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RESUMEN 

En este presente trabajo se estudiaron 8 microorganismos correspondientes a la colección 

del Departamento de Investigación en Alimentos (DIA-UAdeC), las cuales fueron aisladas 

de la zona del semidesierto de Coahuila. Se identifico microscópicamente los hongos 

posiblemente productores de lipasas y de igual manera se llevo a cabo por medio del 

método de hidrólisis de triacilglicerol en presencia de Rodamina B,para seleccionar las 

mejores cepas productoras de lipasas se hiso por velocidad de crecimiento radial y 

actividad encimatica. Por último se realizo una cinética para seleccionar una cepa 

mejor.De los 8 hongos estudiados se obtuvo que la cepa con una mayor actividad lipolítica 

y mayor velocidad de producción de lipasa fue la cepa Aspergillus nigehrGH1. Con 

condiciones de pH 6,a 30°C a una velocidad de agitación de 130rpm con una 

concentración de esporas de 1x107 esp/mL usando como fuente de carbono aceite de 

oliva de 2%. 

Palabras clave: identificación de microorganismos, lipas, producción.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La presencia de lipasas ha sido observada  desde 1901 en Bacillus prodigiosus, B. 

pyocyaneus y  B. fluorescens (Eijkman, 1901), Las enzimas encargadas de hidrolizar 

triglicéridos han sido estudiadas  por más de 300 años, pero la habilidad de las lipasas para  

catalizar la hidrólisis y también sintetizar esteres ha sido reconocido  desde hace apenas 

70 años (Van Der Walle, 1927). Las lipasas difieren en varias de sus propiedades, éstas 

dependen de su origen (el cual puede ser fúngico, bacteriano, de mamíferos, etc.). 

Las lipasas (EC 3. 1. 1. 3) hidrolizan triglicéridos a ácidos grasos y glicerol, y bajo ciertas 

condiciones catalizan la reacción inversa. Algunas de estas enzimas son también capaces 

de catalizar reacciones de transesterificación e hidrólisis enantioselectivas (Pokorny D y 

cols,1994).Estas enzimas hidrolíticas se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y están presentes en los procesos metabólicos degradativos de algunas plantas 

y animales. Ellas son producidas por un gran número de microorganismos a partir de los 

cuales se obtienen usualmente para fines comerciales, un ejemplo típico lo son las lipasas 

producidas por los hongos AspergillusnigeryA. fumigatus (Schmid RD y col,1998). 

 

El interés por estas enzimas se ha acrecentado en los últimos años debido a sus diversas 

propiedades catalíticas. Ello ha causado que se conviertan en catalizadores valiosos en 

diferentes aplicaciones industriales, tales como: aditivos en la formulación de detergentes, 

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

grasas y colesterol, en la industria del papel con el objetivo de eliminar la cera de la pulpa 
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del papel, en la industria farmacéutica en la obtención de moléculas bioactivas, así como 

en procesos de síntesis química para la obtención de compuestos ópticamente puros 

(Hernaiz MJ y cols,1999), modificación de grasas y otros lípidos por hidrólisis y 

esterificación (Kazlauskas R,1994). 

 

Los problemas asociados al uso sistemático y controlado de las enzimas no se encuentran 

totalmente resueltos(Hofelmann M y cols,1985 y Guisan JM y cols,1998).Tanto la 

composición de la enzima como las condiciones empleadas para su procesamiento, 

pueden ser determinantes en las propiedades catalíticas de la misma y en los diversos 

resultados que se puedan obtener. El conocimiento de nuevos microorganismos 

productores de enzimas lipasas y de la diversidad de condiciones necesarias para la 

producción de las mismas, son de gran utilidad si se desean emplear para cualquiera de 

los fines antes mencionados, y debe ser por tanto, el fundamento de todo estudio. 

 

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar y seleccionar una cepa productora de 

enzima lipasas obtenidas del proceso de fermentación fúngicaen estado liquido, que 

permita ser utilizada en futuros trabajos de investigación, tales como encapsulación o 

microencapsulación para su posible aplicación en personas con problemas de obesidad o 

mala digestión. 

Como se menciona anteriormente las nuevas tecnologías que permitan incrementar la 

producción de enzimas lipasas, así como, su actividad es uno de los temas que son más 

estudiados en la actualidad.  
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Dentro de estos procesos; podemos mencionar a la encapsulación que empezó a 

desarrollarse entre 1930 y 1940 por la National Cash Register (NCR), en Ohio, EEUU, para 

la aplicación comercial de un tinte a partir de gelatina como agente encapsulante. La 

aplicación en alimentos es más reciente, debido sobre todo a un abaratamiento de la 

tecnología, que ha despertado el interés de la industria alimentaria. Este proceso permite, 

en función de la tecnología aplicada, encapsular nutrientes para que no sean atacados, 

degradados u oxidados, así como enzimas o células completas, permitiendo que los 

sustratos y productos entren y salgan de la cápsula.  
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2. OBJETIVOS 

2. 1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar y seleccionar la mejor cepa productora de  enzima lipasas para caracterizarla en 

cuanto a su actividad enzimática. 

2.2 OBJETIVOS  ESPECIFICOS 

 

• Identificar y seleccionar microorganismos productores de lipasas por el método de 

hidrólisis de triacilglicerol en presencia de rodamina B. 

