lwai, 1974 y Espinosaª, 1990). 

En las Figuras 1 - 9 se observa el crecimento, medido como peso seco de biomasa 

cada 24 h, obtenido con los diferentes carbohidratos. Entre ellos, el almidón 

proporciona los mejores resultados. Sin embargo, este polímero presenta una fase lag 

pronunciada, infiriéndose que ésto se debe a la falta de enzimas para su hidrólisis o a 

un retraso en la producción de las mismas. En Oriente se emplean microorganismos 

de este género para la fermentación de sustratos amiláceos, por lo que esta enzima 

debe estar presente. Con las dextrinas no se observa esta fase lag, seguramente por 

52 



la glucosa libre que contienen. El hecho de que se obtenga un bajo crecimiento 

cuando la fuente de carbono son disacáridos como lactosa, maltosa, y sacarosa, 

permite suponer que el microorganismo carece o tiene poco activas las enzimas 

involucradas en su metabolismo. No se tiene información con respecto a este género, 

pero en otros hongos es común el tener problemas de asimilación de disacáridos 

(Gadd, 1988). El resultado puede ser sorpresivo en el caso de la sacarosa, puesto que 

este azúcar se emplea en numerosos procesos fermentativos; sin embargo, puede ser 

explicado al observar los pobres resultados obtenidos con fructosa, lo que indica que 

este monosacárido presenta dificultades para ser metabolizado. 

Un indicador de la facilidad con la que se asimilan los carbohidratos lo constituye la 

velocidad de crecimiento, que se presenta en la Tabla 10 para el caso del intervalo de 

las primeras .24 horas. El almidón es la fuente con la que se obtiene la más baja 

velocidad de crecimiento ya que presenta una fase lag pronunciada en el período 

considerado. Entre el resto de las fuentes de carbono no hay diferencias importantes 

en cuanto a los valores obenidos. Ni la magnitud de crecimiento ni la velocidad están 

asociadas al consumo de sustrato, pues no se encuentran diferencias significativas en 

cuanto a la eficiencia de consumo de ninguno de los carbohidratos probados (Anexo 

1, Cuadros 1 y 2 ). Todos son consumidos totalmente a las 96 h. El sustrato consumido 

fue evaluado por la técnica de fenal-sulfúrico para azúcares totales ante la variabilidad 

o falta de confiabilidad mostrada por pruebas con el método de antrona (Loewus,1951) 

y de azúcares· reductores (Dubois, 1956). Los resultados obtenidos indican que las 

diferencias de comportamiento entre los carbohidratos se deben al metabolismo al 

interior celular, no a defectos en el transporte o asimilación de los mismos. 

El metabolismo de los carbohidratos repercute en la generación de metabolitos que 

acidifican o alcalinizan el medio (Figuras 1 - 9). El metabolismo de lactosa y maltosa, 

dos disacáridos, no genera ácidos, pues el pH final está en el rango alcalino. 

Coincidentemente son los do·s carbohidratos con los que se obtiene menor 
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crecimiento. Las diferencias entre los valores obtenidos para pH permiten establecer 

varios grupos entre los que se presentan diferencias significativas (Anexo J, Cuadro 3). 

Sin embargo, estas diferencias no parecen ser suficientes para explicar Jos niveles de 

enzima obtenidos (Figuras 1 - 9). Los dos casos de actividad más baja se presentan 

en el pH más alcalino (7.55-7.70), mientras que valores altos y bajos de actividad se 

encuentran distribuidos en un rango de valores de pH más ácido (5.15-6.51 ). 

La incorporación de la fuente de carbono al microorganismo se analiza calculando el 

rendimiento de biomasa (Ys). Comparando los valores reportados en la Tabla 11 se 

observa que para el caso de la fructosa, a pesar de que es el que se consume más 

eficientemente, es de los que menos se incorpora a biomasa. Otros carbohidratos cuyo 

consumo es más lento son mejor asimilados, como almidón, dextrina, sacarosa y 

glucosa, sin que se encuentren diferencias significativas entre ellos, ya que ocupan el 

mismo rango de valores (Anexo 1, Cuadro 4). 

En todos los casos se presenta producción de enzima en ausencia de aceite. Esto 

confirma que la producción de la enzima es constitutiva. La máxima actividad lipolitica 

se presenta con la fuente que permite mayor crecimiento, que es el almidón (Figuras 1 

- 9). En seguida se encuentra la producción con dextrinas y después con glucosa. 

Esta relación inversa entre actividad lipolítica y grado de hidrólisis del carbohidrato 

permite suponer la existencia de un efecto regulatorio negativo ejercido por glucosa. 

Recientemente, otros autores han reportado el fenómeno de regulación por glucosa en 

este microorganismo, al comparar el comportamiento de la producción de enzima en el 

medio de cultivo con glucosa y glicerina (Haas, 1993). Debe señalarse que Ja mayor 

parte de los trabajos que reportan producción de lipasas en diferentes 

microorganismos emplean glucosa como fuente de carbono. No se reportan análisis 

de efectos regulatorios, excepto para R. chinen sis (Nakashima, 1988) y P. roqueforti 

(Eitenalhler, 1970). 
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Como se ha señalado, la máxima producción de enzima se presenta con la fuente que 

permite mejor crecimiento y, a excepción del caso de la galactosa, parece existir una 

correlación directa entre actividad lipolítica y crecimiento. Esto indica que las 

estrategias empeadas para incrementar el crecimiento podrian repercutir en elevar la 

actividad enzimática, tal como ha sido reportado para Rhizopus oligosporus (Nahas, 

1988) y Aspergillus niger (Pal, 1978). Un problema que se presenta en este 

microorganismo es un crecimiento exhuberante, con presencia de hifas largas, lo que 

podría presentar problemas en cultivos a mayor escala. 

El comportamiento de la cinética de producción de la enzima con respecto al 

crecimiento se observa en las mismas Figuras 1 - 9. Se puede ver que en todos los 

casos hay un máximo de producción a las 24 h. Los análisis estadísticos indican que 

para el caso de glucosa y almidón las diferencias si son significativas (Anexo 1, Cuadro 

5) con respecto a las muestras subsecuentes y el comportamiento es lineal (El análisis 

de tendencias se muestra en el Anexo 11, Cuadro 1). Se puede afirmar que la 

producción de la enzima está parcialmente asociada a crecimiento, pues se presenta 

un máximo previo al inicio de la fase estacionaria (24 h) y los valores obtenidos 

posteriormente no difieren significativamente de los valores obtenidos a las 24 h. Se 

desconoce la función que pueda ejercer una lipasa expresada en forma constitutiva. 

