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RESUMEN. 

La aplicación de enzimas a distintos sectores industriales está adquiriendo cada 

vez más auge debido a que  su capacidad catalítica ha sido superior a numerosos 

catalizadores químicos. Estas enzimas se han obtenido de distintas fuentes: 

plantas animales y microorganismos. Siendo estos últimos los de mayor 

importancia. Las lipasas son una de las tantas enzimas que son muy demandas 

por diferentes industrias, lo que ha llevado a buscar nuevas fuentes de esta que 

puedan cubrir dicha demanda. En este trabajo se optimizaron las condiciones de 

una fermentación líquida utilizando A. niger a nivel reactor. 

En la primera etapa se determino la temperatura óptima para la producción de 

lipasas con la cepa proporcionada por el Departamento de Investigación de 

Alimentos de la Universidad Autónoma de Coahuila (DIA de UAdeC) con un medio 

específico previamente desarrollado. En segunda instancia se desarrollo un diseño 

experimental Taguchi L-8 para la optimización de las condiciones de fermentación 

y los resultados de los experimentos fueron analizados en el software Qualitek-4. 

Palabras clave: Lipasas, Reactor, Escalamiento, Fermentación 
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CAPITULO 1 

 

1.1 Introducción. 

 

Una de las aplicaciones más comunes de la biotecnología es la producción y 

utilización de enzimas. Las enzimas son substancias de naturaleza proteica, y 

como biocatalizadores presentan gran ventaja (mayor especificidad y 

selectividad) sobre los catalizadores químicos más comunes, además de 

trabajar en condiciones de reacción cercanas a las que se encuentran en 

medios fisiológicos. Por el contrario las enzimas presentan una serie de 

inconvenientes como su elevado costo y su poca estabilidad en medios y 

condiciones alejadas fisiológicamente a lo habitual. En particular, la 

dependencia de la actividad de una enzima con factores ambientales tales 

como temperatura, pH, presión y operaciones como agitación, aireación, etc., 

es marcada. La presencia de inhibidores que modifican la actividad enzimática, 

obliga a trabajar habitualmente a concentraciones de sustratos y productos 

bajos, lo que muchas veces provoca un encarecimiento de la etapa de 

purificación del producto de interés (Sánchez, 1998). 

La aplicación de enzimas se remonta a civilizaciones antiguas. Hoy en día, 

más de 4000 enzimas son conocidas, de las cuales 200 han tenido un amplio 

uso comercial. La mayoría de las enzimas industriales son de origen 

microbiano. Al menos 75 % de todas las enzimas incluyendo lipasas (Dustet y 

col., 2006). Estas enzimas han sido observadas desde 1901 en Bacillus 

prodigiosus, B. pyocyaneus y B. fluorescens señala Riviera C. en 2007. 

Mendoza en 2010, menciona que los microorganismos lipolíticos fueron 

estudiados por Huss, H., a partir de 1908, quien aisló como causante de la 

rancidez de la leche a una bacteria a la que denomino Bactridium lipolyticum. 

Una gran variedad de microorganismos han sido obtenidos de suelos 

contaminados por residuos industriales, debido a que llegan a ser ambientes 

que los proveen de fuentes de carbono y nutrimentos asimilables para sus 
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funciones vitales. Debido a esto se han realizado distintas investigaciones que 

ayuden a combatir este tipo de daños al medio ambiente. 

Entre los microorganismos reconocidos destacan hongos, bacterias y 

levaduras que forman parte de los organismos productores de lipasas, enzimas 

cuyo papel ha tenido gran impacto en distintas industrias, ya sea para el control 

de sus residuos o para la creación de nuevos productos que puedan tener un 

valor agregado. 

El conocimiento de que las lipasas (triacilglicerol hidrolasas EC 3.1.1.3) de 

origen microbiano son mas termoestables que las obtenidas de plantas y 

animales, ha aumentado el interés en ellas principalmente por su potencial de 

uso industrial; a lo cual, para satisfacer dicha demanda, se crea la necesidad 

de buscar más fuentes productoras de enzimas. Aspergillus sp., pertenece a 

los principales microorganismos bien conocidos como productores de lipasa y 

sus enzimas están adecuadas para su uso en muchas aplicaciones 

industriales, principalmente en la industria láctea (Cihangir y col., 2004). 

Las lipasas son el tipo de hidrolasas que catalizan la hidrólisis de triglicéridos a 

glicerol y ácidos grasos libres en una interface aceite-agua. Además, participan 

en la trans-esterificación de esteres así como su síntesis mostrando 

propiedades enantioselectivas. La demanda industrial de nuevas fuentes de 

lipasas con diferentes características catalíticas promueve la obtención de 

nuevas cepas muy seleccionadas (Treichel y col., 2009). 

Sin embargo, las lipasas comerciales disponibles en la actualidad son muy 

costosas y no son adecuadas para la producción de  otros productos de interés 

como el biodiesel (Dutra, 2007). 

Estas enzimas constituyen el grupo más importante de biocatalizadores para 

las aplicaciones de biotecnología. Un punto importante de las lipasas es la 

especificidad con la que actúan, además de ayudar a la reducción de muchos 

residuos, considerando la selección de la enzima correcta del proceso a aplicar 

(Hansan y col., 2006). Algunos ejemplos de la aplicación industrial de las 
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lipasas son: aditivos en la formulación de detergentes (Khoo e Ibrahim, 2003), 

en la industria alimenticia para la elaboración de productos dietéticos con bajo 

nivel de grasas y colesterol (Coca y col., 2001), en la industria del papel con el 

objetivo de eliminar la cera de la pulpa del papel (Bailey y Ollis, 1986), en la 

industria farmacéutica en la obtención de moléculas bioactivas (Peña, 2006), 

así como en procesos de síntesis química para la obtención de compuestos 

ópticamente puros (Hernaiz y col., 1999), modificación de grasas y otros lípidos 

por hidrólisis y esterificación (Kazlauskas, 1994). 

Para la producción a escala de un proceso donde el elemento catalítico está 

constituido por una enzima se debe tener en cuenta la importancia de la 

definición, el diseño del reactor y la influencia de una gran diversidad de 

factores estrechamente relacionados con su funcionamiento, como es la 

presencia de varias fases como sucede cuando hay generación de gas, el uso 

de solventes orgánicos o en los casos de sustratos o productos insolubles, de 

igual manera se debe considerar la inactivación térmica de las enzimas, que 

representa la principal pérdida de capacidad catalítica durante la operación del 

reactor. La optimización de la operación del biorreactor resulta fundamental 

para la factibilidad económica del proceso productivo (Huerta, 2004).  

El análisis matemático y los modelos de simulación ayudan a entender el 

comportamiento cuantitativo del sistema biológico y a predecir el desarrollo 

general del biorreactor. Adicionalmente, estos pueden ayudar en la puesta en 

marcha y finalización de la operación del reactor, a describir la dinámica y las 

características de control del mismo o estimar los tiempos requeridos para 

alcanzar nuevos estados estables cuando se presenta una 

perturbación (Corredor y Caicedo 2005). En el presente trabajo se optimizaron 

las condiciones de fermentación en medio líquido para la producción de lipasas 

utilizando la cepa de Aspergillus niger a nivel reactor, partiendo de un medio 

optimizado en trabajos anteriores. 
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1.2 OBJETIVOS. 

 

1.2.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la producción de lipasas en 

reactor de tanque agitado y optimizar las condiciones para aumentar la 

producción de lipasas. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Analizar el efecto de la temperatura sobre la producción de lipasas 

por A. niger GH1 en reactor de tanque agitado. 

 Optimizar las condiciones de fermentación en tanque agitado para la 

producción de lipasas por A. niger GH1. 

 Evaluar la producción de biomasa durante la producción de lipasas 

en tanque agitado por A. niger GH1. 

 

1.3  HIPÓTESIS. 

 

La producción de lipasas por Aspergillus niger GH1 en medio líquido 

aumentará con el incremento de la temperatura en la fermentación. 

 

1.4  JUSTIFICACION. 

La gran demanda que se ha ido incrementando día a día de lipasas, ha 

obligado a buscar nuevas alternativas para elevar la producción y de igual 

manera reducir costos, las características de esta enzima ha ayudado a que se 

le dé un mejor aprovechamiento y aplicación a distintos campos para la 

generación de nuevos productos o en su defecto, para mejorarlos o, por 

consiguiente optimizar su producción. 

Aspergillus niger GH1 es un hongo que ha mostrado ser una alternativa 

potencial en diferentes estudios, la mejora en el proceso fermentativo, así 
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como la extracción de la enzima podría elevar los niveles de productividad de 

lipasas considerablemente, con lo que se puede satisfacer una mayor 

demanda. 

El potencial de esta enzima puede tener un impacto en el manejo de residuos 

industriales y el cuidado del medio ambiente, en la obtención de productos con 

valor agregado o como herramienta para generar nuevas fuentes de energía. 
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CAPITULO 2 

REVISION DE LITERATURA. 

