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RESUMEN 

Las lipasas son enzimas que tienen un valor industrial importante por sus aplicaciones 

en la industria de alimentos; de detergentes y farmacéutica, las cuales alcanzan un 

valor en el mercado de alrededor de 100 millones de dólares anuales. Debido a esto se 

han desarrollado metodologías para aumentar los rendimientos de producción de 

lipasas como la optimización de medios de cultivo; la búsqueda de nuevos 

microorganismos y la manipulación genética. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue 

producir las lipasas con cepas transformantes de S. cerevisiae y silvestre de K. 

marxianus a nivel biorreactor Applikon® de 3 litros. Para la máxima producción de 

células se evaluaron las concentraciones de glucosa y extracto de levadura mediante 

un diseño factorial 22, seguido de la validación de las mejores concentraciones 

predichas por un modelo estadístico del diseño factorial, también se realizó un diseño 

factorial 22 para evaluar la concentración del inductor (galactosa) sobre las cepas 

transformantes y se cuantificó la actividad lipásica extracelular e intracelular, por último 

se determinaron los parámetros de rendimiento de producción de biomasa y lipasas 

para cada una de las cepas, las cuales se crecieron en un biorreactor de tanque agitado 

con un volumen de trabajo de 1.5 L bajo las mejores concentraciones de glucosa; 

galactosa y extracto de levadura obtenidas a nivel matraz. Las mejores concentraciones 

de glucosa para las cepas: Lip3, 107w, S. cerevisiae y K. maxianus fueron de 55, 27, 50 

y 100 g/L, respectivamente.  Además la mayor concentración de extracto de levadura 

fue de 10 g/L para las cuatro cepas, así como la concentración de inductor (galactosa) 

fue de 30 g/L para las dos cepas transformantes, las actividades de las cepas 

transformantes y silvestres que se obtuvieron en el biorreactor fueron de 1.5; 1.25 y 

1.04 U/mg de proteína respectivamente. Mientras que los coeficientes de rendimiento 

de producto de las cepas transformantes y silvestres fueron de 97.37, 63.55, 0 y 64.04 

U/g de células secas respectivamente. De lo que se puede concluir que las lipasas 

sintetizadas por las cepas transformantes son funcionales ya que en los extractos 

enzimáticos se detectaron actividad lipásica y lo anterior permitió encontrar que el 

rendimiento de producción de lipasas se incrementó un 50% con la cepa transformante 

Lip3 en comparación con la cepa silvestre, y se considera una alternativa para 

maximizar la producción de lipasas a nivel industrial. 

Palabras claves: inducción, validación, biomasa, actividad, rendimiento. 
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ABSTRACT 

The lipases are enzymes that have an important industrial value for their application in 

the industries food; detergents and pharmaceutical. Which reach a market annual value 

around 100 million dollars. Because of this, methodologies have been developed for 

increase the lipase production yields, as the optimization of culture media; the search for 

new microorganisms and genetic manipulation. Therefore, the objective of this work was 

produce lipases with transform strains of S. cerevisiae and wild strains of K. marxianus 

at the 3 liter Applikon® bioreactor level. Where to get the maximum cell production, the 

concentration of glucose and yeast extract was evaluated through factorial design 22, 

followed by the validation of the best concentrations predicted by a statistical model of 

the factorial design. Also a factorial design 22 was developed to evaluate inducer 

(galactose) concentration on the transform strains, the extracellular and intracellular 

lipase activity was quantified. Ultimately, the parameters of biomass and lipase 

production yield were determined for each of the strains, which were grown in a stirred 

tank bioreactor with a work volume of 1.5 L and the best concentrations of glucose; 

galactose, and yeast extract obtained at the flask level. The best concentrations of 

glucose for the strains Lip3; 107w and wild strains of K. marxianus was 55; 27; 50 y 100 

g/L, respectively. Also, the highest concentration of yeast extract was 10 g/L for the four 

strains, as well as inducer concentration was 30 g/L for the two transform strains. The 

activities of the transform and wild strains that were obtained in the bioreactor were 1.5; 

1.25 and 1.04 U/mg of protein, respectively. With respect to product yield, coefficients of 

the transform and wild strains 97.37, 63.55, 0 y 64.04 U/g of dry cell, respectively. From 

what we can be concluded that the lipases synthesized for the transform strains was 

functional, since in the enzymatic extracts was detected lipasic activity and the above 

allowed to find, that the production yield of lipases was increased by 50% with the 

transform strain Lip3 compared with the wild strains of K. marxianus and is considered 

an alternative to maximize the lipases at industrial level.
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GLOSARIO 

Alfa-galactosidasa Proteína homodimérica que hidroliza los grupos terminales 

alfa-galactosil de glicolípidos y glicoproteínas. 