Es posible que la actividad detectada provenga del proceso de germinación de 

esporas, lo que explicaría la rápida elevación de niveles en ausencia de lipidos en el 

medio de cultivo. 

Al ser la lipasa una enzima extracelular es importante observar la evolución de 

producción de proteína extracelular. La secreción de proteínas se inicia a las 24 h de 

fermentación y se puede afirmar que ésta va en aumento conforme avanza el tiempo 

de fermentación, con un comportamiento lineal (Figura 12). Existe una estrecha 

correlación entre la proteína excretada y la actividad lipolítica (Tabla 13), a excepción 

de Jos resultados obtenidos para lactosa y maltosa, en los que se obtienen niveles de 
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proteína comparables a los de los mejores productores pero su actividad lipolítica es 

baja (Anexo 1, Cuadro19). 

El estudio de la producción específica (referida a biomasa) se presenta para los puntos 

de 24 h y 96 h. Los valores de la misma son mucho más elevados a tiempo corto, y la 

disminución posterior sugiere que la actividad es inhibida o reprimida por productos del 

metabolismo (Tabla 13). Se advierte el efecto negativo ejercido por glucosa sobre la 

producción de enzima, pues a tiempo corto es el que menor actividad específica 

posee. 

Al calcular el valor de Yp (rendimiento de producto) (Tabla 14), en este caso se 

observa que los valores máximos se obtienen con sacarosa y almidón, sustratos con 

los que también se presenta el mayor Ys, no existiendo diferencias significativas entre 

estas dos fuentes (Anexo 1, Cuadro 6). 

Las muestras provenientes de fermentaciones que empleaban glucosa, almidón y 

dextrinas presentan variantes en las tendencias de producción. La presencia de más 

de un máximo de producción permite suponer que se pueda producir más de una 

enzima con actividad lipolítica (Figuras 1-9). Por otra parte, el comportamiento 

mostrado por los experimentos efectuados con glucosa, almidón y dextrinas sugiere 

que se presenta un efecto regulatorio por glucosa, el que pudiera ser ejercido diferente 

si hay varias enzimas que poseen actividad lipolítica. Para evaluar esta hipótesis se 

realizaron geles de poliacrilamida con extractos crudos y se probaron diferentes 

métodos de detección de actividad" in situ ", descritos en Materiales y Métodos. Los 

geles se realizaron en condiciones desnaturalizantes, en presencia de SOS, tomando 

en cuenta que puede lograrse la renaturalización posterior para poder medir la 

actividad. 

Se tuvieron que realizar experimentos previos para obtener una mejor visualización de 

las bandas en el gel. Esto se logra mejor si las muestras están hervidas y en 

presencia de mercaptoetanol. Si sólo se hierven y no tienen mercaptoetanol las 
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bandas son difusas. Por ello, es necesario verificar en qué medida estos tratamientos 

inciden sobre la actividad enzimática para poderla evaluar con las técnicas de actividad 

" in situ". La evaluación se llevó a cabo colocando muestras tratadas de la misma 

manera que las muestras de corrida en electroforesis, en cajas de petri con agar y 

tributirina al 1 % emulsificada, llevando a cabo dichas pruebas por triplicado. Se 

analizó el efecto de hervir o no hervir las muestras, en presencia y en ausencia de 

mercaptoetanol. Si se hierve en presencia de mercaptoetanol por espacio de 60 

segundos no se encuentran muestras con actividad. La mera ebullición implica la 

pérdida de actividad en aproximadamente 50% de las muestras probadas. Estos 

resultados sugieren que se requieren puentes disulfuro intactos para mantener 

actividad. Para poder lograr visualizar las bandas y detectar actividad las muestras 

hervidas en presencia de mercaptoetanol fueron lavadas tres veces con agua, 

logrando recuperar actividad. 

Las muestras empleadas en la electroforesis fueron tomadas a diferentes tiempos en 

cada una de las fuentes consideradas. Por consiguiente, a las O h no se detecta 

ninguna banda (Figura "A"). A las 24 horas de fermentación (Figura "B") se observa la 

aparición de una banda a la altura del tercer marcador de peso molecular para las 

muestras correspondientes a dextrinas (45 000 Da) y almidón (48 000 Da), siendo más 

intensa la muestra correspondiente a dextrinas. No se ve una banda equivalente en la 

muestra proveniente de glucosa, lo que coincide con baja actividad lipolítica en este 

momento. Aparecen cuatro bandas más, pero muy tenues, de las cuales se puede 

suponer son enzimas requeridas para la hidrólisis y posterior asimilación de los 

carbohidratos (28 000, 14 000, 5 000, 3 000 Da). A las 48 horas de fermentación 

(Figura "C") se observan 7 bandas definidas en la muestra correspondiente al almidón; 

en dextrinas sigue predominando la banda de 45 000 Da, observándose 2 bandas 

más, muy tenues y que apenas se podian observar a las 24 horas (28 000, 10 000 

Da). En la muestra obtenida de glucosa aparece una banda (51 000 Da) 

57 



aproximadamente a Ja misma altura que en las dextrinas y el almidón. Las diferencias 

en los pesos moleculares calculados pueden deberse a problemas de manejo de 

muestra. A las 72 h (Figura "D") en todas las muestras se observa un incremento en 

el número de bandas. Esto coincide con el incremento en la concentración de proteína 

extracelular que se observa en el Anexo 1, Cuadro 19. La banda cercana a Jos 45 000 

Da y se intensifica la cercana a 28 000; aparece una banda nueva, con peso molecular 

cercano a los 14 000. Al final de la fermentación (Figura "E") el perfil de bandas no 

presenta diferencias, aunque se observa un ligero barrido, probablemente debido a Ja 

actividad proteolítica que se ha reportado para esta cepa (Espinosa b, 1990). 

De Jos métodos de detección de actividad " in situ " el que mejor funcionó fue el 

método de transferencia a papel. La única banda que presenta actividad es la de 45 

000 Da, por lo que, al menos con esta metodología, debe descartarse la hipótesis de 

que los picos de actividad presente se deban a la presencia de dos enzimas Jipolíticas. 