2.1 Definición de Enzima. 

Las enzimas son proteínas de estructura tridimensional sumamente compleja, 

son biocatalizadores cuya función es acelerar ciertas reacciones bioquímicas 

específicas que forman parte del proceso metabólico de las células. Aceleran 

en el organismo diversas reacciones químicas que en condiciones normales 

sólo tendrían lugar muy lentamente o no se producirían en absoluto (Bedford, 

1991; Bühler y col., 1998). 

Para la producción de enzimas se utilizan diversos hongos, bacterias y 

levaduras; la síntesis de enzimas es esencial para estos microorganismos 

porque sus funciones vitales se mantienen gracias a las divisiones de 

substratos y el metabolismo dependientes de las enzimas. Además, las cepas 

especialmente seleccionadas o los microorganismos modificados 

genéticamente pueden producir cantidades de enzimas mucho mayores que en 

condiciones normales. Ya que muchos organismos se adaptan a condiciones 

de vida extremas (temperatura, pH, osmolaridad), en la mayoría de los casos 

las enzimas microbianas son en este sentido más estables que las enzimas 

vegetales y animales (Carlón, 2007). 

Prácticamente todas las reacciones químicas que tienen lugar en los seres 

vivos están catalizadas por enzimas. La sustancia sobre la que actúa la enzima 

se llama sustrato. El sustrato se une a una región concreta de la enzima, 

denominada  centro activo (González J. M., 2010). El centro activo comprende:  

 Un sitio de unión, formado por los aminoácidos que están en contacto 

directo con el sustrato; 

 

 Un sitio catalítico, formado por los aminoácidos directamente implicados 

en el mecanismo de la reacción. Las enzimas son catalizadores 
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específicos: cada enzima cataliza un solo tipo de reacción y, casi 

siempre, utiliza un único sustrato. 

Aunque todas las enzimas inicialmente se producen en las células, algunas 

son excretadas por las paredes de éstas y funcionan en el medio celular; por lo 

que se pueden reconocer dos tipos de enzimas según el sitio donde actúen: 

enzimas intracelulares o endoenzimas (dentro de la célula) y extracelulares o 

exoenzimas (actúan fuera de la célula). Por lo general estas sustancias no 

afectan el equilibrio de una reacción, sino que simplemente la aceleran hasta 

alcanzar el equilibrio (Alquicira, 2003). 

Las enzimas son clasificadas y codificadas por la NC-IUBMB (Nomenclatura 

Comitiee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) de 

acuerdo con la reacción catalizada. La nomenclatura utiliza una abreviación 

E.C. (Enzyme Comision) seguido de hasta 4 dígitos referentes a la clase y 

subclase a la que pertenece la enzimas; la lipasa es el nombre genérico para 

un grupo de enzimas pertenecientes a la clase hidrolasa (E.C. 3.1.X.X) y que 

actúan sobre ligaciones éster (E.C. 3.1.1.X). Dentro de este grupo, destacan 

las “verdaderas lipasas” conocidas químicamente como triacilglicerol lipasas 

(E.C. 3.1.1.3), cuya definición clásica describe a estas enzimas como glicerol 

éster hidrolasas que actúan sobre ligaciones éster presentes en acilgliceroles, 

liberando ácidos grasos y glicerol, constituyendo esta enzima lipasa una clase 

especial de carboxil éster hidrolasas (Mendoza, 2010). 

2.2 Características Generales de las Lipasas. 

Las lipasas son catalizadores versátiles que se aplican dentro de un amplio 

rango de bioconversiones tales como hidrólisis, interesterificación, 

esterificación, alcohólisis, acidólisis y aminolisis como se muestra en la figura 1; 
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Son de naturaleza amfifílica es decir, que se caracterizan por la presencia de una 

parte tanto hidrofílica como hidrofóbica en sus moléculas (figura 2) (Cifuentes y 

Rojas, 2005); actuando en la naturaleza en una interfase orgánico-acuosa como 

en la figura 3 (Verger et al., 1990; Jaeger et al., 1994; Cifuentes, 2005) y su 

modelo cinético normalmente no se ajusta a las cinéticas del tipo Michaelis-

Menten siendo generalmente más complejo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Acción típica de las lipasas hidrolizando un triglicérido. 

Figura 2. Lipasa de naturaleza amfifílica. 

Figura 3. Migración de la lipasa a la interfase. 
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Figura 4. Esquema de actividad de las enzimas estereasas 

y lipasas. 

La característica diferencial de las lipasas con respecto a otras enzimas que 

también pueden hidrolizar esteres como las esterasas, es la necesidad de una 

interface orgánico-acuosa para dicha función catalítica. Los sustratos propios de 

las lipasas son esteres insolubles, necesitando la lipasa de una interface orgánico-

acuosa para su activación; esta actividad normalmente se produce en un 

fenómeno de adsorción inicial sobre dicha fase, al que sigue la reacción 

propiamente dicha sobre la interface, con la formación de complejo enzima-

sustrato y posterior liberación de los productos a la fase acuosa con la posterior 

regeneración de la enzima (Verger et al., 1990; Jaeger et al., 1994). 

En el caso de activación esterásica la situación es completamente diferente puesto 

que las esterasas catalizan la hidrólisis de esteres solubles, trabajando sin 

interface y pudiendo describirse su cinética mediante modelos de Michaelis-

Menten. En este punto, es necesario señalar que la mayoría de las lipasas 

también son esterasas, sin embargo, no ocurre lo mismo con las esterasas, que 

no suelen catalizar reacciones con substratos insolubles, precisamente por la 

necesidad de trabajar en la interface. Debido a la baja solubilidad de los sustratos, 

las lipasas han de ser capaces de interaccionar con la interface de sus agregados. 

Así, la mayoría se caracterizan por ser activas por interface; en otras palabras, 

una vez que se adsorben a una interface desarrollan una actividad muy superior 

en comparación a la fase acuosa, fenómeno conocido como Actividad Interfacial 

(figura 4) (Alarcón, 2008). 
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2.3 Especificidad y Selectividad. 

Si bien las lipasas han sido definidas como enzimas específicas para catalizar la 

separación hidrolítica de los ácidos grasos de cadena larga presentes en los 

acilgliceroles (Snellman y col., 2002), los cuales son sus sustratos naturales, muy 

pocas lipasas son específicas en sus reacciones. Por este motivo, el término 

especificidad se ha ido reemplazando en la literatura por el de selectividad, el cual 

describe mucho mejor el comportamiento reactivo de estas hidrolasas (González y 

col., 2010). La especificidad de las lipasas está directamente relacionada con el 

microorganismo productor de las mismas (Sánchez, 1998). Por lo que refiere a las 

lipasas pueden ser de los tipos: 

 Posicional: cuando se hidrolizan preferentemente ciertas posiciones 

del triglicérido, normalmente las posiciones 1 y 3 que son las más 

accesibles, por ejemplo, pertenecen a este tipo las lipasas 

producidas por Yarrowia lipolytica, Candida deformans, Aspergillus 

niger, Rhizopus arrhizus, Rhizopus japonicus y Rhizopus delemar 

(Alarcón, 2008). 

 

 De ácido graso: cuando se cataliza la hidrólisis de un determinado 

tipo de acido en particular de un triglicérido. Ejemplos de este tipo 

son las lipasas de Penicillium ciclopium, Aspergillus niger, Rhizopus 

delemar, y Geotrichum candidum (Alarcón, 2008). 

 

 Por la clase de lípido (Bornscheuer et al., 1994; Li et al., 2009). 

 

 Por su especificidad: esta puede estar dada por los puntos ya 

mencionados o por su estereoespecificidad (Mendoza, 2010). 

Estas enzimas pueden ser además estereoselectivas, y alcanzan a distinguir entre 

enantiómeros, frente a sustratos racémicos, o entre grupos enantiotópicos, para 

triacilglicéridos. Por último, pueden establecerse ciertas combinaciones entre los 

tipos de selectividades anteriores (González y col., 2010). 
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2.4 Actividad Catalítica. 

Una característica importante de las lipasas es un fenómeno de incremento en la 

actividad de la enzima cuando actúa en una interfase, en micelas o sustratos que 

han sido emulsificador o en sustratos concentrados y que se han recogido bajo el 

nombre de activación interfacial. Esta característica se ha corroborado con la 

observación de más de una conformación estable en las estructuras de varias 

lipasas. En presencia de tales interfases, algunos residuos cercanos a los sitios 

activos sufren una reestructuración exponiendo estos al medio ambiente de la 

enzima, y por consiguiente a la presencia de sustratos, lo que aumenta la 

actividad. En ausencia de tales interfases, estos residuos cercanos esconden el 

sitio activo de tal forma que actúan como una “tapa” (Orrego, 2010). 