Alfa hélices Estructura secundaria de las proteínas. Esta hélice 

mantiene su forma por la presencia de los puentes de 

hidrógeno que se forman entre los átomos de oxígeno del 

grupo carbonilo de un aminoácido y el átomo de hidrógeno 

del grupo amino de otro aminoácido situado a cuatro 

aminoácidos de distancia en la cadena. 

Anillo de imidazol Intermediario de la biosíntesis de la histidina que se forma 

desde el imidazol glicerol fosfato con la pérdida de agua. 

Anoxia Falta o disminución de oxígeno en las células. 

Autofagia Proceso catabólico en donde el citoplasma, incluyendo el 

exceso de orgánulos o aquellos deteriorados, son 

secuestrados en vesículas de doble membrana y liberados 

dentro del lisosoma para el de macromoléculas de su 

descomposición. 

Beta-glucosidasa Enzima que rompe los enlaces glucosídicos de las 

cadenas de celulosa en los componentes elementales de 

glucosa. 

Beta-glucuronidasa Enzima que hidroliza selectivamente los enlaces beta-

glucosidurónicos y los grupos arilo; acilo y alcohol. 

Cepa Población de células descendientes de una única célula de 

una sola especie. 

codo nucleofílico Residuo nucleofílico del sitio  activo y se localiza se 

localiza en un giro de 90°, el cual contribuye a la formación 

de un enlace oxianión. 

 

Endo-beta-1,4-

glucanasa 

Enzima que cataliza la degradación de las cadenas largas 

de celulosa en cadenas más cortas. 
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Esterasa Enzima que utiliza una molécula de agua para romper 

enlaces éster en los correspondientes alcoholes y ácidos. 

Expresión heteróloga Proteína que se obtiene de un gen clonado en una línea 

celular. 

Fermentación 

sumergida 

Método de crecimiento de microorganismos en sistemas 

totalmente líquidos. 

Gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa 

Enzima que cataliza la oxidación del carbonilo del 

gliceraldehído-3-fosfato hasta un carboxilo. 

Hueco oxianión Incisión más profunda en el sitio activo donde un péptido 

se desplaza para ocupar una posición antes desocupada y 

forma un enlace con el oxígeno del carbonilo dando 

estabilidad al intermediario. 

Lactato 

deshidrogenasa 

Enzima que reduce el piruvato hasta lactato mediante la 

oxidación NADH a NAD+. 

Lámina beta Estructura secundaria adoptada por las proteínas y se 

forma por el posicionamiento paralelo de dos cadenas de 

aminoácidos dentro de la misma proteína, en el que los 

grupos N-H de una de las cadenas forman enlaces de 

hidrógeno con los grupos C=O de la opuesta. 

Medio mínimo Caldo de cultivo que contiene los nutrientes mínimos 

indispensables para el crecimiento de una colonia. 

Peroxidasas Enzima que cataliza la oxidación de un amplio número de 

sustratos orgánicos e inorgánicos, utilizando el poder 

oxidante del peróxido de hidrógeno. 

Pliegue hidrolasa α/β Estructura terciaria de las proteínas conformadas por la 

combinación de alfa hélices y láminas beta. 

 

Proteasas Enzimas que utilizan una molécula de agua para rompen 

los enlaces peptídicos de las proteínas. 

Triada catalítica Son los tres residuos de aminoácidos que funcionan en 

conjunto en el centro del sitio activo de algunas enzimas. 