Tahoun (1986) reporta una cepa con tres enzimas lipoliticas, una de las cuales pesa 

45 000 Da. Haas et al. (1991) aislan un gene de Jipasa de R. delemar pero la proteína 

pesa 42 000 Da antes del procesamiento y 30 000 Da después del mismo. Esto hace 

suponer que es una cepa más cercana a Ja reportada por Tahoun. 

En términos de implementación de un proceso a nivel de producción es importante 

considerar no sólo Jos niveles de actividad alcanzados, sino la productividad de la 

fermentación. El valor alcanzado por la fermentación llevada a cabo con dextrinas a las 

24 hes el más alto (Tabla 16). Si se consideran todos los valores obtenidos a lo largo 

de la fermentación el valor más alto se obtiene para el almidón (Anexo 1 Cuadro 7). 

Por lo tanto, puede sugerirse el realizar fermentaciones más cortas, recomendación 

reforzada por el hecho de que sólo se obtiene una actividad enzimática lipolítica. 
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Tabla 10 

VELOCIDADES DE CRECIMIENTO (") 24 HORAS 

FUENTE DE 
u SIN ACEITE u CON ACEITE 

CARBONO 

Glucosa 0.13 0.06 

Fructosa 0.12 0.06 

Dextr 1 nas 0.13 0.09 

Sacarosa 0.11 0.07 

Galactosa 0.14 0.08 

Mal tosa 0.13 0.06 

Almldon 0.01 0.03 

Lactosa 0.10 0.09 

GI lcerol 0.15 0.06 

A.o. 0.08 0.07 

Tab 1 a 1 1 

Rendimiento de Blomasa (Ys) al final de 

1 a T'ef""mentac 1 on 96 Hrs 

Sin aceite 

-
Fuente de Carbono X " mg de ce 1. 

mg sus. 

G 1 ucosa 0. 5043 0.0491 

Fructosa 0.4243 0.0353 

Dextrinas 0.5212 0.0874 

Sacarosa 0.4813 0. 2719 

Ga 1 actos a 0.5166 0.0344 

Ma I tosa o. 2643 0. 0662 

Almldon 0.5350 0. 3468 

Lactosa 0.1509 0.0168 
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Tabla 13 

Actividad lpolltlca espec flca 

Fuente de carbono 

G 1 ucosa 

Fructosa 

Dextrinas 

Sacarosa 

Ga f actosa 

U,L./mg blomasa 

sin aceite 

-
Tlempo(hrs) X fuente de carbono T 1 empo(hrs J 

0 81.00 
24 s. 38 
48 2.ss Ma 1 tosa 
72 2.87 
96 4.06 

0 81.88 
24 8.64 
48 2. 26 Alml don 
72 3.68 
96 3.02 

0 66. so 
24 6. S4 
48 3.47 Lactosa 
72 2.93 
,96 2. 33 

o 71. 41 
24 10.73 
48 3.0S GI lcerlna 
72 2. 3S 
96 1.80 

0 100. 76 
24 6. 7S 
48 1.98 
72 2. 3S 
96 2.91 

Tabla 14 

Rendimiento de producto 

U.L./mg sus. 

sin aceite 

-

o 
24 
48 
72 
96 

0 
24 
48 
72 
96 

0 
24 
48 
72 
96 

o 
24 
48 
72 
96 

Fuenl!s de carbono T 1 empo(hrs) X e fuentes de carbono TI empo(hrs J 

24 S.13 1. 73 24 
Glucosa Galactosa 

96 2.01 0.99 96 

24 2.00 0.S6 24 
Fructosa Ma 1 tosa 

96 1. 27 O.S6 96 

24 s. S6 1.43 24 
Dextr 1 nas Almldon 

96 1. 21 O.S1 96 

24 13.92 6.S3 24 
Sacarosa lactosa 

96 o. 7S 0.12 96 
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-
X 

101. 28 
8.6S 
3. lS 
4.49 
3.93 

2.69 
8.S3 
3.11 
4.04 
3.9S 

62.81 
10.07 
4. 87 
4. 29 
4. 73 

18S.04 
11 .os 
3.93 
2.90 
2. 87 

-
X a 

S.49 1. 38 

1. S0 O.S3 

S.06 0,39 

t.03 0.18 

11. 31 12.03 

l. S9 0.67 

2. 72 0.49 

0. 71 o.os 



TABLA No 16 

PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION 

U. I / h. 

FUENTES DE CARBONO SIN ACEITE 

Tlempo(h) Glucosa desv.est. Fructosa desv.est. Dextrinas desv.est. Sacarosa desv. est Glicerol desv.est - - - - -
X X X X X 

0 0.0000 0.0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 0.0000 0.0000 0. 0000 0.0001 0.0001 

24 0. 4316 0, 1318 0. 5716 0. 1701 0, 7884 0.1972 0.6552 0. 2190 0. 6054 0.0729 

48 0. 1924 0. 0449 0. 1731 0.0331 0. 2726 0.1264 0.1922 0. 0784 0.2512 0.0805 

72 0. 1862 0.0652 0. 2597 0. 1725 0. 2049 0.0815 0.1184 0 .0293 0.1706 0.0655 

96 0. 1994 0.1029 0. 1412 0. 0650 0. 1105 0.0610 0. 0762 0.01 i6 0.1481 0.0654 

Tlempo(h) Galactosa desv.est. Mal tosa desv. esl. Almldon desv .est, Lactosa desv.est. A.0.1% desv.est. - - - - -
X X X X X 

0 0.0198 0.0420 0. 0000 0. 0000 0.0000 0.0000 0. 0000 0. 0000 0.0001 0.0001 

24 0.6019 0. 1478 0. 5506 0.0530 0.6738 0. 2419 0.5301 0. 1020 0.6205 0.1009 

48 0. 1620 0. 0306 0. 2037 0.0601 0. 2906 0.1910 0.2193 0.0798 0. 5002 0.2138 

72 0. 1657 0.0520 0. 1334 0.0187 0. 2249 0. 1175 0.1103 0.0216 0. 3630 0.1732 

96 0 .1539 0 .0522 0. 1051 0.0181 0.1852 0.0776 0. 0727 0. 0043 0.1722 0.0776 
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5.2. Grupo 11 (aceite de oliva suplementado con carbohidratos). 