Una concentración elevada de glicéridos y otros compuestos orgánicos en agua 

conduce a fases heterogéneas con la consiguiente formación de una interface. Las 

lipasas tienen la capacidad de catalizar la hidrólisis del enlace éster en esta 

interface situada entre una fase lipoide (que constituye el propio sustrato) y una 

fase acuosa donde la enzima está disuelta. Por tanto, las lipasas son capaces de 

hidrolizar micelas y emulsiones, a diferencia de las esterasas (carboxil éster 

hidrolasas, FC 3. 1. 1. 1) que atacan a las moléculas de sustrato completamente 

solubles en agua (Desnuelle, 1972). Resumiendo, la acción catalítica de las 

lipasas se divide en dos etapas: 

 Activación interfacial: en solución acuosa, un segmento helicoidal de la 

cadena proteica denominado “tapadera” cubre el centro activo de la lipasa. 

En las lipasas pequeñas como la de Mucor miehei una única alfa-hélice 

forma la tapadera mientras que en las lipasas de gran tamaño como la C. 

rugosa está formada por dos alfa-hélices. En presencia de una interface o 

en un medio orgánico la tapadera se abre, lo que se ha comprobado 

recientemente mediante el análisis complejo inhibidor-lipasa de Mucor 

miehei. La apertura de la tapadera provoca un cambio total en la superficie 

de la entrada al centro activo, de manera que se vuelve más hidrofóbica y 

se favorece la interacción de enzima con el sustrato (Arroyo, 1995). 



12  

 

 Hidrólisis del enlace éster del sustrato: la hidrólisis sucede mediante un 

mecanismo similar al de las serin-proteasas con los siguientes pasos y 

mostrados en la figura 5 (Arroyo, 1995): 

I. El sustrato se sitúa en el centro activo de la lipasa de tal manera que 

el carbono carbonílico toma contacto con el grupo –OH de la serina. 

El protón del grupo hidroxilo de la serina se transfiere al N  de la 

histidina de la triada catalítica y el O , con carga negativa ataca 

nucleofílicamente al grupo carbonilo del sustrato con lo que se 

produce un intercambio tetraédrico (Td1). 

 

II. La carga negativa, en un principio situada en el O  de la serina, sufre 

una translocación hacia el oxigeno del grupo carbonilo, originando un 

oxianión. Este oxianión encaja en un hueco que forma tras la 

abertura de la tapadera. En la cutinasa de Fosfarium solani y en 

acetilcolinesterasa de Torpedo califórnica, que carecen de tapadera 

y en las que no sucede la activación interfacial, también se ha 

observado este hueco en el centro activo. 

 

III. El intermedio tetraédrico se rompe cuando el protón cedido a la 

histidina se transfiere al oxigeno del alcohol. El alcohol se libera y 

seguidamente se forma el complejo acil-enzima. 

 

IV. Se produce un segundo ataque nucleofílico, esta vez de una sola 

molécula de agua sobre el carbono carbonílico del complejo acil-

enzima. Se forma un nuevo intermedio tetraédrico (Td2) que, a 

continuación se rompe, liberando un acido graso y regenerando el 

grupo -OH de la serina. 
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2.5 Reacciones por Intervención de Lipasas. 

Las lipasas pueden llevar acabo distintos tipos de reacción, los cuales se resumen 

a continuación (Guillén, 2012): 

 Transesterificación. Es una reacción de síntesis en la cual el acil donador 

es un éster. Existen dos tipos de transesterificación. 

 Alcohólisis. 

 Glicerólisis. 

 

Figura 5. Mecanismo propuesto para la hidrólisis de enlaces ésteres por parte de lipasas a 

partir del mecanismo de reacción de serina proteasas: 1. Enlazamiento del sustrato al sitio 

activo de la lipasa en la cavidad del oxianión, 2. Formación del primer intermediario 

tetraédrico, 3. Ataque del ion OH del agua sobre la acil enzima y liberación de la mitad 

alcohólica del sustrato, 4. Desacilación del complejo acil enzima para reiniciar el ciclo 

catalítico (Orrego, 2010). 
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 Interesterificación. Es una reacción en la cual se produce un cambio en la 

composición de ácidos grasos de un éster, ya que el grupo acil se 

intercambia entre dos esteres. 

 

 Acidólisis. Es un tipo de interesterificación en el que el grupo acil se 

intercambia entre un éster y un acido graso libre. 

Sánchez, J. M. (2007), considera las siguientes reacciones de las lipasas: 

 Hidrólisis (figura 6). 

 

 

 

 

 

 Esterificación. 

 Aminólisis. 

 

2.6 Fuentes de Lipasas. 

Las primeras fuentes de lipasas fueron obtenidas a partir de las presentes en 

páncreas de mamíferos, generalmente de cerdos, aunque también de páncreas 

humano o de caballos. En la actualidad se obtienen vía fermentativa ya sea en 

medio solido o sumergido, a partir de una amplia variedad de microorganismos: 

bacterias, levaduras y hongos (Alarcón, 2008). 

Los principales organismos productores de lipasas a nivel industrial se muestran 

en el Cuadro 1 (Peña, 2006): 

 

 

 

Figura 6. Esquema general de la reacción de hidrólisis catalizada 

por lipasa. 
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Cuadro 1. Principales organismos productores 

de lipasa. 

 

 

Origen Fúngico Origen Bacteriano 

Rhizomucor miehei 

Penicillium cambertii 

Humícola lanuginosa 

Rhizopus oryzae 

Candida rugosa 

Candida antárctica Lipase A 

Candida antárctica Lipase B 

Aspergillus niger 

Geotrichum candidum 

Chromobacterium viscosum 

Pseudomonas cepacia 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas fluorecens 

Pseudomonas fragi 

Bacillus thermocate nulatus 

Staphylococcus hyicus 

Staphylococcus aereus 

Staphylococcus epidermidis 

 

El proceso de producción es usualmente aeróbico, y los medios de cultivo 

similares a los empleados en fermentaciones para producir antibióticos (Madigan y 

Martinko, 1998). 

Las óptimas condiciones de producción de enzimas generalmente difieren de las 

del crecimiento bacteriano. La temperatura optima de la producción de lipasas es 

a menudo más baja que la del crecimiento microbiano y esta no es función del 

crecimiento de células (Peña, 2006). 

Las condiciones habituales utilizadas son: temperatura alrededor de los 30°C, pH 

en zona neutra y condiciones aerobias. Como fuente de carbono se suele utilizar 

una fuente mixta compuesta por un glúcido y un lípido, actuando este último como 

inductor para la producción de lipasas. Como fuente de nitrógeno se suele utilizar 

urea o sales inorgánicas de amonio (Sánchez, 1998), la concentración de estos 

mismos puede afectar la reactividad de enzima y la relación lipasa 

extracelular/intracelular (Alarcón, 2008). 
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Las lipasas microbianas generalmente se encuentran unidas a la membrana 

externa de las células por interacciones iónicas; este fenómeno provoca inhibición 

de la producción de lipasas. No obstante, en presencia de cationes como el 

magnesio, las lipasas adsorbidas a la pared celular de los microorganismos 

pueden ser liberadas al medio extracelular, incrementando así los niveles de 

enzima obtenidos en el medio de cultivo (Crueger y col., 1993). 

2.7  Diferencias Entre Lipasas y Esterasas. 

El problema de la diferenciación entre lipasas (E.C 3.1.1.3) y esterasas 

(E.C.3.1.1.1) ha sido investigado por varios autores y aun existen controversias. 

Se han definido las lipasas a partir de su característica cinética: la propiedad de 

activación en presencia de substratos insolubles en agua y emulsionados, o sea, 

en presencia de una interfase lípido/agua (Gomes, 2004). 

Un punto importante para explicar la diferencia entre lipasas y esterasas es por 

esa especificidad preferencial de substrato de las dos enzimas. Los substratos 

naturales para las lipasas son los aceites y grasas conteniendo triacilglicerol 

constituidos de ácidos grasos de cadena larga, o sea, uniones éster triples, 

mientras las esterasas actúan sobre uniones éster únicas, liberando ácidos grasos 

de baja masa molar; además, se debe enfatizar que la mayoría de las lipasas 

pueden hidrolizar los substratos de esterasas, en cambio, las esterasas no 

hidrolizan los substratos de las lipasas (Mendoza, 2010). 

2.8 Factores que Afectan la Actividad Catalítica de las Lipasas. 

Debido a los grandes cambios conformacionales que sufren las lipasas, y el gran 

número de fuerzas que se implican en el mantenimiento de la estructura de las 

diferentes conformaciones, el sitio activo de la lipasa puede ser alterado, 

modificando así las propiedades catalíticas de estas. En la actualidad, la 

“ingeniería conformacional” se ha establecido como una herramienta versátil para 

modificar las propiedades de las lipasas (Tarazona, 2011). 
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Además, en la composición del medio de cultivo para la producción de enzimas 

existen otros factores fisicoquímicos como temperatura, pH, oxigeno disuelto en 

medio, etc.; estas enzimas también requieren de un inductor para propiciar la 

producción de lipasas como puede ser aceite, triglicéridos, ácidos grasos, esteres 

hidrosolubles, sales biliares o glicerol (Gupta et al. 2004; Sharma et al. 2001). Las 

fuentes de carbono por medio de lípidos han sido reportadas como las optimas 

para las producciones más altas de lipasas. De igual manera se deben considerar 

las necesidades de nitrógeno y micronutrientes para la optimización del sistema. 