 

• Medir la actividad lipolítica de los microorganismos seleccionados por 

fermentación en medio líquido por el método de espectrofotometría utilizando 

paranitrofenil propianato como sustrato. 

 

• Evaluación cinética de la producción de la enzima lipasa por la cepaseleccionada. 
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3. HIPOTESIS 

Al menos un microorganismo evaluado por el método de la Rodamina B tendrá la 

capacidad de producir la enzima lipasa y será seleccionado cinéticamente por su alta 

actividad enzimática.  
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4. JUSTIFICACION 

Una de las principales necesidades que este proyecto engloba de manera general es el 

potencial de utilización de enzimas tecnológicamente mejoradas, tales como la 

encapsulación que puede ser a futuro una herramienta que llegue a solucionar problemas 

como la obesidad y la mala digestión mediante la administración de enzimas 

lipasasobtenidas a partir de hongos como: Aspergillus que fueron aislados principalmente 

de la zona semidesértica de nuestro País y que puedan ser ingeridos por nuestra población 

Mexicana mediante un  vehículo. 

 

En la regiónsemidesértica del norte de México existe una gran diversidad de 

microorganismos capaces de producir lipasas con potencial aplicación en diversas áreas 

como alimentos, farmacia, detergentes y entre otros. Las lipasas producidas por los 

microorganismos aislados presentarán propiedades de gran interés para las industrias 

alimentaria y farmacéutica. El gran potencial que presenta la gran biodiversidad de la 

regiónsemidesértica del Estado de Coahuila de Zaragoza no ha sido explotado en 

referencia al aislamiento de cepas capaces de producir lipasas fúngicas los cuales pueden 

presentar ventajas enormes sobre las ya reportadas.  

En el presente trabajo se pretende obtener una cepa de A. nigeraislada del semidesierto 

del estado de Coahuila que presente la mayor actividad lipolitica y obtener las mejores 

condiciones cinéticas de producción para que sea aplicada en la industria de los alimentos. 
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5. ANTECEDENTES

5.1 LIPASAS 

La presencia de lipasas ha sido observada desde 1901 en gran variedad de 

microorganismos, pero una de las primeras fuentes fueron las especies 

Bacillusprodigiosus, B. pyocyaneus

(2007), las lipasas producidas por estos

enzimas encargadas de hidrolizar triglicéridos han sido estudiadas por más de 300 años, 

pero la habilidad de las lipasas para catalizar la hidrólisis y también sintetizar esteres ha 

sido reconocido desde hace apenas 70 años (

Las lipasas, o enzimas lipolíticas (triacilglicerol ester hidrolasas EC 3.1.1.3) 

familia de las hidrolasas, catalizan la hidrólisis de triglicéridos (Figura 5.1) en la interfa

aceite-agua y son estables en solventes orgánicos 
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lipasas ha sido observada desde 1901 en gran variedad de 

microorganismos, pero una de las primeras fuentes fueron las especies 

Bacillusprodigiosus, B. pyocyaneusy B. fluorescens (Rivera-Pérez, C.y García

, las lipasas producidas por estos microorganismos han sido estudiadas a detalle. Las 

enzimas encargadas de hidrolizar triglicéridos han sido estudiadas por más de 300 años, 

pero la habilidad de las lipasas para catalizar la hidrólisis y también sintetizar esteres ha 

hace apenas 70 años (Rivera-Pérez, C.y García-Carreño, F. 

Las lipasas, o enzimas lipolíticas (triacilglicerol ester hidrolasas EC 3.1.1.3) 

, catalizan la hidrólisis de triglicéridos (Figura 5.1) en la interfa

agua y son estables en solventes orgánicos (Rohit y cols. 2001). 

Figura 5.1Hidrólisis de triglicéridos. 
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lipasas ha sido observada desde 1901 en gran variedad de 

microorganismos, pero una de las primeras fuentes fueron las especies 

Pérez, C.y García-Carreño, F. 

microorganismos han sido estudiadas a detalle. Las 

enzimas encargadas de hidrolizar triglicéridos han sido estudiadas por más de 300 años, 

pero la habilidad de las lipasas para catalizar la hidrólisis y también sintetizar esteres ha 

Carreño, F. 2007). 

Las lipasas, o enzimas lipolíticas (triacilglicerol ester hidrolasas EC 3.1.1.3) son parte de la 

, catalizan la hidrólisis de triglicéridos (Figura 5.1) en la interfase 
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Además de su rol fisiológico en la hidrólisis de grasas neutras, las lipasas catalizan la 

hidrólisis o síntesis enantio- y regio-selectiva de una amplia variedad de sustratos 

naturales tales como soya, aceite de pescado, ricino y frutas cítricas (Rivera-Pérez, C.y 

García-Carreño, F.2007), así mismo pueden llevar a cabo la esterificación, interesterificación 

y transesterificación en medios no acuosos (Coca J y cols,2001;Coca,J y Dustet,C 

2006;Gutiérrez-Alvarado y col,2009;Houde, A y col,2004;Marini, A y col,2011) 

Las lipasas constituyen uno de los grupos más importantes de biocatalizadores con 

aplicaciónbiotecnológica, con éxito en la síntesis de biopolímeros, biodiesel, agroquímica, 

en la elaboración de detergentes, cosméticos y confitería. También se usan en la 

producción de enanTómeros farmacéuticos para terapia medica de reemplazo, como por 

ejemplo en la administración de lipasa pancreática de cerdo en casos de insuficiencia 

pancreáticaexocrina (Schmid y col.1998). 