El grupo 11, que lleva en el medio de cultivo aceite de oliva al 2% además de los 

carbohidratos empleados en el grupo anterior, se diseñó para saber si el aceite se 

comporta como un efector positivo de la producción de enzima o un estimulante del 

crecimiento celular, pues los resultados anteriores indican que la enzima es constitutiva 

pero la gran mayoría de autores emplean lípidos en el medio de cultivo. Por otra parte, 

se desconoce si los efectos regulatorios detectados previamente se presentan cuando 

Ja naturaleza de la fuente de carbono es mixta. 

Al analizar el crecimiento en este grupo no se encuentran diferencias significativas 

entre ningún carbohidrato, Jo que sugiere que el uso de aceite es suficiente para 

sostener el crecimiento a este nivel de nitrógeno (Figuras 17 - 25). Si se comparan los 

valores obtenidos para este grupo con Jos obtenidos para el grupo 1 se verifica el hecho 

de que el aceite es estimulante del crecimiento celular, independientemente del 

carbohidrato empleado como suplemento. No se observan diferencias en cuanto a 

velocidad de crecimiento en este grupo (Tabla 10). 

El análisis de Ja velocidad de consumo de carbohidratos en este tipo de 

fermentaciones indica que, a diferencia de las que no poseen aceite, si existen 

diferencias estadísticamente significativas entre las velocidades de consumo (Anexo 1, 

Cuadro 8). La sacarosa, el almidón y Ja maltosa son Jos carbohidratos que se 

consumen más lentamente mientras Ja mayor velocidad de consumo se observa con la 

fructosa. No existen diferencias significativas entre Jos valores de consumo total de 

sustrato (Anexo J, Cuadro 9) y el que se consume en mayor medida es Ja fructosa. 

La lactosa genera metabolitos que alcalinizan el medio, Jo cual no parece afectar el 

crecimiento celular (Figuras 17 - 25). En Jos casos de sacarosa y almidón, que generan 

acidificación del medio, no se afecta significativamente el desarrollo de biomasa 

(Anexo 1, Cuadro 11). 
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La actividad lipolítica volumétrica presenta un valor máximo cuando el aceite se 

suplementa con lactosa y esto ocurre a las 72 h de fermentación (Figuras 17 - 25). 

Después de la misma, las mejores fuentes de carbono para actividad volumétrica 

son dextrinas y fructosa, que presentan los máximos niveles a las 96 h. Los valores de 

actividad obtenidos con glucosa y almidón no son estadísticamente diferentes entre sí 

(Anexo 1, Cuadro 14), por lo que se puede afirmar que en presencia del aceite el efecto 

regulatorio ejercido por glucosa es menos notorio. 

En lo que respecta a la producción de enzima con respecto al tiempo se observa en 

todos los casos, a excepción del almidón, un comportamiento lineal ya que la 

producción de la enzima muestra un comportamiento siempre ascendente (Anexo 11, 

Cuadro 2). En el caso del almidón si se puede afirmar que existen dos máximos de 

producción y este comportamiento posiblemente esté relacionado con la diferencia en 

la velocidad del consumo de sustrato. La relación entre producción de enzima y 

crecimiento indica qué la enzima muestra un comportamiento similar al de los 

metabolitos secundarios, pues los niveles de enzima siguen elevándose al entrar en la 

. fase estacionaria. Parece haber una relación proporcional entre pH del medio y niveles 

de actividad alcanzados. En general, Jos valores de actividad son mayores mientras 

más se acerca el pH a 6.5 (Figuras 17 - 25). 

El aceite parece estimular la secreción de proteínas, particularmente en los casos en 

los que se detecta mayor producción de lipasa (lactosa, galactosa y almidón).· Esto 

indicaría que la mayor actividad volumétrica detectada en el caso del uso de lactosa, 

se debe a que hay mayor secreción de proteínas. Sin embargo al analizar la actividad 

específica referida a biomasa, ésta es mayor para el almidón a las 24 h y para las 

dextrinas a las 96 h (Tabla 27). A excepción de la glicerina, la producción específica no 

varía significativamente entre Jos dos tiempos considerados. Por lo tanto, no puede 

hablarse de que ningún carbohidrato regula la síntesis de la enzima en presencia de 

aceite. 
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El rendimiento de biomasa {Ys) es más alto cuando se emplean sacarosa, galactosa, 

almidón y maltosa (Tabla 26, Anexo 1 Cuadro 12). Al evaluar el valor de rendimiento 

de producto (Yp) (Tabla 28) , se observa que los valores más altos de este parámetro 

coinciden con los obtenidos para rendimiento de biomasa (Ys). Lactosa y fructosa 

proporcionan los valores mínimos encontrados. 

Con el fin de comparar si el perfil enzimático es el mismo en presencia y en ausencia 

de aciete se siguió la metodología descrita anteriormente para conocer los perfiles 

electroforéticos y la posible presencia de más de una enzima. 

En la (Figura "F") a las O h, no se observan bandas. A las 24 hrs de fermentación 

(Figura "G") se observa una banda de peso molecular aproximado' de 28 000 Da, tanto 

en las fermentaciones realizadas con dextrinas como con almidón y no se distingue 

ninguna banda en la fermentación proveniente de glucosa. La banda de 28 000 Da 

también se distingue en los geles elaborados en el grupo 1, lo que indica que la 

combinación aceite-carbohidratos no parece interferir en el tipo de proteína expresada. 

A las 48 hrs de fermentación (Figura "H") se observa que el patrón de bandas obtenido 

para la fermentación con almidón cambia por completo (si se compara con el obtenido 

en el grupo 1) volviéndose más definido, pues se distinguen claramente cuatro bandas 

de 46 000, 31 000, 16 000 y 7 000 Da, respectivamente. Esto permite suponer que la 

combinación aceite-carbohidrato disminuye la síntesis de proteasas y por ende la 

hidrólisis de proteínas, por lo que las bandas son bien definidas. 

Aunque en lo referente a producción volumétrica no se aprecia claramente la 

regulación por glucosa, las muestras provenientes de la fermentación con este 

carbohidrato presentan bandas casi imperceptibles en comparación con las obtenidas 

con dextrinas o almidón, y se notan claramente hasta las 72 hrs de fermentación 

(Figura "I"), cuarido se pueden observar, además, tres bandas de aproximadamente 

19 000, 10 000 y 7 000 Da respectivamente. Al final de la fermentación 96 hrs (Figura 
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"J") el perfil de bandas es aún más definido, no apreciándose cambios con respecto al 

tiempo considerado anteriormente. 