Estas necesidades pueden ser satisfechas por diferentes fuentes como pueden 

ser azúcar, aceites, componentes peptonados, extractos de malta o levadura, 

incluso residuos industriales que contienen los nutrimentos necesarios para el 

desarrollo del microorganismo (Treichel y col., 2009). 

La actividad catalítica de las enzimas en medio orgánico depende en gran medida 

de que estos disolventes mantengan la estructura proteica, que viene 

condicionada por una multitud de puentes de hidrogeno que se forman entre la 

proteína y el medio que la rodea. De hecho, las enzimas presentan su actividad 

optima para una conformación definida que vendrá determinada por un conjunto 

de interacción tipo puente de hidrogeno, iónicas, covalentes e hidrofóbicas 

(Lehninger y col., 2001). 

Para preservar la conformación ya mencionada, es necesaria la presencia de lo 

que se denomina capa de hidratación, cuya pérdida supone normalmente un 

fuerte descenso en la actividad catalítica (Alarcón, 2008) 

2.8.1 Actividad de Agua (aw) 

Las enzimas necesitan conservar la capa de hidratación para realizar su actividad 

catalítica, sin embargo, la cantidad de agua necesaria dependerá de cada caso y 

de igual manera, tendrá suma importancia el disolvente utilizado y sus 

características (Alarcón, 2008); la respuesta de las enzimas a un incremento en la 

actividad del agua varía considerablemente de unas a otras. Así, como hay lipasas 

que expresan su máxima actividad a valores tan bajos como 0.0001, mientras que 
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otras requieren valores más altos. Si comparamos la aw a la que las enzimas 

expresan el 10% de su máxima actividad en el caso de las glicosidasas se sitúa 

entre el 0.5-0.8 mientras que en las lipasas seria entre 0 y 0.2; por otra parte, 

cuando las moléculas de agua interaccionan con una enzimas, es natural que 

puedan producirse cambios conformacionales que podrían afectar la selectividad 

de una enzima aunque es difícil generalizar los efectos, siendo que el agua se 

considera el mejor disolvente para trabajar con una enzima, algunos ejemplos de 

las interacciones pueden ser la hidrólisis de enlaces peptídicos en la enzima, 

reacciones de deamidación de los aminoácidos de cadenas laterales y destrucción 

de enlaces cistina (Sánchez, 2012). 

2.8.2 Agregación Molecular 

 

Dado el carácter hidrofóbico de la zona de contacto lipídico cercana al centro 

activo, no es descartable su interacción con otras sustancias de su misma 

naturaleza presentes en el medio, incluyendo las zonas hidrofóbicas de otras 

moléculas de enzima. Estas interacciones conducirían a la formación de 

agregados con baja o ninguna actividad catalítica, debido al bloqueo de los 

centros activos por las propias moléculas enzimáticas. El fenómeno de agregación 

en soluciones acuosas ha sido demostrado experimentalmente por varios grupos 

de investigadores, los que obtuvieron un rápido descenso de la actividad 

enzimática al aumentar la concentración de enzima (González, 2010). 

 

2.8.3 Efecto del pH y la Temperatura. 

 

El pH ejerce un efecto de ionización sobre las enzimas, y con ello inactivación 

enzimática, que a diferencia de la desnaturalización térmica es un proceso 

reversible, mediante cambios de tampón que nos modifique el pH (Alarcón, 2008). 

Las condiciones óptimas de pH dependen, entre otros factores, del sustrato 

(Berner y Hammond, 1970) y del tampón empleado. El pH óptimo para las lipasas 

se encuentra generalmente en el intervalo entre 7.0 y 9.0, cuando la actividad 

enzimática se ensaya frente a sus sustratos específicos, como el aceite de oliva, la 
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tributirina, otros triacilglicéridos pequeños y la trioleína. No obstante, para algunas 

lipasas, el pH óptimo se encuentra en la región acidia. Así mismo, se han 

encontrado lipasas con la mayor actividad a valores de pH más alcalinos 

(González et al., 2010). También puede suceder que se obtenga más de un valor 

de pH óptimo, manteniendo invariables las demás condiciones del ensayo 

(Kiyotani et al., 1983). 

 

La temperatura óptima para una enzima depende, entre otros factores, del 

sustrato con el que se trabaje, ya que los ligandos ejercen un efecto protector 

frente a la desnaturalización térmica, la temperatura óptima para las lipasas puede 

encontrarse en el intervalo entre 35 y 50 °C, aunque existen lipasas termoestables 

que exhiben valores de temperatura óptima superiores a 50 °C. El medio en el que 

se encuentre la enzima también influye en el valor de temperatura óptima. De este 

modo, las lipasas presentes en preparados crudos, con altas concentraciones de 

otras proteínas contaminantes distintas de las proteasas, serán más estables y 

exhibirán valores aparentes de temperatura óptima superiores (González et al., 

2010) ya que, un exceso de temperatura puede provocar un fenómeno llamado 

desnaturalización (atacando los puentes de hidrógeno principalmente) en la 

enzimas, provocando la pérdida de su estructura tridimensional y como 

consecuencia la pérdida de la función catalítica (Alarcón, 2008). 

 

2.9 Aplicación Biotecnológica de las Lipasas. 

El interés por el enorme potencial biotecnológico de lipasas microbianas es debido 

a que los factores de que estas son estables en solventes orgánicos, no requieren 

cofactores, poseen una amplia especificidad de substrato y muestra una elevada 

enantioselectividad (Jaeger and Reetz, 1998). 

Los campos de aplicación de lipasas tienen buenas perspectivas en la industria 

alimentaria, tal es así como en la industria de la panificación el uso de lipasas 1,3- 

especifica, tienen un excelente efecto acondicionador de masa, facilitando su uso 

en maquinas convencionales, además, aumenta el volumen del pan, mejora la 
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textura de la miga y confiere también un color mas blanco, en esta aplicación, las 

lipasas degradan los lípidos del trigo, modificando su interacción con el gluten, 

permitiendo que el gluten obtenga una red más fuerte y elástica (Mendoza, 2010). 

También en la producción de salchichas fermentadas, la aplicación de Rhizomucor 

miehei presenta aspectos económicos positivos ya que permite la disminución del 

tiempo de maduración manteniendo características analíticas y sensoriales 

(Pandey et al., 1990). 

De igual manera las lipasas han sido aplicadas para la degradación biológica, y 

remoción de carga lipolítica de efluentes industriales generados en frigoríficos, 

mataderos, industrias lácteas y alimentarias en general (Gandhi, 1997). En este 

contexto, los procesos alternativos que facilitan la recuperación o disminución de 

grasa de efluentes son de extremo interés para la industria (Mendoza, 2010). 

Una de las mayores aplicaciones de las lipasas es en el uso de detergentes; en la 

industria del papel para eliminar la resina de la pulpa producida; además, de un 

gran número de aplicaciones hidrolíticas adicionales de las lipasas microbianas 

han sido descritas, incluido el desarrollo de sabores de productos cotidianos 

(quesos, mantequillas, margarinas, bebidas alcohólicas, leche sabor chocolate y 

algunos dulces) logrados por hidrólisis selectiva de triglicéridos de grasa para la 

obtención de ácidos grasos libres (Jaeger and Reetz, 1998), así como la síntesis 

de antitumorales, antioxidantes y compuestos fluororgánicos y, también, en la 

construcción de biosensores y producción de biodiesel (Hasan et al., 2006). 

2.10 Producción de Lipasas. Medios de Cultivo. 

Una gran variedad de microorganismos secretan lipasas durante su crecimiento en 

residuos orgánicos y agroindustriales, ya que éstos contienen una abundante 

fuente de nutrimentos que sirve como medio de cultivo para que los 

microorganismos sean capaces de producir estas enzimas (Diez y col., 2012). 

Los medios de cultivo pueden definirse como un conjunto de elementos o 

sustancias que en concentraciones adecuadas y con condiciones físico-quimicas 
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óptimas garantizan a un microorganismo, célula, o a un grupo de ellos, los 

nutrimentos necesarios para su conservación, crecimiento y desarrollo (Morales, 

2006). 

2.10.1 Medio Líquido. 

El cultivo de hongos filamentosos en medio líquido es muy recomendado, dado 

que no solo permite una fácil cuantificación del material obtenido a lo largo del 

cultivo, sino también el estudio de las principales características fisiológicas del 

hongo. En especial por tratarse de un sistema homogéneo que facilita el 

intercambio gaseoso y evita la autolisis prematura de la célula, asegurando de 

esta forma un buen crecimiento celular. Estas enzimas extracelulares, presentes 

en cantidades suficientes por los hongos en el cultivo líquido pueden ser 

detectadas y caracterizadas fácilmente por electroforesis (Flores y col., 2005). 