La mayoría de las lipasas microbianas son extracelulares y, usualmente, las células se 

descartan después de la fermentación tras centrifugación o filtración. Para concentrar el 

extracto enzimático se puede ultrafiltrar, precipitar con sulfato de amonio o extraer con 

solventes orgánicos. Como técnica de purificación, generalmente se emplea la 

combinación de varios métodos cromatográficos como filtración en gel, interacción 

hidrofóbica o intercambio iónico. Nuevas técnicas como la utilización de membranas y los 

sistemas de dos fases e inmunopurificación se han ido gradualmente uTlizando, en la 

vanguardia de la purificación de lipasas (Saxena y col, 2003). 
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Entre los beneficios particulares que ofrece el uso de las lipasas, se pueden destacar el 

aumento en la especificidad de reacción, presentar actividad a condiciones de 

temperatura y pH moderadas, además de la baja generación de residuos. 

Las lipasas están presentes ampliamente en la naturaleza, en plantas, animales y 

microorganismos. En células vegetales, las lipasas se encuentran en organelos celulares de 

reserva de energía como las mitocondrias (Rohit y col. 2001) y en animales son 

encontradas en el páncreas(Hasan y col. 2006). En las células microbianas las lipasas 

intervienen en procesos metabólicos de lípidos como degradación, absorción, 

reconstrucción y metabolismo lipoproteínico (Rohit y col. 2001). 

Las lipasas difieren en varias de sus propiedades, éstas dependen de su origen (el cual 

puede ser fúngico, bacteriano, de mamíferos, etc.), ellas catalizan la hidrólisis o síntesis de 

una gran variedad de esteres carboxílicos y liberan ácidos orgánicos y glicerol. Todas ellas 

muestran una alta especificidad sobre los sustratos. 

La producción de lipasas está influenciada por el Tpo y concentración de la fuente de 

carbono y de nitrógeno, el pH del cultivo, la temperatura de crecimiento y la 

concentración de oxigeno disuelto (Elibol y Ozer. 2001). El uso de carbono lipídico parece 

ser generalmente esencial para obtener una alta producción de lipasa, además, muy 

pocos autores han observado buena producción de lipasas en ausencia de grasas o aceites 

(Sharma R y col. 2001). 
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5.2 PRODUCCIÓN DE LIPASAS 

Las primeras lipasas utilizadas provenían del páncreas de los animales, generalmente 

cerdos, de aquí su nombre de lipasa pancreática, pero en los últimos tiempos se han 

encontrado potenciales fuentes de lipasas en un gran número de microorganismos que 

abarcan hongos (Penicillium, Rhizopus, Rhizomucor, Geotrichum, Aspergillus spp) 

levaduras (Candida) y bacterias (Pseudomonas) que son las más destacadas en cuanto a 

producción industrial (Montesinos Segui, J. L.,1993;Pokorny, D,1994;Sánchez Ferrer, A.2008) 

 

En algunas publicaciones hacen mención que hay  microorganismos potenciales 

productores de lipasas, lo que repercute en una diversificación de las investigaciones que 

no ocurría si existiera un número reducido, y por consiguiente no se conoce en 

profundidad cuales son los mecanismos de producción de la enzima ya que dependerá del 

microorganismo utilizado (Montesinos Segui, J. L.,1993). 

En los años 60 y 70 la producción de enzimas y en concreto de lipasas, fueron en 

Erlenmeyer. El seguimiento en este tipo de procesos de datos esenciales para la 

fermentación como el pH, la temperatura y el oxígeno disuelto son realizados fuera de 

línea, lo que provoca una incertidumbre en los datos, así como impide una actuación 

inmediata.  Las enzimas son producidas principalmente por fermentaciones en medios 

líquidos (FL) o sólidos (FMS) (Córdoba López, J.y Roussos S,2001). 

En la década de los 80 se comienzan a introducir los primeros birreactores en los  

laboratorios de investigación como equipos específicos para realizar fermentaciones, en 
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los que se efectúa una monitorización en línea de las variables anteriormente 

mencionadas (Montesinos Segui, J.L.1993). 

Factores del medio ambiente como el pH y la temperatura, muestran una alta influencia 

en el crecimiento y excreción de lipasas microbianas. Por lo general, la producción de 

lipasa es estimulada por lípidos (Sánchez Ferrer, A.2008). La actividad de la lipasa está 

fuertemente inducida por una amplia gama de acil esteres incluyendo triglicéridos, Tween, 

etc. Y se reprime por los ácidos grasos de cadena larga, incluyendo el ácido oleico. La 

fuente de nitrógeno en el medio determina los niveles de producción de lipasa (Rajendran, 

A,2009). 