La única actividad " in situ " detectada corresponde a la banda de 45 000 Da por lo que 

se infiere la presencia de una sola enzima lipolitica durante el transcurso de la 

fermentación, bajo las condiciones trabajadas, y coincide con las características de la 

banda cuya actividad se detectó en ausencia de aceite por la técnica de transferencia 

a papel. 

El análisis de la productividad de la fermentación indica, como en el caso anterior, que 

la fermentación puede acortarse a 24 horas (Tabla 29). En este grupo no hay 

diferencias significativas entre ninguna de las combinaciones empleadas (Anexo 1, 

Cuadro 17). 
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Tabla 27 

Actividad 1 ipol itica especif'ica 

U.L./mg blomasa 

con aceite de oliva a 2% 

-
Fuente de carbono T 1 empo(hrs) X Fuente de carbono TI empo(hrs) 

0 4.09 0 
24 1. 68 24 

Glucosa 48 1.09 Mal losa 48 
72 1. 31 72 
96 1.91 96 

0 4.12 0 
24 1.83 24 

Fruclosa 48 1.03 Al mi don 48 
72 1. 70 72 
96 l. 71 96 

0 7 .65 0 
24 1.81 24 

Dextr 1 nas 48 1. 22 Lactosa 48 
72 1. 40 72 
96 2.15 96 

0 5.01 0 
24 1.84 24 

Sacarosa 48 1.17 GI lcorlna 48 
72 1.13 72 
96 0.98 96 

0 5.92 
24 l. 61 

Gal aclosa 48 0.96 
72 0.98 
96 1.50 

Tabla 26 

-
X 

3.36 
1.52 
1.12 
1.41 
1.05 

1.84 
2.95 
1. 74 
0.80 
0.98 

10. 70 
2.43 
1.80 
1.83 
1. 33 

5.15 
2. 36 
1.16 
1. 46 
0.84 

Rendimiento de Blomasa (Ys) a f"lnal de 

la f'ermentacion 96 Hrs 

Con ace l te 

-
Fuente de Carbono X o 

mg de cel. 

mg sus. 

Glucosa l. 3584 0. 5349 

Fructosa 1.1962 0. 2738 

Dextr lnas l. 3902 0.1536 

Sacarosa 1.4486 0. 2241 

Ga 1 act.osa l. 6000 0.2417 

Ma 1 tosa l. 6884 0.4204 

Almldon 1. 5391 0. 2348 

Lactosa 1.5238 0.4386 
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Tabla 28 

Rendimiento de producto 

U.L./mg sus. 

con aceite 

-
Fuentes de carbono T 1 empo(hrs) X a Fuentes de carbono T l empo(hrs J 

24 2.77 0.6S 24 
Glucosa Ga 1 actos a 

96 2. SS o.as 96 

24 J .92 O. S6 24 
Fructosa Ma 1 tosa 

96 2.0S 0.63 96 

24 4. 28 l. 36 24 
Oextr 1 nas Almldon 

96 2.99 1.06 96 

24 10.93 5.04 24 
Sacarosa Lactosa 

96 1.42 0.54 96 

TABLA No. 29 

PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION 

U. I /h 

FUENTES DE CARBONO CON ACEITE 

Tlempo(hl G 1 ucosa des v. est. Fructosa desv.est. Oexlrlnas desv. est. Sacarosa desv.est - - - -
X X X X 

0 0. 00C0 0. 0000 0. 0000 0. coco 0. 0000 0. 00C0 o. 0000 0.0000 

24 0.SllS 0.J 209 0. 5480 0. 1575 0. 5593 0. 2239 0.5339 0. 1470 

48 0. 3039 0. 07S4 0. 2668 o. 1057 0. 3054 o. 0859 o. 2650 0. 1166 

72 0. 2465 0. 1132 0. 3050 0.1017 0. 2912 0. 0877 0. 2038 0. 1044 

96 0.2464 0. 0846 0.2349 0.0711 0. 3018 0. 1082 0.1466 0. 0540 

Tlempo(h) Galactosa desv. est. Mal tosa desv.est. Almldon desv.est. lactosa desv. es t. - - - -
X X X X 

0 0.0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 0. 0000 0 .0000 0. 0000 

24 0.6387 0. 2153 0. 4207 0.1195 0. 8053 0. 2888 0. 6065 0. 1285 

48 0.2811 0. 1096 0. 2414 0.0465 0 .4040 0. 2582 0.4291 0.2093 

72 0.1924 0.0329 0. 2241 0. 1772 0.1696 0.0373 0.3398 0. 1372 

96 0. 2388 0.0512 0. 1752 0.0676 0. 1555 0.0329 0. 2105 0.0816 
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X o 

3.94 l. 28 

2. S3 O.SS 

S.89 0.96 

J. 7S 11. S9 

8.18 1. 08 

1.49 0. 30 

3 .00 0.63 

2.02 0.82 

GI Ice rol desv. est -
X 

0. 0002 0.0001 

0. 5794 0.1074 

0. 3308 0.1223 

0. 2608 0.0864 

0.1574 0 .0452 

A.0.3% de:sv.est. -
X 

0. 0002 0.0001 

0.4579 0.1168 

0.3846 0.1916 

0.2748 0.0781 

0.2229 0.0697 
1 



92500-t 

66200 ....... -
45000--+ -

31000-t 

21500-4 -
14400--t -

MPM 

t~-'U•" 
~~:~,. ..... -t' ~ .. .•• _ .. 

L., .. ,. . :. 

Alm Deic Glu 

o h. 

Fig. "F" 

92500--> 
66200--+ 
45000---

31000--+ 

21500-4 

14400--+ 

Alm Dex Glu 

24 h. 

Fig. "G" 

~ 
~·· : ... ~:,+: 

MPM Alm Dex Glu 

96 h. 

Fig. "J" 

76 

...... ~ 

¡ ...... -..:. ........ 

Alm Dex Glu 

48 h. 

Fig. "H" 

Alm Dex Glu 

72 h. 

Fig."I" 



5.3Grupo111 (aceite de oliva al 1% y al 3% como única fuente de carbono) 

El grupo 111 se incluyó con el fin de evaluar el comportamiento de la fermentación con 

el mismo nivel de carbono empleado cuando el aceite se suplementado con 

carbohidratos (3%). El efecto más relevante del aceite consistió en estimular el 

crecimiento, y en consecuencia la actividad volumétrica, por lo que era importante 

verificar que ésto no se debiera al nivel de carbono empleado. 