 

xi 
Maestría en Ciencias en Ingeniería Química 

Vector de expresión Es una molécula de ADN que puede replicarse de manera 

autónoma e independiente del genoma de la célula 

hospedera y que es produce un transcrito (ARN) o una 

proteína producto del transcrito. 
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ABREVIATURAS 

ARN Ácido ribonucleico 

Bcy1p Subunidad reguladora de la proteína quinasa A 

cAMP Adenosín monofosfato cíclico 

EGO Complejo conformado por las proteínas Ego1; Ego2; Gtr1 y Gtr2 

Ego1 Proteína subunidad uno del complejo EGO 

Ego3 Proteína subunidad tres del complejo EGO 

GAL Operones activados por galactosa 

GAL1 Transportador uno de galactosa 

GAL10 Transportador diez de galactosa 

GAL2 Transportador dos de galactosa 

GAL7 Transportador siete de galactosa 

GTP Guanosina-5'-trifosfato 

Gtr1 Trifosfatasas de guanosina uno 

Gtr2 Trifosfatasas de guanosina dos 

Iml1 Proteína asociada a la membrana vacuolar 

Npr2 Proteína permeasa dos del regulador de nitrógeno 

Npr3 Proteína permeasa tres del regulador de nitrógeno 

PKA Proteína quinasa A 

Rim15p Proteína quinasa de serina/treonina 

TORC1 Proteína objetivo del complejo de rapamicina 

YPD Yeast extract Peptone Dextrose 

μmax: velociadad máxima de crecimiento 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las lipasas son enzimas que tienen diferentes selectividades hacia la clase de 

lípidos debido a su estructura. Sin embargo, a pesar de las diferencias en el tamaño y la 

baja identidad de secuencia primaria, las lipasas muestran patrones estructurales de 

plegado similares como el pliegue hidrolasa α/β; el hueco oxianión y el sitio activo. El 

cual consiste de una triada catalítica altamente conservada: un residuo nucleofílico, un 

residuo de ácido catalítico y una histidina. Debido a la actividad hidrolítica, las lipasas 

son un grupo de enzimas de importante valor industrial que en el mercado es de 100 

millones de dólares, ya que las lipasas se usan ampliamente en diferentes procesos 

industriales (Ray, 2012; Gupta et al., 2015; Anobom et al., 2017). 

Las lipasas se han utilizado en sectores como la industria láctea para la 

aceleración de la maduración del queso y la generación de sabor, así como en la 

lipólisis de la mantequilla, la grasa y la crema; en la industria de detergentes para 

eliminar las manchas que contienen grasa; en la farmacéutica para la síntesis de 

vitaminas y ésteres fenólicos con actividades antioxidantes. Debido a su amplia 

aplicación, las lipasas han sido aisladas de animales, plantas y microorganismos 

(Hasan et al., 2010; El-Hofi, 2011; Anobom et al., 2014). 

Las lipasas de animales utilizadas en procesos industriales incluyen lipasas 

pancreáticas y pregástricas. Las lipasas de plantas han sido purificadas de las semillas 

de arroz; trigo; cebada; avena y maíz. Las lipasas bacterianas han sido aisladas de 

bacterias como: Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Bacillus 

thermocatenulatus entre otras y las lipasas fúngicas han sido aisladas de hongos 

filamentosos como Fusarium heterosporum, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae entre 

otros, mientras que las de levaduras son de Candida antárctica y Candida rugosa. Las 

lipasas de levaduras y hongos se consideran las más relevantes para uso comercial (El-

Hofi, 2011; Moussavou et al., 2013; Hwang et al., 2014). 

En la producción industrial de enzimas, los microorganismos son la fuente 

preferida debido a que tienen un tiempo de generación más corto, alto rendimiento de 

conversión de sustrato en producto, gran versatilidad para las condiciones ambientales, 
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simplicidad en la manipulación genética y condiciones de cultivo. Por lo cual, un sistema 

para la producción de lipasas es mediante la fermentación en estado sólido, donde se 

utilizan residuos agroindustriales pretratados mediante la hidrólisis térmica o química y 

se inoculan con esporas de hongos filamentosos en diversos tipos de biorreactores 

(Azeredo et al., 2007). 