Por lo general hongos y  bacterias son la opción para la producción comercial de lipasa. La 

producción de lipasa extracelular depende de varias condiciones de cultivo tales como 

nitrógeno, carbono, inductor de lípidos, presencia de sales inorgánicas, la disponibilidad 

de oxígeno disuelto y la aireación (Rajendran, A,2009;Sánchez Ferrer, A.2008). 

5.3MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LA PRODUCCIÓN DE LIPASAS 

 

Una extensa variedad de microorganismos son capaces de producir lipasas, lo que permite 

tener un amplio rango de propiedades lipolíTcas con respecto a una posiciónespecífica, 

especificidad de ácidos grasos, temperatura, pH óptimos y termoestabilidad. Algunos de 

los microorganismos utilizados se enlistan en la tabla 5.3. 
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Tabla 5.3. Microorganismos productores de lipasas (Sharma Ry col. 2001). 

 



CIENCIA Y TECNOLOGÍA DE ALIMENTOS 

 

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO PÁGINA 19 
 

Por lo tanto, en los últimos años, el estilo de vida adoptado  por la sociedad ha obligado al 

ser humano a buscar nuevas alternativas en sus hábitos alimenticios a través de 

exhaustivos estudios científicos,  logrando así la innovación de productos funcionales 

capaces de combatir  desordenes en la  salud. El presente trabajo pretende evaluar y 

seleccionar microorganismos capaces de producir la enzima lipasa con la finalidad de 

aplicarsea futuro en nuevos productos para el sector alimenticio y de la salud que vengan 

a solucionar problemas de obesidad o mala digestión. 

5.4PROPIEDADES DE LAS LIPASAS. 

Hace  aproximadamente un siglo, el microbiólogo C. Eijkmann  reportó que  ciertas  

bacterias  producían  lipasas  cuya  actividad  era  la  hidrólisis del  enlace  éster  en  los  

triacilglicéridos,  empleando  como  medio  de reacción sistemas acuosos. Sin embargo, 

posteriormente se observó que permanecían  activas  en  solventes  orgánicos  y  se  

comenzaron  a desarrollar estudios, elucidando su aplicación como una herramienta en la 

química orgánica; por lo cual, ahora se conocen algunas propiedades catalíticas  que  las  

caracterizan  de  otras  enzimas.  Generalmente  son enzimas  quimioselectivas,  

regioselectivas  y  estereoselectivas;  su disponibilidad  es  elevada  porque  pueden  ser  

producidas  con  altos rendimientos  por  organismos  microbianos  (hongos  y  bacterias);  

su estructura  tridimensional  facilita  considerablemente  el  diseño  de estrategias en 

ingeniería de proteínas y no requieren de cofactores. Por lo que,  estas  propiedades  

hacen  de  las  lipasas  el  grupo  de biocatalizadores  más  utilizado  en  química  orgánica  

para  la  síntesis  de fármacos y químicos finos (Jaeger y Eggert, 2002). 
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5.5APLICACIONES. 

Sus  aplicaciones  se  encuentran  en  muchas  áreas  de  la  biotecnología debido a su 

capacidad para catalizar diversas reacciones de hidrólisis y síntesis,  sus  propiedades  

enantioselectivas,  su  baja  especificidad  de sustratos y su estabilidad en diversas 

condiciones de temperatura y pH (Lima y col., 2003). 

su  aplicación  más importante  ha  sido  en  la  industria  farmacéutica  para  la  resolución  

de mezclas  racémicas  de  fármacos  y  sus  precursores  (naxopreno  e ibuprofeno).  Otra 

aplicación  limportante  es  la  modificación  de  grasas  y aceites,  así  como  la  síntesis  de  

biosurfactantes  

Tabla 5.5 algunas de sus aplicaciones (Schmid y Verger, 1998; Rohit y col., 2001; Lima y 

col., 2003). 

INDUSTRIA  FUNCION Producto o aplicación 

Detergentes  Hidrólisis de grasas Eliminación de manchas de grasa 

Lácteos Hidrólisis y modificación de grasa 

butírica 

Desarrollo de sabores de leche, 

queso y mantequilla 

Panadería  Modificación de sabores  Prolongación de vida de anaquel 

Bebidas  Síntesis de aromas  Bebidas frutales  

Salsas  Modificación de supropiedades 

organolépticas  

Mayonesas y salsas 

Alimentos 

saludables  

Transesterificasion  Alimentos bajos en grasas 

saturadas  
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Cárnicos  Desarrollo desabores y modificación de 

grasa animal 

Embutidos  

Grasas y aceites  Tansesterificacion:hidrólisis Mantequilla, margarina y aceites 

vegetales. 

Químicos finos  Resolución de mezclas racemicas Construcción de bloques quirales  

Farmacéutica Transesterificacion.hidrolisis  Lípidos específicos de fácil 

digestión  

Cosméticos  Síntesis  Emulsificantes  

Piel  Hidrólisis  Productos de piel  

Papel  Hidrólisis  Papel con mejor calidad  

Limpieza  Hidrólisis  Remoción de grasas 
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6. MATERIALES Y METODOS 

El desarrollo de este trabajo fue realizado en el Departamento de Ingeniería Química de la 

Facultad de Ciencias Químicas,en conjunto con la Universidad Autónoma Agraria Antonio 

Narro. Ubicados en la Ciudad de Saltillo Coahuila, México. 