Los resultados obtenidos con las dos concentraciones de aceite como únicas fuentes 

de carbono (Figuras 30 y 31) permiten observar un incremento en el desarrollo celular 

con el empleo de la mayor concentración. Aunque no se pudo evaluar el consumo de 

aceite mediante la técnica gravimétrica, a simple vista se observa que en el caso del 

uso de aceite de oliva al 3% como única fuente de carbono se queda sin utilizar una 

alta proporción del aceite añadido. En cuanto a los valores de pH determinados en 

ambas concentraciones existe una diferencia significativa estadísticamente, pues a 

mayor concentración de aceite mayor acidificación del medio (Anexo 1, Cuadro 18). 

Para la producción de enzima el aceite de oliva al 1% resulta ser mejor fuente de 

carbono que el mismo en una concentración del 3%, pues no hay un incremento 

proporcional de la actividad. Una posible explicación a este fenómeno sería que a altas 

concentraciones de aceite se forma un agregado micelial de mayor tamaño. Giuseppin 

(1984) afirma que cuando se forman agregados grandes disminuye la formación de 

lipasa en &.. delemar por problemas de transferencia de oxígeno. Por otra parte 

coincide con el comportamiento de otros hongos, en los que la adición de lípidos 

ejerce un efecto negativo sobre la producción de lipasas, probablemente por el efecto 

inhibitorio de productos de reacción de la enzima. Esto se corrobora al observar los 

valores encontrados en la Tabla 32, con un claro descenso en la actividad especifica a 

24 y 96 h en las concentraciones elevadas de aceite. Un fenómeno similar se reporta 
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en los trabajos sobre lipasas de P. roqueforti (Eitenahller,1970), A. wentii (Chander, 

1980) y A. niqer (Pal, 1978). 

Si se compara el comportamiento de la fermentación con aceite de oliva al 1 % con el 

de las muestras suplementadas con carbohidrato, se observa que los valores 

obtenidos en este caso son superiores a los obtenidos en cualquier combinación aceite 

carbohidrato (excepto en el caso de lactosa, en el que es iguat) o a los carbohidratos 

solos. Por tanto por facilidad de proceso puede pensarse en el empleo de aceite 1 % 

como única fuente de carbono, lo cual se justifica inclusive por razones de costos 

{Tabla 33). Podría pensarse en disminuir aún más el uso de aceite, tal y como 

reportan Maliszewska y Mastalerz (1992) para la producción de lipása por P. citrinum. 
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Tabla 32 

ESTA TESIS ~U DEBE 
SALIR ~E LA BiSLIOHCA 

Actividad lpolltlca especifica 

U.L../mg blomasa 

-
Fuente de carbono TI empo(hrs) X 

0 7.28 
24 2.57 

Aceite de ol lva 48 2.04 
1% 72 2.04 

96 1.04 

o 6.35 
24 1.99 

Aceite de ol lva 48 1.42 
3% 72 0.93 

96 1.03 

Tabla 33 

Tabla de costos de fuentes de carbono empleadas 

Fuente de carbono 
Costo/g 

Marca s 

GI ucosa Merck 71.50 

Sacarosa Merck 96.80 

Fructosa Merck 1969.00 

Galactosa Merck 3700. 00 

lactosa Merck 325. 60 

GI Ice rol Baker 38. 54 

Ace lle de- G-Sensat 41.11 
01 lvo 

Oextr 1 nas Aranc 1 a 1.81 

Almldon Merck 879. 00 
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5.4 Análisis conjunto de grupos 

La actividad lipolítica volumétrica se incrementa en forma notable y significativa cuando 

los carbohidratos y aceite se encuentran juntos, en comparación al grupo 1 en el que 

sólo se emplean carbohidratos. Sin embargo se puede visualizar que la mejor fuente 

de carbono para la producción de enzima es el aceite de oliva 1% (grupo 111), aunque 

ésto trae consigo una disminución en la productividad, pues el valor máximo se 

alcanza a las 72 h. 

El incremento en actividad que se presenta en presencia de aceite parece deberse a 

un incremento en crecimiento, pues, por el contrario, la actividad específica disminuye 

significativamente al comparar los valores obtenidos en presencia de aceite en el 

medio. La excepción a este comportamiento se observa con el aceite de oliva al 3%, 

condición en la que se produce mayor desarrollo celular aunque no así mayor 

producción de enzima. Esto puede explicarse por la presencia en el medio de ácidos 

grasos y otros productos de degradación del aceite que pudieran constituirse en 

inhibidores de la enzima o en posibles represores. 

Es de hacerse notar que los valores de actividad específica obtenidos en presencia de 

aceite son consistentemente menores a los obtenidos en el medio que sólo posee 

carbohidratos. Esto apoya la hipótesis de que los ácidos grasos u otras moléculas 

presentes en el aceite ejercen un efecto regulatorio negativo. 

Si se comparan los resultados obtenidos cuando no hay aceite en el medio con 

aquéllos en los que si lo hay, se observa que en los casos de uso de polisacáridos, 

como dextrinas y almidón, la velocidad de consumo de carbohidratos es mayor cuando 

éstos se emplean como única fuente de carbono, lo que sugiere que el aceite afecta la 

producción de enzimas necesarias para la asimilación de estos polímeros, no así para 

el resto de los carbohidratos. Esto se refleja también al evaluar el consumo total de 

sustrato, en donde se presenta una diferencia significativa entre los valores en 
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presencia y en ausencia de aceite para el caso del almidón, que disminuyen en 

presencia de aceite (Anexo 1, Cuadro 10). En el resto de Jos casos Jos valores totales 

de consumo son similares en presencia y en ausencia de aceite. En Jos dos grupos el 

carbohidrato que se consume en mayor proporción y a mayor velocidad es la fructosa. 

El análisis de las diferencias en Ys al emplear aceite-carbohidratos y comparar con las 

fermentaciones que únicamente tienen carbohidratos como fuente de carbono (Anexo 

1, Cuadro 13) permite notar que el cambio de comportamiento más evidente es el de Ja 

maltosa, en el que se eleva 6 veces el rendimiento de biomasa en presencia de aceite, 

no así la cantidad de enzima. 

Si se analizan los datos obtenidos para Yp en presencia y en ausencia de aceite y Jos 

valores de actividad volumétrica, es claro que no existe una relación directa entre 

crecimiento y producción, sino que se presentan efectos regulatorios atribuibles a cada 

fuente de carbohidratos (Anexo 1, Cuadros 15 y 16). 