Sin embargo, la fermentación sólida tienen la desventaja de largos tiempos de 

retraso asociados con el proceso de germinación de las esporas, así como la 

eliminación de calor del sustrato tiende a ser ineficiente, lo que lleva al establecimiento 

de gradientes de temperatura y el sobrecalentamiento del sustrato, de igual manera el 

control de la actividad del agua; el pH; la temperatura; las concentraciones de sustratos 

y productos es limitado. No obstante, los procesos de fermentación sumergidas tienen 

algunas ventajas sobre los procesos de fermentación en estado sólido, como una 

mayor homogeneidad del medio de cultivo y mejor facilidad para controlar parámetros 

como la temperatura y el pH (Haack et al., 2006; Coradi et al., 2012). 

Mientras que las lipasas producidas de manera heteróloga pueden usarse como 

enzimas libres después de la purificación o contenidas dentro del organismo, por lo cual 

se calculó el rendimiento de producción de lipasas por fermentación sumergida a nivel 

biorreactor con cepas transformantes de Saccharomyces cerevisiae. Bajo la 

metodología de optimización del crecimiento celular y la inducción de la síntesis de las 

lipasas (López-Álvarez et. al., 2012; Diniz et al., 2012; Raimondi et. al., 2013). 

 

1.1. ANTECEDENTES 

Las lipasas producidas de manera heteróloga pueden usarse como enzimas libres 

después de la purificación o pueden usarse mientras están contenidos dentro del 

organismo (Christensen et al., 2003). Por lo cual se han construido cepas de S. 

cerevisiae que metabolizan sustratos lipídicos mediante la expresión de los genes LIP2 

de Yarrowia lipolytica, la cual produce una actividad de 15 U mL-1 (Darvishi, 2012). 
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También se ha reportado la sobreexpresión de genes exógenos en K. marxianus para 

la producción de enzimas como una alfa-galactosidasa de la planta Cyamopsis 

tetragonoloba a 153 mg/L con un 99% de eficiencia de secreción (Bergkamp et. al., 

1993); una beta-glucuronidasa en niveles de 10 U/mg de proteína y a 30 U/L (Ball et al., 

1999; Pecota y Da silva, 2005); una gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Almeida 

et al., 2003), una lactato deshidrogenasa de Bacillus megaterium que condujo a la 

producción extracelular de 24 g/L de ácido láctico (Pecota et al., 2007), una endo-beta-

1,4-glucanasa termoestable en conjunto con una celobiohidrolasa y beta-glucosidasa, 

que conducen a una cepa que puede crecer en celobiosa o carboximetilcelulosa como 

única fuente de carbono (Hong et. al., 2007) y una glucosa oxidasa de Aspergillus niger 

(Rocha et al., 2010). 

Una característica importante para alcanzar altas productividades volumétricas de 

proteínas recombinantes, es la velocidad de crecimiento y el rendimiento de biomasa 

del microorganismo utilizado. Por lo cual, se han estudiado algunas propiedades 

fisiológicas de las levaduras S. cerevisiae como la respuesta a diferentes 

concentraciones de fuente de carbono y nitrógeno, donde reportan que existe una 

interacción de segundo orden entre la concentración y el tipo de fuente de carbono, y 

nitrógeno. Sin embargo, una concentración alta de sulfato de amonio (5%) es toxico 

para la levadura. Además, la prolina favoreció el fenotipo de crecimiento fermentativo 

independientemente de la presencia o ausencia de RIM15 (Olivares-Marin et al., 2018). 

Las cuales son variables que se consideran en la producción de lipasas extracelulares 

con cepas transformantes de S. cerevisiae. 
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1.2. JUSTIFICACIÓN 

Las lipasas son un grupo de enzimas que actúan en una interfase acuosa-

orgánica para catalizar la hidrólisis de los enlaces éster de carboxilato, la liberación de 

ácidos grasos libres y alcoholes orgánicos. Por lo cual se usan ampliamente en la 

industria oleoquímica, en la manufactura de detergentes y en la industria alimenticia, 

teniendo un importante valor industrial que alcanza los 100 millones de dólares. 

A la fecha, la producción industrial de lipasas se realiza mediante fermentación 

en estado sólido, la cual requiere de largos tiempos de fermentación; ofrece control 

limitado de la actividad de agua, de la temperatura; del pH y de la concentración de 

sustratos, generando bajos rendimientos. Por el contrario, en fermentaciones 

sumergidas se tienen algunas ventajas sobre los procesos de fermentación en estado 

sólido como mayor homogeneidad del medio de cultivo y mejor control de parámetros 

como la temperatura y el pH; además la recuperación de las enzimas es menos 

complicada. 