6.1 ETAPA I:CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE ENZIMAS 

LIPASAS 

En la tabla 6.1 se presentan las cepas evaluadas para la producción de enzimas lipasas. 

Estos microorganismos fueron donados por el Departamento de Investigación en 

Alimentos (DIA-UAdeC), las cuales fueron aisladas de la zona del semidesierto de Coahuila. 

Tabla 6.1 Cepas evaluadas para la producción de enzimas lipasas. 

 

 

Cepas 

Aspergillus sp NH4 

Aspergillus ustus PSS 

Aspergillus niger PSH 

Aspergillus niger ESH 

Aspergillus niger Aa20 

Aspergillus niger GH1 

Aspergillus sp GS 

Aspergillus sp FP390 
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6.1.1 IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS POR EL 

MÉTODO DE RODAMINA B.

 

La identificación de microorganismos productores de lipasas se llevo a cabo por medio del 

método de hidrólisis de triacilglicerol en presencia de Rodamina B

col,2003). Se prepararon placas

%, m/v), , Tween 80® (0,001 g.L

en el centro con los microorganismos productores de lipasas. El periodo de 

llevado a cabo por 7 días a una temperatura de 

fue identificada por la formación de un halo fluorescente vis

nm). 

6.2. ETAPA  2: SELECCIÓN DE LA MEJOR  CEPA PRODUCTORA DE LIPASAS.

6.2.1DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO RADIAL

El crecimiento radial fue evaluado diariamente, l

ejes en la parte inferior externa para seguir el crecimiento de la colonia (Figura 6.2).Las 

mediciones del crecimiento radial se realizaron del centro a los extremos de la placa.

Figura 6.2.1Imagen ilustrativa del 
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IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS POR EL 

MÉTODO DE RODAMINA B. 

n de microorganismos productores de lipasas se llevo a cabo por medio del 

método de hidrólisis de triacilglicerol en presencia de Rodamina B(Müller dos 

n placas de petri con agar bacteriológico (15 g/L), 

(0,001 g.L-1) y aceite de oliva (1%, m/v). Las placas

en el centro con los microorganismos productores de lipasas. El periodo de 

a una temperatura de 25ºC. La producción de la enzima lipasa 

identificada por la formación de un halo fluorescente visible bajo radiació

SELECCIÓN DE LA MEJOR  CEPA PRODUCTORA DE LIPASAS.

6.2.1DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO RADIAL (V

El crecimiento radial fue evaluado diariamente, las cajas fueron marcadas con los cuatro 

inferior externa para seguir el crecimiento de la colonia (Figura 6.2).Las 

mediciones del crecimiento radial se realizaron del centro a los extremos de la placa.

 

Imagen ilustrativa del método seguido para la medición de crecimiento radial.
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IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS POR EL 

n de microorganismos productores de lipasas se llevo a cabo por medio del 

(Müller dos Santos Y 

(15 g/L), colorante (0,001 

) y aceite de oliva (1%, m/v). Las placas fueron inoculadas 

en el centro con los microorganismos productores de lipasas. El periodo de incubación fue 

25ºC. La producción de la enzima lipasa 

ible bajo radiación UV (350 

SELECCIÓN DE LA MEJOR  CEPA PRODUCTORA DE LIPASAS. 

(Vcr) 

as cajas fueron marcadas con los cuatro 

inferior externa para seguir el crecimiento de la colonia (Figura 6.2).Las 

mediciones del crecimiento radial se realizaron del centro a los extremos de la placa. 

de crecimiento radial. 
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Para la velocidad de crecimiento radial (VCR), se obtuvieron los valores de las pendientes a 

partir del gráfico de crecimiento contra el tiempo, de la parte lineal de la curva de 

crecimiento. De esta manera se obtuvieron los valores de la velocidad específica de 

crecimiento radial o velocidad específica de invasión, la cual se expreso en unidades de 

longitud por unidad de tiempo (mm h-1). 

 

6.2.2PREPARACIÓN DEL INOCULO 

 

La cepas Aspergillus spfueron reactivadas en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con 30 mL 

de medio PDA (39 g/L) incubados a una temperatura de 30°C durante 5 días. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se adicionaron 30 mL de una solución estéril de 

Tween 80 (0.01 %v/v) para remover las esporas, y se mantuvo en agitación mecánica 

(Thermolyne, USA) por un tiempo de 10 minutos. La cuantificación de esporas se realizó 

en una camarilla de Neubauer utilizando la siguiente ecuación: 

 

���������

	

� ��������  25  ����  1  10� 
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Donde: 

 

�������� es el promedio de esporas resultantes del conteo realizado en un determinado 

número de cuadros de la camarilla,����  es el factor de dilución empleado y  1  10� es el 

factor de conversión volumétrico de la camarilla. 