Corresponden a los también denominados caldos. No contienen agar y su 

composición además suele tener una fuente de carbono, sales minerales y, en 

algunas ocasiones, según las características del medio, factores de crecimiento, 

vitaminas, peptonas, etc. Son muy importantes para la realización de múltiples 

pruebas bioquímicas, como también para la realización de inóculos. Algunos 

medios líquidos son utilizados en tubos lo que permite visualizar colonias pero 

tienen muchas aplicaciones, por ejemplo, pruebas bioquímicas que permiten la 

determinación del indol, la reducción de nitratos a nitritos, la fermentación de la 

glucosa, lactosa u otro tipo de azúcar , etc. (Morales, 2006). 

En los últimos años algunos la pruebas en medio liquido para la obtención de 

lipasas ha tenido un mayor auge, autores como Burket y col. (2004), realizó 

diferentes fermentaciones en medio liquido para probar distintas fuentes de 

carbono y obtener una mayor actividad enzimática llegando hasta 17 U/mL, así 

mismo, Kaushik y col. (2006) probo con distintas fuentes de carbono, modificando 

la agitación y tiempo de fermentación obteniendo 12.7 IU/mL. Zhao y col. (2008) 

realizó un escalamiento a nivel planta piloto (800 L) logrando obtener actividad 
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enzimática de 14,000 IU/mL, lo que indica ser una técnica prometedora para la 

producción de lipasas a escala. 

2.10.2 Medio Sólido. 

La fermentación en medio sólido (FMS) se define como el cultivo de 

microorganismos en soportes sólidos húmedos, ya sea en soportes inertes o en 

sustratos insolubles que además pueden ser utilizados como fuente de carbono y 

energía (Carrillo, 2011). La fermentación se lleva a cabo en ausencia o casi  

ausencia de agua libre; aunque, el sustrato debe poseer suficiente humedad para 

soportar el crecimiento y metabolismo del microorganismo. Esto se acerca al 

ambiente natural al cual los microorganismos están adaptados  (Pandey y col., 

2003).  La FMS es relativamente resistente a la contaminación bacteriana, puesto 

que el crecimiento bacteriano está limitado por la baja actividad de agua, así que 

rara vez ocurre la contaminación en un medio sólido (Lenis, 2011). 

Entre las aplicaciones de la FMS se encuentra la producción de metabólitos 

secundarios, aflatoxinas, enzimas, cultivo de hongos, entre otras. Se pueden 

distinguir dos tipos de sistemas en FMS dependiendo de la naturaleza de la fase 

sólida utilizada. El primer sistema y más comúnmente utilizado involucra el cultivo 

en un material natural; a este sistema se le denomina “cultivo en sustratos 

naturales”. El segundo sistema, que no es tan frecuentemente utilizado, involucra 

el cultivo en soportes inertes impregnados con un medio líquido, sirviendo como 

punto de anclaje para el microorganismo. Algunos ejemplos de este tipo de 

soporte son: agrolita,  espuma de poliuretano, bagazo de caña y vermiculita 

Existen ventajas del uso de soportes inertes impregnados con un medio líquido 

sobre los soportes-sustratos. La primera sería que al emplear soportes inertes la 

recuperación del producto es menos complicada al contener menos impurezas. Al 

emplear un medio químicamente definido, los efectos de ciertos componentes del 

medio en la fisiología y cinéticas de crecimiento del microorganismo y en la 

producción de metabólitos, enzimas y esporas, pueden ser estudiados a detalle. 

También se puede mejorar la consistencia en los proceso ya que medios 
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químicamente definidos apoyan la reproducibilidad de los procesos (Carrillo, 

2011).   

Una desventaja del uso de soportes inertes frente a los naturales es el costo. 

Aunque para productos de alto valor agregado como son las enzimas, se pueden 

emplear soportes inertes ya que el costo de este solo representa una fracción de 

los costos generales de producción (Ooijkaas y col. 2000). Sin embargo, la 

producción a escala industrial no ha sido del todo desarrollada, los bajos 

contenidos de humedad generan limitaciones para la transferencia de masa y 

calor produciendo ambientes heterogéneos y sobrecalentamiento con deficiente 

suministro de oxigeno indica Cavalcanti y col. (2005), misma quien obtuvo 26.4 

U/g a partir de Penicillium simplicissimum.  

Uno de los soportes inertes empleados en la FMS es la agrolita. Este tipo de 

soporte ha sido empleado en la producción de lipasa por cepas de  Rhizopus  sp. 

(Carrillo, 2011). 

2.11 Tipo de Reactores. 

2.11.1 Tanque Agitado. 

Puede ser discontinuo, fed-batch (alimentado en discontinuo) y continuo 

(Cunill, et al., 2010). 

 Discontinuo: es el más tradicional y el más ampliamente utilizado a escala 

industrial. El tiempo de operación necesario puede ir desde horas a varias 

semanas dependiendo de la conversión y de las condiciones de operación. 

Durante la operación ha de evitarse la contaminación, mantener la 

agitación, y controlar pH y temperatura. Operan con baja densidad celular, 

sobre todo en el periodo inicial, y debe evitarse la alimentación de 

concentraciones elevadas de substrato para evitar inhibiciones por éste o 

por el producto. Se emplea mayoritariamente en la industria alimentaria, 

farmacéutica y biotecnológica,  en general, ya que en ellos es fácil alcanzar 

y mantener condiciones asépticas durante la operación. Este hecho es 

importante a la hora de mantener en procesos en los que se emplean 
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medios muy ricos en nutrimentos. Ejemplos típicos son la producción de 

ácido acético, de vitamina C y C12, levadura de panificación, penicilina y 

digestión anaerobia de fangos (microorganismos producidos en los 

tratamientos continuos de aguas residuales). 

En general las variables de diseño son:  

 Dimensiones del reactor  

 Tiempo de operación  

 Concentraciones iníciales  

 Volumen de masa microbiana por unidad de volumen de reactor  

 Potencia y aeración  

 Superficie de transferencia de calor 

 

 Fed-batch: el substrato se alimenta en cargas sucesivas y no se retira 

producto alguno, variando así el volumen de reacción. Variando la 

velocidad y concentración del alimento se controla o altera la concentración 

de uno o más nutrimentos o substrato en el medio de cultivo. Con ello se 

aumenta la productividad global. Esta estrategia se aplica en la producción 

de levadura de pan y de antibióticos. 

 

 Continuo: este reactor tanque agitado continuo recibe también el nombre de 

quimiostato. Este reactor no es básicamente diferente al discontinuo, 

excepto en los dispositivos que permiten la entrada y salida de un caudal. 

Sin embargo, este tipo opera en estado estacionario, lo que implica 

condiciones uniformes no sólo desde el punto de vista geométrico, sino 

también respecto al tiempo. El control de las variables de operación es 

mucho más fácil, pero los valores de las variables no pueden ser 

cualesquiera. Si el caudal es demasiado elevado puede suceder que la 

producción de microorganismos sea inferior al número de los que son 

arrastrados por la corriente de salida y,  en consecuencia, si la situación 

persiste llega a suceder que no queda ningún microorganismo en el interior 
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del reactor. Se dice que han sido lavados (wash-out) del fermentador. La 

situación se puede paliar añadiendo en la alimentación microorganismos 

similares a los del reactor.  La fuente natural de estos microorganismos es 

evidentemente la corriente de salida. Así, se pasa el efluente  por un 

sedimentador o por una centrifuga, y se separa una solución concentrada 

de microorganismos que en buena parte se reciclada al reactor Con este 

procedimiento no solo se evita el lavado de células, sino que también se 

aumenta la producción al aumentar el tiempo de permanencia de los 

microorganismos en el reactor. En la industria es  frecuente el uso de una 

serie de tanques agitados con el fin de aumentar la productividad o para 

poder variar las condiciones ambientales en cada etapa. 

 

2.11.2  Tubular. 

Hay que destacar para este biorreactor que no es factible la operación 

cuando se alimenta un medio estéril, dado que se trata de un proceso 

autocatalítico. Este inconveniente se solventa con una recirculación o con 

microorganismos inmovilizados. Según la disposición de los 

microorganismos se dividen en (Cunill, et al., 2010): 

 

 De flóculos en suspensión: un floculo es un agregado de microorganismos 

con un tamaño un orden de magnitud superior al del microorganismo. El 

mecanismo que controla dicho tamaño no está muy bien conocido pero 

puede actuar sobre él la agitación y los agentes floculantes como el cloruro 

de aluminio y el de calcio. El hecho de ser seres vivos le confiere una no 

rigidez, densidad y crecimiento, una posible  compactación, densidades 

parecidas a las de la fase fluida, y los consecuentes bajos caudales hacen 

que la operación en lecho fijo no sea viable. La operación viable conlleva 

arrastre de microorganismos y consecuentemente una necesaria 

alimentación de los mismos.   
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 De película: los microorganismos se disponen en forma de película que 

crece sobre la superficie de un relleno inerte. El grosor de la película se 

controla retirando el exceso de producción microbiana normalmente por 

métodos mecánicos. No presenta  problemas de arrastres. Es muy usado 

en el tratamiento de aguas residuales y recibe el nombre de filtro percolador 

o de goteo. Es un lecho de inerte sobre el que se forma la película 

microbiana y en el que  el líquido circula en flujo descendente por gravedad 

mientras que el oxigeno suele hacerlo en ascendente. Su altura varía entre 

2 y 15 metros. El control del grosor de la película lo realizan los propios 

organismos ya que al aumentar se crean problemas de difusión para el 

oxígeno con lo que los microorganismos no pueden metabolizar el 

substrato, pierden adherencia y acaban desprendiéndose.  