 

1.3. HIPÓTESIS 

Mediante el suministro controlado de las fuentes de glucosa y nitrógeno, así 

como la inclusión de galactosa en el medio de cultivo, se podrá mejorar el rendimiento 

de la producción de lipasas de K. marxianus con cepas transformantes de S. cerevisiae, 

con respecto a la obtención de estas enzimas con la cepa silvestre. 

 

1.4. OBJETIVOS 

1.4.1. Objetivo General 

Establecer las condiciones de producción de lipasas con cepas 

transformantes de S. cerevisiae y silvestre de K. marxianus, a un volumen de trabajo 

de 1.5 litros en un biorreactor Applikon®. 
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1.4.2. Objetivos Particulares 

 Evaluar el efecto de la concentración de la fuente de carbono (glucosa) y nitrógeno 

(extracto de levadura) en el crecimiento de las cepas transformantes de S. 

cerevisiae y silvestre de K. marxianus, respectivamente. 

 Determinar si la concentración de inductor (galactosa) tiene un efecto sobre la 

producción de lipasas con cepas transformantes de S. cerevisiae. 

 Estimar los rendimientos de producción de lipasas con cepas transformantes de S. 

cerevisiae y silvestre de K. marxianus a un volumen de trabajo de 1.5 litros en un 

biorreactor. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Generalidades 

Las lipasas son enzimas que actúan en una interfase acuoso-orgánico para 

catalizar la hidrólisis de los enlaces éster de carboxilato, la liberación de ácidos grasos 

libres y alcoholes orgánicos (Rahaman et al., 2006). Las lipasas exhiben diferentes 

selectividades hacia la clase de lípidos (triacilglicerol, diacilglicerol y monoacilglicerol) 

(Villeneuve, 2003). Además, las lipasas se clasifican en función del hueco oxianión 

siendo tres clases: GX; GGGX e Y (Gupta et al., 2015). 

2.1.1 Estructura de las lipasas 

A pesar de las diferencias en el tamaño y la baja identidad de secuencia 

primaria, las lipasas muestran patrones estructurales de plegado similares. La 

estructura de las lipasas es un pliegue hidrolasa α/β y es común en otras hidrolasas 

como; esterasas; proteasas; deshalogenasas; epóxido hidrolasas y peroxidasas (Carr y 

Ollis, 2009). El pliegue canónico de α/β es caracterizado por la presencia de una lámina 

β central plegada que contiene 8 láminas β paralelas, con la excepción de la lámina β2, 

debido a que es anti paralela con respecto a las otras laminas. Las láminas β3 a β8 son 

conectadas por α hélices que empacan los dos lados de la lámina β central (Anobom et 

al., 2017). 

Otra característica importante de las lipasas es el hueco oxianión, el cual 

promueve la estabilización del intermediario cargado negativamente generado durante 

la hidrólisis del enlace éster. El hueco oxianión consiste en dos residuos, uno de los 

cuales siempre sigue al residuo nucleofílico mientras que el otro tiene una posición 

variable. 

En las lipasas de clase GX el hueco oxianión está posicionalmente cerca del 

residuo del carbono terminal X que contacta con el codo nucleofílico de un residuo de 

glicina. En la clase GGGX, el hueco oxianión se desplaza en una posición hacia el 

extremo del carbono terminal, en comparación con el tipo GX y es un residuo de glicina 

que está seguido de un residuo hidrofóbico X conservado. Mientras que en la clase Y, 
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el residuo del orificio de oxianión posicionalmente variable es una tirosina (Anobom et 

al., 2014). 

2.1.2 Mecanismo de acción de las lipasas 

El sitio activo de las hidrolasas α/β consiste en una triada catalítica altamente 

conservada: un residuo nucleofílico (serina, cisteína y ácido aspártico), un residuo de 

ácido catalítico (ácido aspártico y ácido glutámico) y una histidina que actúa como 

residuo catalítico de base general. En las lipasas, el residuo nucleofílico siempre es una 

serina que se encuentra en el llamado "codo nucleofílico" y se identifica por el 

pentapéptido GXSXG altamente conservado. El sitio activo de las lipasas contiene un 

ácido graso hidrófobo de cadena corta que acomoda la cadena de acilo del enlace de 

éster que se hidrolizará. Además, los huecos de las otras cadenas de acilo del sustrato 

contribuyen frecuentemente a mantener el sustrato anclado a los residuos del sitio 

pentapéptido y la catálisis de las lipasas sigue el mecanismo clásico de serina hidrolasa 

(Jaeger et al., 1999). 