 

 

Figura 6.2.2Conteo celular en cámara de Neubauer 

 

6.2.3FERMENTACIÓN 

 

El medio de cultivo utilizado para la producción de lipasas fue el medio Czapek-dox. El 

medio contenía (g/L): NaNO3, 2;  MgSO4.7H2O, 0.5; FeSO4, 0.01; K2HPO4, 1; KCl, 0.5 y aceite 

de oliva, 2%. El medio fue ajustado a un pH de 6 y se esterilizó en un autoclave (Sterilmatic 

STME, USA) a una presión de 15 psi por un tiempo de 15 minutos.La inoculación se llevó a 

cabo en matraces Erlenmeyer de 125mL con 20 mL de medio con una suspensión de 

esporas de 1x107 esp/mL. La incubación se llevó a cabo en un agitador orbital (Inova 94, 

New Brunswick Scientific, USA), empleando una velocidad de agitación de 130 rpm y una 
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temperatura de 30±2 °C durante 8 días. Los experimentos fueron llevados a cabo por 

triplicado. 

 

6.2.4OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ENZIMATICO CRUDO (EEC) 

 

Una vez concluido el tiempo de fermentación, las muestras fueron micro filtradas 

utilizando membranas de 0.45µm (Millipore, USA). El EEC fue recuperado en tubos cónicos 

(Axygen, USA) para su análisis posterior. 

 

6.2.5DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD ENZIMATICA 

 

La actividad enzimática se llevo a cabo siguiendo la metodología reportada por Guisány 

cols. (1998).Se agregaron 20 µL del reactivo p-NPP 50 mM(acetonitrilo) y 2.5ml buffer de 

fosfatos 25mM pH 7 a 200 µL del extracto enzimático.   Posteriormente las muestras de 

extracto enzimático fueron incubadas a una temperatura de 37oC utilizando un baño de 

temperatura controlada (Precisión, USA) durante un tiempo de 20 minutos. Enseguida 

fueron transferidas a un baño de agua fría con el objetivo de detener la reacción. La 

actividad enzimática  fue determinada midiendola absorbancia en un espectrofotómetro 

(VE-5600V) a una longitud de onda de 348nm. La reacción fue seguida hasta por un 

tiempo de 30 minutos, tomando muestra cada 5 minutos. Se realizo una curva patrón de 

p-nitrofenol de 0-100 ppm.La actividadenzimática se determino por medición del 
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incremento de la absorbancia a 348nm producido por la liberación del p-nitrofenol como 

resultado de la hidrólisis del éster p-nitrofenil  propionato. 

 

6.2.6DETERMINACION DE BIOMASA 

 

La determinación de biomasa se llevó a cabo por el método gravimétrico. El método 

consiste en llevar la biomasa a peso constante en un horno de secado (Felisa, México) a 

110°C por 24 horas. 

6.3 ETAPA 3: CINETICA DE PRODUCCIÓN DE LIPASA 

 

Se evaluócinéticamente la producción de la enzima lipasa por un tiempo de 192 h 

tomando muestras por triplicado cada 24 h de fermentación. La muestra al tiempo inicial 

de fermentación (0 hrs) representó la muestra control. Las muestras tomadas para el 

análisis de la actividad enzimática fueron destructivas. 
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7. RESULTADOS Y DISCUS

7.1 CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS.

 

En la presente etapa 

estudiados como posibles productores de lipasas

el crecimiento a tiempo final de estas cepas. De acuerdo a la 

las cepas presentan el crecimiento característico de 

colección DIA-UAdeC de acuerdo a l

 
NH4 

 
ESH 

Figura 7.1 Morfología de las cepas evaluadas
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS.

 crecimiento y morfología de los microorganismos 

estudiados como posibles productores de lipasas (Tabla 6.1). En la Figura 

el crecimiento a tiempo final de estas cepas. De acuerdo a la Figura, se puede ilustrar que 

resentan el crecimiento característico de Aspergillus sp y 

UAdeC de acuerdo a lo reportado por Cruz-Hernández y col

 
FP390 

 
PSS 

 
PSH 

 
Aa20 

Morfología de las cepas evaluadas para la producción de enzimas lipasas.
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7.1 CARACTERIZACIÓN DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE LIPASAS. 

crecimiento y morfología de los microorganismos 

En la Figura 7.1 se presenta 

Figura, se puede ilustrar que 

y pertenecientes a la 

y col., (2004). 

 
GS 

 
GH1 

para la producción de enzimas lipasas. 
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Se determinaron las características microscópicas de las cepas evaluadas para el presente 

estudio obteniendo como resultado lo siguiente: 

Las características microscópicas del hongo se determinaron en microscopio con objetivo 

de 40X, se realizaron preparaciones con el colorante de azul de lactofenol en las cuales fue 

apreciado el aparato reproductor de esta especie, que consta en un conidióforo en forma 

radial, hifa hialina, vesícula esférica mediana, fiálides delgadas y largas que se disponen 

alrededor de la vesícula unidos a estos se encuentran los conidios casi globosos, 

desprendiéndose por la acción del colorante.  

 

Figura 7.1.1. Microscopía de Aspergillus niger con azul de lactofenol. 