 

2.11.3 Lecho Fluidizado. 

Cualitativamente se puede representar suponiendo que el líquido circula en 

flujo en pistón y la masa microbiana permanece flotando en el medio en 

condiciones estacionarias. Como las diferencias de densidad entre flóculos 

y líquido son bajas los caudales utilizados son bajos. Un ejemplo típico es la 

torre de fermentación destinada a la producción de cerveza (Iborra, et al., 

2010) 

2.12 Optimización de Medios de Cultivo. 

El desarrollo inicial de un medio químicamente definido normalmente comienza 

con la selección más o menos arbitraria de una fuente de carbono, una fuente de 

nitrógeno, sales inorgánicas, elementos traza y factores de crecimiento. El mayor 

factor para la expresión de la actividad lipasa siempre se ha reportado como la 

fuente de carbono, ya que las lipasas son enzimas inducibles. Estas enzimas son 

generalmente producidas en la presencia de lípidos tales como aceites u otros 

inductores, como triglicéridos, ácidos grasos, esteres hidrolizables, surfactantes 

(Tweens, sales biliares, etc.) y glicerol. Aunque este medio podría dar buenos 
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resultados, después de la formulación inicial del medio es común establecer los 

nutrimentos apropiados y óptimas concentraciones de estos (Carrillo, 2011). 

Usualmente esto es determinado mediante el proceso de optimización que 

involucra el método de una variable a la vez, OVAT por sus siglas en inglés (one-

variable-at-a-time), variando un factor mientras se mantienen los otros factores a 

un nivel constante. Es una técnica sencilla aunque se requiere de mucho tiempo y 

trabajo y además descuida la interacción entre variables y no garantiza alcanzar el 

punto óptimo (Babu et al., 2007). 

El diseño estadístico que involucra la variación simultánea de varios factores es 

útil en la identificación de los nutrimentos importantes y en la interacción entre dos 

o más nutrimentos. Este tipo de diseños se emplean en la metodología de 

superficie de respuesta (MSR). La MSR es la estrategia experimental y de análisis 

que permite resolver el problema de encontrar las condiciones de operación 

óptimas de un proceso, es decir, aquellas que dan por resultado “valores óptimos” 

de una o varias características de calidad del producto (Carrillo, 2011). 

2.13 Diseño Experimental. Genichi Taguchi. 

El diseño de experimentos es una técnica estadística poderosa para determinar el 

ajuste óptimo de los factores que afectan un proceso, para mejorar su 

funcionamiento, reducir su variabilidad y mejorar la manufactura de productos. 

Taguchi muestra como el diseño de experimentos estadísticos puede ayudar a los 

ingenieros a diseñar y manufacturar (Báez, 2010). El poder de los métodos 

Taguchi es que integra técnicas estadísticas dentro de la ingeniería de procesos, 

por lo que según Li et al., (2005), son ampliamente utilizados para lograr ciertos 

objetivos en la media de la variable de respuesta mientras simultáneamente se 

minimiza la varianza. 

Taguchi desarrolló una aproximación al diseño de experimentos con el objetivo de 

reducir los costos emanados de la experimentación, esta aproximación es más 

práctica que teórica y se interesa más por la productividad y los costos de 

producción que por las reglas estadísticas (Montes de Oca, 2009).  
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Para el estudio de los factores que afectan a un producto o proceso, Taguchi se 

basa en un conjunto pequeño de matrices del diseño. Estas matrices definen 

diseños ortogonales. En la metodología Taguchi se reduce el número de filas de la 

matriz del diseño mediante identificación de factores principales y de factores de 

interacción. Esto permite una mayor viabilidad del estudio de tratamientos. Por 

ejemplo, para el diseño 27 (7 factores con dos niveles) Taguchi considera la 

siguiente matriz (figura 7) (Ruiz., 2004): 

 

 

 

 

 

 

 

Con un conjunto relativamente pequeño de diseños, Taguchi proporciona un 

catalogo reducido de modelos que permiten abordar un número relativamente alto 

de experimentos en ingeniería. Taguchi considera los siguientes diseños 

ortogonales fraccionarios con dos niveles: L4, L8, L12, L16, L32 y L64. En general, un 

diseño LN está definido mediante una matriz del diseño con N filas y permite 

considerar hasta N-1 factores (Ruiz, 2004). 

2.14 Consideraciones del Proyecto. 

Las investigaciones científicas y más aun sustentadas por el sector privado tiene 

como una necesidad la conservación de cepas que mantengan sus características 

(genéticas y morfológicas) propias del tipo de microorganismos que son de su 

interés, para lo cual se ha puesto atención en distintos métodos para dicho fin 

siendo considerados métodos por cepas liofilizadas, congelación con nitrógeno 

Figura 7. Matriz con siete factores y dos niveles de Taguchi. 
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liquido y agua destilada estéril por mencionar algunos, este ultimo puede llegar a 

ser el más utilizado debido a que es un método simple, económico y seguro 

llegando a conservar el hongo por largos periodos, además de evitar el 

crecimiento de ácaros y el pleoformismo (Bueno y col. 1998; Rico y col., 2004). 

Durante este estudio se conservó la cepa A. niger GH1, lo que evitó que pudiera 

ser alterada por un agente químico o microbiológico. 

Al iniciar un escalamiento para la producción de enzimas se debe tomar en cuenta 

ciertos puntos que garanticen la viabilidad de la producción, como primer punto es 

la selección del microorganismo que muestre características de adaptabilidad, 

medio de cultivo económico, requerimientos nutricionales simples, alta producción 

de enzima, estabilidad, etc. Ya que existen variedad de microorganismos que bien 

pueden ser hongos, bacterias o de procedencia por levaduras productores de 

lipasas con muy buenos rendimientos como Candida rugosa, Candida antártica, 

Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, A. niger, A. sp., Rhizopus 

homothallicius, algunos Penicillium, etc.; otro punto importante es la selección de 

un biorreactor adecuado a las necesidades de producción y para el desarrollo del 

experimento; el tercer paso es la selección y desarrollo de modelos matemáticos 

como herramienta para el escalamiento del proceso y; finalmente el análisis 

económico (rentabilidad) del procesos (Treichel y col., 2009; Potumarthi y col., 

2008). 
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CAPITULO 3 

3.1 MATERIALES Y METODOS 

El desarrollo de este trabajo se realizó en las instalaciones de la Universidad 

Autónoma Agraria Antonio Narro en conjunto con las empresas Grupo Kappa del 

Conocimiento S. C. y Nanoingredientes Bioactivos S. A. de C. V.; ubicadas en la 

ciudad de Saltillo, Coahuila, México. 

La cepa fue obtenida de la Colección de Cepas del Departamento de Investigación 

de Alimentos de la Universidad Autónoma de Coahuila (DIA de la UAdeC). Se 

realizo una siembra para conservación del hongo para evitar alguna 

contaminación o la perdida de la cepa. 

3.1.1Conservación a Largo plazo. 

Se prepararon 20 mL de agar PDA en un matraz y se esterilizaron con el material 

necesario para sembrar el hongo. Una muestra de la cepa fue tomada con el 

sacabocados a flama de mechero y con ayuda de un asa estéril se inoculo en el 

centro del matraz con PDA. Se incubo durante 48-72 horas a 30 °C monitoreando 

el crecimiento. 

Una vez que hubo suficiente crecimiento se preparó una solución de leche 

descremada y glicerol al 10 % la cual fue esterilizada. La solución fuer vertida 

sobre el matraz (20 mL) con el hongo y con ayuda de un magneto estéril fue 

homogenizada la muestra en una plancha de calentamiento sin utilizar calor 

durante 5-10 minutos; en un área estéril utilizando la micropipeta se llenaron 

suficientes tubos Eppendorf y puestos a congelación. Anexo A. 

3.1.2 Conservación a corto plazo. 

En un área estéril se llenaron los tubos Eppendorf con 600 – 1000 

destilada estéril y, a partir de la caja petrí con la cepa proporcionada se tomo con 

el sacabocados y el asa entre 4 y 5 muestras colocándolas dentro del tubo. Esto 
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permitió conservar a temperatura ambiente el hongo y, así mismo, facilitar su 

utilización en cuanto se requirió inocular. Anexo A. 