La hidrólisis del sustrato comienza con la unión de lípidos y el ataque catalítico 

de serina sobre el átomo de carbono del carbonilo del enlace de éster susceptible. Esto 

genera un intermedio tetraédrico que se caracteriza por la formación de una carga 

negativa en el átomo de oxígeno del carbonilo y la unión de cuatro átomos al átomo de 

carbono carbonilo dispuesto como un tetraedro. El intermediario es estabilizado por dos 

enlaces de hidrógeno entre el átomo de oxígeno del carbonilo cargado negativamente y 

la cadena principal de grupos amino de los dos residuos de aminoácidos del hueco 

oxianión. Mientras que en las lipasas de la clase Y, uno de los dos enlaces de 

hidrógeno se forman con el grupo hidroxilo de una cadena lateral de tirosina (Jaeger et 

al., 1999). 

El nucleófilio del residuo de serina se ve reforzado por la histidina catalítica a la 

que se transfiere un protón del grupo hidroxilo de la serina, esta transferencia es 

facilitada por el catalizador de residuo ácido que orienta el anillo de imidazol de la 

histidina de forma tal que neutraliza la carga que se genera en él. Posteriormente, el 

protón se dona al átomo de oxígeno del enlace susceptible de éster, el cual es cortado, 
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con la consiguiente liberación del producto alcohólico, mientras que la cadena de acilo 

de la serina nucleofílica está esterificada. 

El siguiente paso es la desacilación, en el que una molécula de agua hidroliza el 

enlace covalente con la consiguiente liberación del producto de acilo y la regeneración 

de la enzima (Jaeger et al., 1999). Debido a la actividad hidrolítica las lipasas se han 

utilizado en sectores como la industria láctea; de agroquímicos; la fabricación de papel; 

la nutrición; los cosméticos y farmacéutica. Por lo cual, la industria de las enzimas ha 

crecido constantemente (Ray, 2012). 

2.2 Aplicación industrial de las lipasas 

Las lipasas son un grupo de enzimas de importante valor industrial debido a su 

naturaleza versátil, en el 2015 el mercado global de enzimas industriales alcanzó 8 mil 

millones de dólares. De este gran mercado, las lipasas son el segmento que más ha 

crecido y el valor actual del mercado de lipasas es de 100 millones de dólares (Ray, 

2012), ya que las lipasas se usan ampliamente en diferentes procesos industriales. 

Las lipasas se utilizan en la industria de alimentos para la aceleración de la 

maduración del queso y la generación de sabor, así como en la lipólisis de la 

mantequilla, la grasa y la crema (El-Hofi, 2011). También se utilizan para la síntesis de 

ésteres de cadena corta como compuestos de sabor y ésteres de azúcar como 

emulsionantes, en la industria de la panificación se utilizan para mejorar el volumen, la 

suavidad y la vida útil del pan y otros productos horneados (Rajendra et al., 2009). 

Además, se han usado en la eliminación selectiva de ácidos grasos hidrogenados poco 

saludables de aceites vegetales, en la síntesis de vitaminas y ésteres fenólicos que 

presentan mayor actividad antioxidante en comparación con las moléculas libres 

correspondientes, en la trans-esterificación de triacilglicerol a ésteres alquílicos de 

ácidos grasos, así como diacilglicerol y monocilglicerol que son ésteres de azúcar 

empleados como emulsionantes (Rajendra et al., 2009; Hou y Yuji, 2009; Anobom et al., 

2014). Debido a su amplia aplicación, las lipasas han sido aisladas de animales, plantas 

y microorganismos. 
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De igual manera, las lipasas se utilizan en las formulaciones de detergente para 

eliminar las manchas que contienen grasa, además son biodegradables; no dejan 

residuos nocivos; no tienen impacto negativo en los procesos de tratamiento de aguas 

residuales y no representan ningún riesgo para la vida acuática (Hasan et al., 2010). 