Así mismo fueron Identificados los microorganismos productores de lipasas por el método 

de Rodamina B. De acuerdo a los resultados arrojadospor esta prueba se determino que las 

cepas productoras de la enzima lipasa son aquellas que presentaron la formación de un halo 

fluorescente visible bajo radiación UV (350 nm). En la Figura 7.2 se puede apreciar que las 

cepas que presentaron la formación de un halo fluorescente son: Aspergiullus niger ESH, 

Aspergiullus niger PSH, Aspergiullus niger GH1, Aspergiullus niger Aa20, Aspergiullus niger 

NH4. 
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NH4 

 
ESH 

Figura 7.1.2Imagen ilustrativa de la 

lipasas por el método de

7.2 SELECCIÓN DE LA MEJOR CEPA PRODUCTORA DE LIPASAS.

 

En la presente etapa se determino la cepa con mayor capacidad de producción de la 

enzima lipasa de acuerdo a

actividad enzimática. 
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FP390 

 
PSS 

 
PSH 

 
Aa20 

 
Control Negativo 

Imagen ilustrativa de la identificación de microorganismos productores de 

lipasas por el método de fluorescencia utilizando Rodamina B

7.2 SELECCIÓN DE LA MEJOR CEPA PRODUCTORA DE LIPASAS. 

En la presente etapa se determino la cepa con mayor capacidad de producción de la 

enzima lipasa de acuerdo a su velocidad de crecimiento radial y la que presentara mayor 
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GS 

 
GH1 

microorganismos productores de 

Rodamina B. 

En la presente etapa se determino la cepa con mayor capacidad de producción de la 

l y la que presentara mayor 
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La VCR (capacidad de invasión), se obtuvo graficando la relación del crecimiento y tiempo 

de incubación, donde la pendiente corresponde a la velocidad de crecimiento radial.  Para 

algunas cepas se tomo solo la parte lineal para la obtención de esta pendiente. La Figura 

7.2.1 ilustra el perfil de crecimiento radial y la Figura 7.2resume la velocidad de 

crecimiento radial para cada una de las cepas evaluadas. En esta Figura se puede apreciar 

que las cepas con mayor velocidad de crecimiento radial sonAspergillus sp NH4, 

Aspergillus nigerPSH, Aspergillus niger ESH, Aspergillus nigerAa20 (0.0298-0.0374 cm/h).  
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Figura 7.2 Perfil de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas. a) 

NH4, b) Aspergillus ustus 

Aspergillus niger Aa20, f) 

CIENCIA Y TECNOLOGÍA DE ALIMENTOS 

GRARIA ANTONIO NARRO 

Perfil de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas. a) 

Aspergillus ustus PSS, c) Aspergillus niger PSH, d) Aspergillus niger

Aa20, f) Aspergillus sp GS, g) Aspergillus sp FP390 y h) 

GH1. 
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Perfil de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas. a) Aspergillus sp 

Aspergillus niger ESH, e) 

FP390 y h) Aspergillus niger 
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En la Figura 7.2 (a) se muestra claramente como la cepa Aspergillus sp NH4 llega a un 

máximo crecimiento radial de 3 cm, lo cual puede atribuirse a la inhibición del 

crecimiento, este efecto reduce las posibilidades de producción de la enzima por tiempos 

más largos por lo tanto fue descartada por las necesidades del proyecto. Todas las cepas 

seleccionadas presentaron un crecimiento radial por encima de los 3.5 cm. Por lo tanto 

aun cuando la velocidad de la cepa NH4 es mayor, no presenta un crecimiento adecuado 

para la producción de la enzima. 

 

 

Figura 7.2.1 Imagen ilustrativa de crecimiento radial evaluado en las cepas productoras de 

lipasas. 
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Figura 7.2.2Velocidad de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas.

En base a los resultados obtenidos se prosiguió a determinar la actividad enzimática 

cepas que presentaron mayor velocidad y crecimiento radial

obtenidos demostraron que 

(18.91±0.80 UE/mL), sin embargo este resultado no presenta diferencia significativa con la 

cepa Aspergillus niger GH1 (18.35
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Velocidad de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas.

En base a los resultados obtenidos se prosiguió a determinar la actividad enzimática 

cepas que presentaron mayor velocidad y crecimiento radial (Figura 7.2.3

obtenidos demostraron que Aspergillus niger PSH obtuvo la mayor actividad enzimática 

), sin embargo este resultado no presenta diferencia significativa con la 

GH1 (18.35±0.93 UE/mL).  
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Velocidad de crecimiento radial de las cepas productoras de lipasas. 

En base a los resultados obtenidos se prosiguió a determinar la actividad enzimática en las 

7.2.3). Los resultados 

PSH obtuvo la mayor actividad enzimática 

), sin embargo este resultado no presenta diferencia significativa con la 
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Figura 7.2.3 Actividad enzimatica obtenida por las cepas que tuvieron mayor velocidad y 

crecimiento radial a tiempo final de fermentacion (8 dias). 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio  coincide con lo reportado por Macris y 

cols., (1996) donde se estudio la producción de lipasas por la cepa BTL de Aspergillus niger 

(19.7 UE/mL). Cihangir y Sarikaya, (2004) realizaron un estudio exploratorio de 

producción de lipasas por hongos aislados de diferentes suelos de Turkey encontrando 

que la mayor actividad enzimática la presento una sepa de Aspergillus sp. (17 UE/mL) a un 

tiempo de fermentación de 4 días. Kebabci y cols. (2012) determinaron la producción de 

lipasas de Yarrowia: NBRC 1658, IFO 1195 y estudiaron los efectos de la fuente de 

carbono, nitrógeno, pH y temperatura. Sin embargo los resultados que obtuvieron fueron 

menores en comparación con los obtenidos en el presente estudio (16 UE/mL). 
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Figura 7.2.4Produccion de biomasa

crecimiento radial a tiempo final de fermentacion (8 dias).