3.2 Reconocimiento del equipo. 

Previo a iniciarse una primera fermentación, se realizó una revisión y 

caracterización del nuevo equipo y su funcionamiento, el cual fue un reactor 

equipado New Brunswick Scientific  BIOFLO 115 de 2 L. 

Se ensambló y los sensores a utilizar fueron calibrados de acuerdo a las 

recomendaciones descritas en el manual del equipo para verificar el correcto  

funcionamiento del mismo, las pruebas se realizaron en agua destilada para 

verificar el funcionamiento. Anexo B. 

3.3 Fermentaciones.  

El medio de cultivo optimizado en trabajos anteriores contaba con las siguientes 

características (peso en g) para un volumen de 20 mL: 

 FeSO4 0.0005 

 MgSO4 0.015 

 K2HPO4 0.05 

 NaNO3 0.04 

 KCl  0.01 

 Aceite de oliva extra virgen al 1% en volumen 

 Inoculo 1x107 esporas/mL 

La fermentación se llevó a cabo en un reactor equipado New Brunswick 

BioFlo/CelliGen 115 de 2 L de capacidad. El volumen utilizado de medio de cultivo 

fue de 1.5 L, a la cual se le inoculó una cantidad de esporas 75x107 (cantidad 

correspondiente al volumen de escalamiento). La primera fermentación se realizó 

durante 168 h bajo las siguientes condiciones para la evaluación de los trabajos 

realizados a nivel laboratorio y observar el comportamiento en reactor. 

 pH 7.0 
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 Aireación 1 VVM 

 Agitación 150 rpm 

 Temperatura 30 °C 

Antes de inocular se aplica la técnica de Gassing Out para la calibración del 

sensor de oxigeno. Anexo C. 

Posteriormente se realizaron fermentaciones con la variable de temperatura 

considerando 20, 30 y 35 °C. Manteniendo los demás parámetros constantes 

durante estos experimentos. Estas fermentaciones tuvieron un tiempo de hasta 

216 h tomando muestras cada 24 h. 

3.4 Optimización de las Condiciones de Fermentación. 

Para la siguiente etapa experimental se evaluaron las siguientes variables para la 

optimización a nivel reactor utilizando un diseño experimental de Taguchi L8: 

 Agitación 150, 200 y 300 (rpm) 

 Aireación 0.5, 1.0 y 1.5 (VVM) 

3.5 Obtención de Producto Enzimático 

líquido obtenido se consideró como producto enzimático y fue conservado a 0 °C 

para su posterior análisis. 

3.6 Análisis de Actividad Enzimática 

El análisis de actividad enzimática fue realizado con base en la técnica de p-NPP 

reportada por Bastida et al. (1998), que radica en la medición del incremento de 

absorbancia a 348 nm producida por la liberación de p-nitrofenol en la hidrólisis de 

0.4 mM pNPP a pH 7.0 y 25 °C, se considero 37 °C para el desarrollo de esta 

técnica, así como la adición de 0.016 mL de extracto enzimático a 0.160 mL de 

sustrato. Una UE (Unidad Enzimática) es considerada como la cantidad de enzima 

-NPP por minuto bajo las condiciones 

descritas anteriormente. 
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3.7 Análisis de Biomasa 

La medición de biomasa se realizó por la medición de peso seco. Previamente se 

hizo un lavado de las muestras utilizando alcohol-cetona al 30%. Las muestras 

fueron secadas a 80 °C durante 30 h. 
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CAPITULO 4 

Resultados y Discusiones. 

4.1 Desarrollo de Fermentación. Efecto de la Temperatura en la Producción 

de Lipasas. 

Para analizar el desarrollo del proceso fermentativo se realizo una fermentación 

preliminar bajo las siguientes condiciones: pH 7.0, agitación 150 rpm, aireación 1 

VVM y una temperatura de 30 °C por un periodo de 216 h para evaluar el tiempo 

optimo de fermentación. Durante este experimento preliminar se observó una 

pérdida de medio de cultivo de hasta un 55 % aproximadamente (figura 8), 

atribuida a una rápida salida del aire húmedo causando su evaporación. Por esta 

razón, se decidió analizar más temperaturas a este nivel para reducir tal pérdida, 

así como implementar un condensador que ayude a la recuperación del volumen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Para las próximas fermentaciones se consideraron las temperaturas de 20, 25, 30 

y 35 °C manteniendo constantes las condiciones restantes. Se observaron los 

siguientes resultados (cuadro 2) en cuanto a perdida del medio: 

 

 

 

Figura 8. Evaporación de medio de cultivo. 
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Cuadro 2. Influencia de la temperatura y la 

pérdida de medio de cultivo. 

    

 

 

 

 

 

Se observo una pérdida de medio a las distintas temperaturas. En este trabajo 

se consideraron las dos temperaturas de fermentación con mayor actividad 

enzimática para la optimización de las condiciones.  

 

También podemos observar que la temperatura óptima de producción de 

lipasas con A. niger es mayor a la de producción de biomasa (figura 9).  Tal y 

como señala Peña (2006): la producción de enzimas a menudo difiere de la 

producción de biomasa sin estar en función de esta, lo que es notable en esta 

situación, posiblemente debido al estrés al que somete el hongo, forzándolo a 

producir mayor cantidad de enzimas para obtener mayor cantidad de 

nutrimentos a partir del sustrato y así logre adaptarse o protegerse con mayor 

rapidez a las condiciones del medio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Temperatura de 

Fermentación (C°) 

Pérdida de 

Medio (%) 

20 4 

25 12 

30 16.5 

35 18 

Figura 9. Relación producción de Biomasa-Lipasa 
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La determinación de la temperatura óptima para reducir la cantidad de 

evaporación fue en base a la cantidad de enzima producida y la producción de 

biomasa como segundo aspecto en un tiempo mínimo. 

 

En el análisis a distintas temperaturas, la fermentación a 30 °C desarrolló la 

mayor cantidad de biomasa  aunque la mayor actividad enzimática se produjo 

a los 35 °C en un mismo tiempo de fermentación (cuadro 3), asi, autores como 

Camacho y col. (2009) utilizando otros microorganismos donde igualmente 

encontraron que un aumento en la temperatura (50 °C) favorece la producción 

de lipasas mientras que el crecimiento óptimo lo encuentran a 42.5 °C 

utilizando una arquea halófila; Córdova y col. (2003) dicen que el crecimiento 

fúngico y la biosíntesis de lipasas responden de manera diferente al 

incremento de temperatura utilizando Rhizpus microsporus. Posiblemente ante 

una mayor temperatura  y considerando las condiciones de agitación en el 

reactor, sea más difícil para el hongo formar micelio tendiendo a secretar 

mayor cantidad de enzimas para la obtención de energía a partir del sustrato y 

sus funciones metabólicas no sean afectadas y, por consiguiente la obtención 

de una baja densidad de biomasa. 

 

Otra posible respuesta a con respecto a la baja producción de biomasa puede 

ser la baja disponibilidad de O2 en el medio. Nordelta (2005), dice que altas 

temperaturas, baja presión atmosférica y la salinidad en el agua retiene menos 

oxigeno, considerando esto, la producción de biomasa podría ser afectada por 

este déficit de O2, por otra parte, el aumento de la temperatura favorece la 

síntesis de lipasas como ya se ha mencionado anteriormente. 

 

Salihu et al. (2012) recopilaron las temperaturas óptimas de producción de 

lipasas de diferentes microorganismos siendo entre 25 y 40 °C, entre los que 

cabe destacar Aspergillus sp., Rhizopus homothallicus, Burkholderia 

multivorans. 
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Cuadro 3. Parámetros cinéticos: Producto-Biomasa 

a diferentes temperaturas de fermentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores máximos obtenidos de productividad  fueron a 35°C en un 

tiempo de 144 h con 70.53 UE/mL, así como el mejor rendimiento de producto 

por gramo de biomasa (YP/X) (pH 7.0, 1 VVM, 150rpm). Resultados muy 

similares reporto Potumarthi et al., (2008), con 72 U/mL después de 96 h en 

condiciones de 2 VVM, 200 rpm, pH 7.0 y a 25 + 2 °C utilizando R. 

mucigilanosa. 

 

Durante las fermentaciones la mayor productividad de lipasas se presentó a 

las 216 y 144 h a 30 y 35 °C respectivamente (figura 10). El que la 

productividad se presente en los puntos que indiquen muerte celular puede ser 

atribuido a que la evaporación del medio provoca concentración las lipasas y 

otros productos obteniendo mayor actividad enzimática por mL. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Productividad de lipasas a 30 y 35°C de fermentación. 

Fermentación 

(°C)
Tiempo Biomasa UE/mL YP/X qP G

30 168 0.0092 - - - -

216 - 59.31 1054.64 31.43 0.29

35 120 0.0050 - - - -

144 - - 11878.12 381.90 1.91

168 - 75.34 - - -
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Aunque también cabe mencionar que la fermentación a 30 °C mostró datos 

muy interesantes a las 48 h, una biomasa de 0.0011 g/mL y una actividad 

enzimática de 55.31 UE/mL. Después de este periodo de tiempo, los 

experimentos tuvieron distintos comportamientos respecto a la producción de 

biomasa y enzimas. Lo que muestra el grado en que la temperatura afecta  la 

disponibilidad de los nutrimentos y por consiguiente a la velocidad síntesis de 

enzima y biomasa.  