De acuerdo con la lista de enzimas compiladas por la Asociación de Fabricantes 

y Formuladores de Productos de Enzimas, las principales fuentes de lipasas usadas en 

procesos industriales son de hongos, seguidos de levaduras, bacterias y animales 

(AMFEP, 2015). 

2.3 Fuentes de lipasas 

Las lipasas son producidas por animales, plantas y microorganismos. Las lipasas 

animales utilizadas en procesos industriales incluyen lipasas pancreáticas y 

pregástricas, las lipasas animales son purificadas de las gargantas de ternera, cabra y 

cordero (El-Hofi, 2011). 

Las lipasas de semillas oleaginosas tienen la característica particular de que son 

muy activas cuando la actividad acuosa es baja; son resistentes a altas temperaturas y 

condiciones alcalinas, por lo que estas enzimas son adecuadas para funcionar como 

biocatalizadores en varios disolventes orgánicos y han sido purificadas de las semillas 

de arroz; trigo; cebada; avena y maíz (Mohamed et al., 2000; Bhardwaj et al, 2001; 

Barros et al., 2010; Moussavou et al., 2013). 

Las lipasas de levaduras y hongos son las más relevantes para uso comercial, 

seguidas por las producidas por bacterias. Las bacterias productoras de lipasas son: 

Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Bacillus thermocatenulatus, 

Pseudomonas mendocina, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas glumae y Bacillus 

cepacia (Gupta et al., 2004; Hwang et al., 2014). Mientras que los hongos productores 

de lipasas son: Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosus, 

Fusarium heterosporum, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium roqueforti, 

Penicillium camemberti, Penicillium cyclopium, Rhizomucor javanicus (Singh y 

Mukhopadhyay et al., 2012; Ferreira-Dias et al., 2013; Hwang et al., 2014). Así mismo 
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las levaduras productoras de lipasas son: Candida antárctica y Candida rugosa (Lock et 

al., 2007). 

2.4 Producción de lipasas 

En la producción industrial de enzimas, los microorganismos son la fuente 

preferida debido a que tienen un tiempo de generación más corto, alto rendimiento de 

conversión de sustrato en producto, gran versatilidad para las condiciones ambientales 

y simplicidad en la manipulación genética, y en las condiciones de cultivo. Además, los 

microorganismos producen varios tipos de lipasas con distintas propiedades 

fisicoquímicas. Las lipasas pueden ser producidas por bacterias, hongos filamentosos y 

levaduras, lo que permite a estos microorganismos utilizar los lípidos de origen animal o 

vegetal como fuentes de carbono y energía para su proliferación (Ribeiro et al., 2011). 

2.4.1 Producción de lipasas por fermentación sólida 

Un sistema para la producción de lipasas es mediante la fermentación en estado 

sólido, en la cual se utilizan residuos agroindustriales (granos de arroz, tubérculos de 

yuca, soja, arroz, trigo, harina y paja de trigo) pretratados mediante hidrólisis térmica o 

química y se inoculan con esporas de hongos filamentosos como Penicillium restrictum 

(Palma et al., 2000; Azeredo et al., 2007), P. simplicissimum (Gutarra et al., 2005), 

Candida rugosa, Rhizopus homothallicus (Mateos et al., 2006; Rodríguez et al., 2006), 

Aspergillus niger (Mahadik et al., 2006), Rhizopus rhizopodiformis, R. oligosporus y 

Rhizomucor pusillus (ul-Haq et al., 2002). Diversos tipos de biorreactores se han 

utilizado en los procesos de fermentación en estado sólido como: biorreactores de lecho 

empacados; tambores giratorios, lechos fluidizados gas-sólido (Pandey, 1991). 

Los biorreactores de bandejas consisten en salas que contienen un número de 

bandejas, donde la humedad; la temperatura en la habitación son controladas por la 

circulación e introducción de aire fresco dentro de la habitación, la cual es promovido 

por sopladores y la efectividad de la circulación depende del tamaño y la geometría de 

la habitación, así como la ubicación de las entradas y salidas (Cuero, 1985). 