En la Figura 7.2.4 se muestran los 

las cepas con mayor actividad enzimática también presentan una mayor producción de 

biomasa (35-37 g/L). Estos resultados

producción de lipasas por 

cols., 2001). 

 

7.3 EVALUACIÓN CINÉTICA DE LA PRODUCCIÓN DE LIPASAS POR 

 

Esta etapa tuvo como objetivo realizar un estudio cinético de la producción de lipasas de 

las 2 cepas que presentaron
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Produccion de biomasa por las cepas que tuvieron mayor

crecimiento radial a tiempo final de fermentacion (8 dias).

se muestran los resultados de producción de biomasa. Se observa que 

las cepas con mayor actividad enzimática también presentan una mayor producción de 

37 g/L). Estos resultados de biomasa son mayores a los reportados para la 

producción de lipasas por Aspergillus sp. (9.7-16 g/L), (Cihangir y Sarikaya, 2000; Coca y 

7.3 EVALUACIÓN CINÉTICA DE LA PRODUCCIÓN DE LIPASAS POR ASPERGILLUS NIGER

Esta etapa tuvo como objetivo realizar un estudio cinético de la producción de lipasas de 

presentaron una mayor actividad lipolítica, Aspergillus niger
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por las cepas que tuvieron mayor velocidad y 

crecimiento radial a tiempo final de fermentacion (8 dias). 

resultados de producción de biomasa. Se observa que 

las cepas con mayor actividad enzimática también presentan una mayor producción de 

son mayores a los reportados para la 

Cihangir y Sarikaya, 2000; Coca y 

ASPERGILLUS NIGER. 

Esta etapa tuvo como objetivo realizar un estudio cinético de la producción de lipasas de 

Aspergillus niger PSH y 
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Aspergillus niger GH1. Los resultados se presentan en la Figura 7.3, donde se observa que 

la cepa que alcanzo su nivel máximo de producción de lipasa en un menor tiempo fue 

Aspergillus niger GH1. Sin embargo para tener una mayor claridad de la cinética, los datos 

fueron ajustados a un modelo logístico representado por la siguiente ecuación: 

� �
���������

���� � �� � �����
 

Donde� es la actividad enzimatica (UE/mL) obtenida a un tiempo determinado (t,h).�� 

representa la actividad enzimática al inicio de la fermentación (UE/mL), ����representa la 

máxima actividad alcanzada (UE/mL) y   la velocidad de produccion de enzima lipasa 

(UE/mLh). Este tipo de modelos ha sido ampliamente utilizado para describir la cinética de 

obtención de algún producto de interés y/o para describir el crecimiento microbiano. El 

ajuste de este modelo a los datos obtenidos en el presente estudio fue realizado a través 

de una regresión no linear por el método de suma de mínimos cuadrados utilizando 

Microsoft Excel Solver, 2003. El modelo tuvo un ajuste bastante satisfactorio de los datos 

experimentales y los predichos por el modelo, obteniendo un coeficiente de correlación 

R2=0.97-0.98. Los parámetros cinéticos estimados de este modelo son presentados en la 

Tabla 7.1. De los parámetros cinéticos se puede observar que no hubo diferencia 

significativa en la actividad lipolítica máxima alcanzada por ambas cepas. Sin embargo la 

cepa Aspergillus niger GH1 presento una mayor velocidad de producción de la enzima ( = 

4.52±0.04E-02 UE/mLh) alcanzando su máxima producción en un tiempo aproximado de 

130 h. 
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Figura 7.3Cinética de producción de enzima lipasas por 

Aspergillus niger PSH (∆

Tabla. 7.3Parámetros obtenidos del ajuste de modelo logístico 

Parámetr

Ao, UE/

Amax, UE/mL

, UE/mLh
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∆). La línea continua representa el modelo logístico aplicado.

Parámetros obtenidos del ajuste de modelo logístico a los datos experimentale

Parámetros GH1 PSH 

, UE/Ml 0.71±0.05 0.39±0.07 

UE/mL 16.98±1.38 15.63±1.52 

, UE/mLh 4.52±0.04E-02 3.81±0.03E-02 
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Aspergillus niger GH1 (o) y 

). La línea continua representa el modelo logístico aplicado. 

a los datos experimentales 
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8. CONCLUSIONES 

 

Se determino que las 8 cepas evaluadas Aspergillus sp pertenecientes a la colección DIA-

UAdeC son productoras de lipasas. Las cepas Aspergillus niger PSH, Aspergillus niger ESH, 

Aspergillus niger Aa20, Aspergillus niger GH1 fueron las cepas que presentaron una mayor 

velocidad y crecimiento radial. De acuerdo a los resultados de actividad lipolítica se 

determino que las cepas con mayor actividad son Aspergillus nigerPSH y Aspergillus 

nigerGH1. Sin embargo el estudio cinético pudo concluir que la cepa con una mayor 

actividad lipolítica y mayor velocidad de producción de la enzima lipasa fue la cepa 

Aspergillus nigerGH1. 
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