 

La modificación de las condiciones ha mostrado tener grandes repercusiones 

sobre la producción tanto enzimática como en biomasa, en este estudio se 

pudo reducir la evaporación de medio de cultivo, aumentar la producción de 

enzimas aunque la biomasa tuvo un descenso de acuerdo a las condiciones 

de mejor productividad determinadas. Estudios como el de Brozzoli et al. 

(2009) evaluaron la producción de lipasas de  C. cylindracea modificando los 

valores de pH teniendo un incremento de 1.8 a 18.7 UE/mL. Esto corrobora 

que se puede aumentar la productividad de un proceso a fin de obtener mayor 

producto si se analiza la influencia de cada variable posible. 

 

Lin et al. (2006), utilizaron Antrodia cinnamomea analizando la influencia de 

diferentes condiciones de cultivo obteniendo una máxima actividad de 54 

U/mL hasta los 17 días. En esta etapa se logró un incremento de la actividad 

enzimática de 27.36 a 70.53 UE/mL en un tiempo de 144h.  

 

4.2 Análisis de la Actividad Enzimática y Optimización de las 

Condiciones de Fermentación. 

 

Una vez reducida la evaporación del medio de cultivo se inició la etapa de 

optimización de las condiciones de la fermentación para poder efectuar el 

escalamiento para la producción de lipasas. 
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Cuadro 4. Diseño experimental Taguchi. 

Cuadro 5. UE obtenidas por cada experimento. 

Cuadro 6. Análisis ANOVA. 

Experimento Agitación (rpm) Oxígeno (VVM) Tiempo (h) UE/mL

1 200 0.05 48 45.69

2 200 0.05 48 28.85

3 200 1.5 72 60.11

4 200 1.5 72 56.51

5 300 0.5 72 57.71

6 300 0.5 72 56.51

7 300 1.5 48 62.52

8 300 1.5 48 62.52

Datos Experimentales

Experimento Agitación (rpm) Oxígeno (VVM) Tiempo (h)

1 200 0.05 48

2 200 0.05 48

3 200 1.5 72

4 200 1.5 72

5 300 0.5 72

6 300 0.5 72

7 300 1.5 48

8 300 1.5 48

Datos Experimentales

En esta etapa se aplicó un diseño experimental de Taguchi L-8. El Cuadro 4 

muestra la forma que se distribuyeron los experimentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La actividad enzimática realizada de los distintos experimentos fueron 

analizados con el software Qualitek-4. Cuadro 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis ANOVA se realizo utilizando el software Qualitek-4. Cuadro 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 Agitación 1 289.322 289.322 7.776 252.115 27.695

2 Oxígeno 1 349.932 349.932 9.405 312.726 34.353

3 Tiempo 1 122.225 122.225 3.285 85.018 9.339

Otro Error 4 148.825 37.206 28.613

7 910.306 100.00%

Porcentaje P 

(%)
Columna Factor

Total:

DOF (f)
Suma de 

Cuadrados (S)

Varianza 

(V)

F - Ratio 

(F)

Suma Neta 

(S')
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Figura 11. Influencia de las variables en el diseño experimental. 

De acuerdo al diseño TaguchiL-8, podemos observar como el Oxígeno es la 

variable de mayor importancia seguida por la agitación y por último el tiempo 

de proceso (figura 11). Sokolovska et al. (1998) usando C. cilyndracea CBS 

6330 con una saturación de oxígeno por encima del 20% favoreció la 

producción de lipasas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El modelo obtenido (cuadro 7) muestra una producción esperada de hasta 70 

UE/mL en un periodo de 72 h, en la literatura se mencionan rendimientos 

similares o incluso menores en mayor tiempo de fermentación, tal es el caso 

de Kim and Hou (2006) con C. cilyndracea NRRL Y-17506 que obtuvieron 23.7 

U/mL a 179.5 h, o como ya mencionado, Potumarthi et al. (2008) con 72 U/mL 

a 96 h. 

 

Sin embargo la cantidad de enzima obtenida en el modelo propuesto fue de 

31.41 UE/mL (cuadro 8), aunque fue bajo estas condiciones donde se obtuvo 

la mayor cantidad de biomasa, así como un consumo del 16.6 % del medio de 

cultivo. Este último, tal vez provocado por el aumento en el flujo de aireación. 

La agitación ayudo a una mayor heterogeneidad del medio, lo que pudo 

contribuir a la disponibilidad de los nutrimentos para el hongo causando el 

aumento de biomasa (0.010 g/mL) y la poca producción de enzimas. 
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Cuadro 7. Modelo de las condiciones óptimas propuesto para la producción de lipasas. 

Columna Factor Nivel de descripción Nivel Contribución

1 Agitación 300 2 6.013

2 Oxígeno 1.5 2 6.613

3 Tiempo 72 2 3.908

16.533

53.801

70.335Resultado esperado a óptimas condiciones

Promedio general de rendimiento

Contribución total de todos los factores

Cuadro 9. Biomasa obtenida en los distintos experimentos. 

Cuadro 8. Producción de lipasas en modelo desarrollado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Análisis de Biomasa. 

 

En los experimentos 1 y 3 (cuadro 9) podemos observar el mayor crecimiento 

de biomasa probablemente debido a que un bajo suministro de O2 y una 

agitación superior a las 200 rpm generan burbujas más pequeñas, facilitando 

la disponibilidad del oxígeno al hongo, de acuerdo con Galindo (2007), un 

tamaño menor de las burbujas de oxígeno tienen un área mayor disponible 

para la transferencia de masa, además de ayudar a obtener una mejor 

dispersión de las fases aumentando la eficiencia del proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UE/mL 
Promedio 

UE/mL 
Desviación 
Estándar 

31.49989058 31.41973819 0.069414009 

31.37966199 
 

  

31.37966199     

Experimento Peso 1 Peso 2 Peso Neto Promedio

1 0.0761 0.0792 0.0031 0.0171

0.0760 0.1071 0.0311

2 0.0761 0.0810 0.0049 0.0048

0.0811 0.0858 0.0047

3 0.0767 0.0925 0.0158 0.0157

0.0777 0.0932 0.0155

4 0.0814 0.0857 0.0043 0.0038

0.0821 0.0854 0.0033

Análisis de Biomasa (g/mL)



42  

 

 

Potumarthi y col. (2008), dice que la cantidad de biomasa obtenida también 

puede deberse a que una mayor agitación causa mayor cizallamiento sobre 

las células resultando en una menor concentración de biomasa; hecho que 

pudo afectar los resultados en los experimentos. 
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CAPITULO 5 

Conclusiones. 

La biomasa y de lipasas difieren en su temperatura óptima de producción, siendo 

30 y 35 °C respectivamente. 

La producción de lipasas no es dependiente en su totalidad de la cantidad de 

biomasa presente. 

La evaporación del medio de cultivo se ve influenciada por el incremento de 

temperatura (>35 °C) y la aireación (>1.5 VVM). 

Se logró un incremento de la actividad enzimática de 27.36 a 70.53 UE/mL en un 

tiempo de 144h de fermentación modificando la temperatura (aumento a 35°C). 

Siendo esta la mejor productividad obtenida en la primera etapa experimental. 

Las condiciones de la mejor producción obtenida en la segunda etapa 

experimental fueron: 300 rpm, 1.5 VVM, 35 °C a un pH de 7.0 con lo que se 

consiguió 60.51 UE/mL en un tiempo óptimo de fermentación de 48 h.  

El modelo propuesto fue ineficiente debido a que se obtuvieron 30.41 UE/mL. 
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CAPITULO 7 

ANEXOS. 

ANEXO    “A” 

CONSERVACION DE A. niger. LARGO  Y CORTO PLAZO. 

Largo plazo. 

 

 

 

 

 

Corto plazo. 
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ANEXO    “B” 

RECONOCIMIENTO DEL EQUIPO. 
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ANEXO    “C” 

Técnica Gassing Out. 

Metodología 

Este procedimiento sirve para la estimación de KLA que consiste  en la eliminación 

del O2 utilizando un gas inerte, una vez que la concentración de oxigeno (CL) 

disuelto es igual a cero, se inicia la aireación de nuevo y se toman lecturas a 

distintos tiempos utilizando la siguiente ecuación: 
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Donde:  

 

C*g = la concentración de saturación de oxígeno en el tiempo t 

C = es la concentración de oxígeno disuelto en el seno del líquido 

kLa =se refiere al coeficiente de transferencia de oxígeno 

t = tiempo 

 

La ecuación que describe la velocidad de transferencia de oxígeno es: 

 

 

 

Esta se integra y se expresa en su forma lineal para encontrar el kLa mediante 

regresión lineal por mínimos cuadrados. 
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