El análisis de tendencias mostrados en los Cuadros 1 y 2, Anexo 11, muestra que 

cuando se emplean aceite y carbohidratos Ja tendencia de producción muestra un 

comportamiento lineal (a excepción del almidón), mientras que en el grupo 1, con 

carbohidratos como única fuente de carbono, se presenta una mayor diversidad de 

comportamientos. En ninguno de Jos dos casos puede hablarse de un modelo de 

producción en el que Ja enzima esté asociada al crecimiento. Cuando sólo se emplean 

carbohidratos Ja máxima producción de enzima precede al inicio de la fase 

estacionaria, mientras que Ja presencia de aceite permite una producción continua de 

enzima, que de hecho no alcanza una fase estacionaria. 

El perfil electroforético varía en presencia y en ausencia de aceite, y al parecer éste 

tiene que ver con una inhibición de proteasas que permite ver bandas más definidas. 

En los dos casos sólo se encuentra una banda que presenta actividad Jipolitica y que 

coincide para los dos grupos. 
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Conclusiones 

1.- Los resultados obtenidos al emplear carbohidratos como única fuente de carbono 

indican que la producción de la enzima es constitutiva, pues se presenta actividad en 

ausencia de lípidos en el medio de cultivo. 

2. - La condición en la que se obtiene la mayor actividad lipolítica volumétrica es la 

utilización de aceite de oliva al 2% suplementado con lactosa 1% a las 72 h de cultivo. 

Esta condición no presenta diferencia significativa con el valor obtenido al emplear 

aceite de oliva 1% como única fuente de carbono al mismo tiempo de cosecha. 

3. El costo de materias primas indicaría que el aceite de oliva 1% 'puede emplearse 

como materia prima para procesos a mayor escala. 

4. - La suplementación de carbohidratos con aceite se traduce en un incremento en 

actividad lipolítica, aunque el porcentaje del mismo varía según la combinación aceite 

carbohidrato empleada. Este efecto positivo se logra al incrementar el crecimiento 

celular. Si no se emplea aceite como fuente de carbono, el almidón proporciona el 

mejor resultado en cuanto a actividad lipolítica, además de ser el que presenta un 

mayor crecimiento celular, aunque el valor obtenido es un 50% menor que el de la 

mejor condición obtenida en presencia de aceite. 

5.- Los resultados indican que las estrategias conducentes a incrementar el 

crecimiento celular deben traducirse en un incremento en actividad lipolítiica 

volumétrica. 
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6.- El crecimiento celular parece afectarse si el pH final es ligeramente alcalino, como 

se muestra en los casos de empleo de la lactosa y Ja maltosa. Los valores máximos 

de actividad se presentan en un rango de pH final entre 6.0 y 6.5. 

7.- El comportamiento de la producción de enzima con respecto al crecimiento varia en 

presencia y en ausencia de aceite. En ausencia de aceite la producción de la enzima 

se detiene previo al inicio de la fase estacionaria. En su presencia la enzima continúa 

produciéndose aún y cuando el organismo haya alcanzado la fase estacionaria. 

8.- En ausencia de aceite puede detectarse un fenómeno regulatcirio negativo ejercido 

p9r glucosa. En presencia de lipidos no se detecta este fenómeno. 

9.- Las técnicas de determinación de actividad " in situ" por transferencia sólo 

permitieron identificar una banda que presenta actividad lipolitica, que posee un peso 

molecular aproximado de 45 000 Da. Esta banda aparece en todas las condiciones de 

fermentación empleadas y este peso molecular corresponde al de una de las enzimas 

reportadas por Tahoun (1986). 

10.· El tiempo de fermentación puede reducirse pues el máximo de productividad se 

encuentra a las 24 horas en ausencia de aceite en el medio (almidón y dextrinas), y a 

las 72 horas en presencia del mismo (lactosa). 
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7. Recomendaciones 

1.- Al incrementar el crecimiento se debe tomar en cuenta el crecimiento exhuberante 

del microorganismo pue puede generar problemas en fermentadores de mayor escala. 

2.- Se debe establecer cuál es la concentración óptima de aceite a emplear, 

especialmente si es la única fuente de carbono empleada. 

3.- En una optimización del medio de cultivo deberá considerarse el efecto de la relació 

carbono nitrógeno. 

4.- Si se maneja el microorganismo en un fermentador instrumentado se sugiere 

controlar el pH en el rango 6.0-6.5, ya que la tendencia a alcalinizarse repercute 

negativamente en la actividad. 

5.- Se debe evaluar cuantitativamente el efecto de la proteasa en la actividad y 

estabilidad de la enzima. 

6.- Los valores de actividad lipolitica obtenidos presentan una alta variabilidad 

atribuible parcialmente a la técnica de medición, por lo que se recomienda emplear 

otras. 
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Anexo! 

Cuadro 1 

PRUEBAS DE RANGO B!OMASA GPO I 
Cuadro 2 

Lac Ma 1 PRUEBAS DE RANGO VELOCIDAD DE CONSUMO GPO l 

1 ,46 z. 02 

Sac 
Mal Sac 

1-1 
o. 0921 

2. 55 

Gii Fru 
Alm Gal Glu 

o. 1043 IL 1115 
3. 01 3. 1 8 

Glu 
Oex Lac 

1-1 
o. 1175 0.1285 

3,34 

Gal Dex Alm 
Fru 

1-1 
o. 1 sao 

3. 39 3,52 

A.O. 
1-1 

1o.36 

Cuadro 3 

PRUEBAS DE RANGO pH GPO l Cuadro 4 

PRUEBAS DE RANGO (Ys) GPO l 
Sac 

1-1 
5, 1 s 
GI u Fru Gal Oex 

Lac Fru 
1 

0.1882 0.311114 

s.sz S.82 

Gii 
1-1 

6,U 

Ma 1 
1-1 
0,3706 

Dex Gal 

Alm A.O. 
1 o .4972 0,51 99 

6. 51 6. 64 Glu Sac Alm 

Mal Lac o. 5255 

7,55 7,78 
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Cuadro 5 

PRUEBAS DE RANGO ACT. LIP. VOL. GPO 1 

Lac Sac Mal Gal 

9 .36 11. 46 

Glu GI 1 Fru 

12. 35 12. 61 

Oex 
1-1 

13. 43 

Alm 
1-1 

1 4,66 

A.O. 
1-1 

IB.99 

Cuadro 6 

PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO 1 

Lac Fru Mal Gal Glu Dex 

1.1as2 z.t343 

Alm Sac 

J,59QS 4,23!5:1 

Cuadro 19 

PRUEBAS DE RANGO 

(PROTEIHA EXTRACELULAR) GPO. 

Sac GI 1 

66.93 u.os 

Oex Glu Fru 

99.11 

A.O. 
1--1 

124. 73 

A lm Lac 

IJ0,!0 IJZ,27 

Gal 
1-1 

134 ~06 

Mal 
1-1 

Cuadro 7 

1 H>. 07 

PRUEBAS DE RANGO PRODUCTIVIDAD DE LA FERMENTACION GPO 1 

Lac Mal Sac Glu Gal Fru GI 1 Dex 
~~~~~~~~~~~~~~~1 

0, 199.S o. 2735 

Alm 
1-1 
0,3127 

A.O. 
1-1 

qi, 3749 
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Cuadro 8 

PRUEBAS DE RANGO VELOCIDAD DE CONSUMO GPO 11 
Cuadro 9 

Mal Alm Sac PRUEBAS DE RANGO SUSTRATO GPO U 

o. 0818 Ch 1015 

Gal 
Mal Alm Gal Sac 

1-1 s. 02 6 .34 
o. 1130 

Dex 
Oex Glu Lac 

1-1 
6. 59 7.04 

"· 1157 

Glu Lac 
Fru 

1-1 
8, 37 

"· 1258 e. T 31! 

Fru 
1-1 
o. 1633 

Cuadro 11 

PRUEBAS DE RANGO pH GPO 11 
Cuadro 14 

PRUEBAS DE RANGO ACT, LIP. VOL. GPO 11 
Sac Alm 

• ·ª' s. ea Sac Mal Gil Gal 

GI 1 Mal Dex .Gal 
12. 76 1o4,97 

6 .1 o S.37 Alm Glu A.O. Fru 

Glu Fru 
15.30 16.1!19 

5 .sz s .65 Dex 
A.O. 1-1 

1--1 18. "9 

6.2? 

Lac 

Lac 
1-1 

1-1 19.16 

6.63 
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Cuadro 12 

PRUEBAS DE RAHGO (Ys) GPO II 

Fru Lac 

o.99Z8 1.1606 

GI u Dex 

1,4133 l 04363 

Gal 
1-1 

1.6073 

Alm 
1-1 
l. 8146 

Mal Sac 

2.1103 2 .¡ 653 

Cuadro 17 

PRUEBAS DE RAHGO PRODUCTIVIDAD DE LA FERWEHTAC!OH GPO l Y u• 

Lac Mal Sac Glu Gal Fru Mal• Sac• GI 1 Oex 

e.1995 C,2735 

A.O.• GI I• Gal• Fru• 

e.2a22 e.2us 
Glu• Alm 'oex• 

e.2944 0,31za 

Alm• 
1--1 

o. 32Cl2 

Lac• 
1--1 
"· 3467 

A.O. 
1-1 
". 3749 
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Cuadro 18 

PRUEBAS DE RAHGO pH GPO 1 Y 11" 

Sac• Alm• Sac 

... IH s. 15 

Gii • Mal* Dex• Gal• Grui. 

s.31 5,44 

Glu Fru 

s.sz 5 .57 

Fru• 
1--1 

s. 65 

Gal 
1-1 

s.'ª 
Dex 

1-1 
s.11z 

Gii 
1-1 

6, 1 Q 

A.O.• 
1--1 

6.27 

1
,Alm Lac• A.O. 

6. 51 6.64 

Mal Lac 

7,55 7. 'ª 
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I¡ ·.~ .. 
! 

Cuadro 1 O 

PRUEBAS DE RANGO SUSTRATO GPO I Y U' 

Mal* Alm• Mal Sac Gal• Gal 

5. 02 

Alm Oex Glu Dex• Glu• Lac 

6. 48 

Fru 
1-1 

s. a2 

Fru• 
1--1 

8, 37 

Cuadro 13 

PRUEBAS DE RANGO (Ys) GPO I y u• 

Lac Fru Mal Dex 

0.1882 o ... 972 

Gal Glu Sac Alm 

0,5199 "· 6302 

Fru• Lac• 

o .9928 1.16:16 

Glu• Oex• 

1 ,4133 1. 4365 

Gal• 
1--1 

1 .61173 

Alm• 
1--1 

1. 8146 

Mal• 
1--1 
2. 1193 

Sac• 
1--1 
2. 1653 
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Cuadro 15 

PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO 11 

Fru Glu Gal Lac 

1. 5402 2.1932 

Dex 
1-1 
2. 4323 

Mal 
1-1 
2. 8500 

Sac Alm 

:!.0911 3.2495 

Cuadro 16 

PRUEBAS DE RANGO (Yp) GPO 1 Y 11' 

Lac Fru Fru• Mal , Gal Glu• Gal* Glu Oex Lac• 

1.1852 2. 1932 

Dex• 
1--1 
2. 4323 

Mal• 
1--1 
z. 8500 

Sac• 
1--1 
3.0911 

Alm• 
1--1 
3. 2495 

Alm 
1-1 
3. 5905 

Sac 
1-1 
4. 2350 
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Anexo 11 
Cuadro 

Anal Is s de tendencias de 

Actividad 1 Jpo Jtlca volumetrlca 

Sin Aceite 

Fuentes de carbono Anal lsls de tendencias 

Glucosa L1nea1 

Fruclosa Cuartl co 

Dextr 1 nas Cuadral 1 co 

Sacarosa Cub 1 co 

Ga 1 actos a Cuarll co 

Ma 1 tosa Cub 1 co 

Almldon L1nea1 

lactosa Cuadral leo 

GI lcerlna Cub 1 co 

Ace J te de oll va 1% Cuadral 1 co 

Cuadro 2 

Anal Is s de tendencias de 

Actividad Jlpolltlca volumetrlca 

Con Aceite 2% 

Fuentes de carbono Anallsls de tendencias 

Glucosa Lineal 

Fructosa Lineal 

Dextr 1 nas Lineal 

Sacarosa Lineal 

Ga 1 act.osa Lineal 

Ma 1 tosa L lneal 

Almldon Cubl co 

Lactosa Linear 

GI lcerlna Lineal 

Aceite de ol lva 3% Lineal 
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