Los biorreactores de lecho empacado es una columna llena de sustrato, con aire 

soplado de un extremo a otro (Pandey, 1992). A medida que el hongo crece en la 
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superficie del sustrato, se extiende a los espacios vacíos entre partículas y aumenta la 

resistencia del lecho al flujo de aire. Lo cual incrementa el requerimiento energético 

para la aireación y la probabilidad de canalización, donde aparecen grietas dentro del 

lecho de la pared del reactor y el aire fluye preferencialmente a través de estas grietas 

(Auria et al., 1993; Auria et al., 1995). La temperatura del aire de entrada puede 

proporcionar un control adecuado de la temperatura en la parte superior de la columna, 

pero causará un enfriamiento excesivo en el extremo de la entrada de aire y por lo tanto 

el aire de la entrada debe estar cerca de la temperatura óptima para el crecimiento 

(Sangsurasak y Mitchell, 1995). 

Los reactores de tambor agitado y giratorio es un cilindro horizontal o ligeramente 

inclinado que contiene un lecho de sustrato entre el 10 y 40% del volumen del tambor y 

se introduce aire en el espacio superior sobre el lecho (de Reu et al., 1993). 

Los biorreactores de lecho fluidizado gas-sólido, el sustrato es soportado por una 

placa base perforada y el aireado es introducido desde abajo, se utiliza un agitador 

mecánico para mezclar el lecho. En el diseño del tambor oscilante, el sustrato se 

mantiene entre dos cilindros horizontales perforados concéntricos, con aire que se 

introduce en el cilindro central y que pasa radialmente hacia afuera a través del lecho y 

la agitación es causada por la rotación del segundo cilindro en relación con el primero 

(Sargantanis et al., 1993). 

Un análisis económico mostró que la producción de lipasas de Penicillium 

restrictum por fermentación sólida es 68% más baja económicamente que su 

producción por fermentación sumergida (Castilho et al., 2000). Además, tienen la 

desventaja de largos tiempos de retraso asociados con el proceso de germinación de 

las esporas, así como la eliminación de calor del sustrato tiende a ser ineficiente, lo que 

lleva al establecimiento de gradientes de temperatura y el sobrecalentamiento del 

sustrato, de igual manera el control de la actividad del agua; el pH; la temperatura; las 

concentraciones de sustratos y productos es limitado (Mitchell et al., 1999, Mitchell et 

al., 2000; Mitchel et al., 2002). 
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Por esta razón, los sistemas a gran escala generalmente tienen que 

desarrollarse a partir de los resultados en sistemas piloto, otra limitante del 

escalamiento del fermentador es la transferencia de calor y masa ya que dependen de 

la etapa de fermentación. 

2.4.2 Producción de lipasas por fermentación sumergida 

Las enzimas industriales se producen principalmente a través de fermentación 

sumergida con Aspergillus Rhizopus, Penicillium, Mucor, Geotrichum y Fusarium (ul-

Haq et al., 2002; D’Annibale et al., 2006; Haack et al., 2006). 

Los procesos de fermentación sumergidas tienen algunas ventajas sobre los 

procesos de fermentación en estado sólido, como una mayor homogeneidad del medio 

de cultivo y mejor facilidad para controlar parámetros como la temperatura y el pH 

(Pandey et al., 2000). Además, la recuperación de las enzimas extracelulares y la 

determinación de la biomasa se ven facilitados por ser realizado mediante filtración o 

centrifugación (Coradi et al., 2012). 

2.4.3 Producción heteróloga de lipasas 

Las lipasas producidas de manera heteróloga pueden usarse como enzimas 

libres después de la purificación o pueden usarse mientras están contenidos dentro del 

organismo (Christensen et al., 2003). No obstante, S. cerevisiae no puede metabolizar 

sustratos lipídicos de bajo costo como los triacilgliceroles de los medios de cultivo 

(Roermund et al., 2003; Ciafardini et al., 2006). No obstante, se han construido cepas 

de S. cerevisiae que metabolizan sustratos lipídicos mediante la expresión de los genes 

LIP2 de Yarrowia lipolytica, la cual produce una actividad de 15 U mL-1 (Darvishi, 

2012).  

Mientras que K. marxianus es una levadura aeróbica y su capacidad para 

generar energía mediante la respiración, así como sus capacidades productoras de 

proteínas eucariotas y secretoras le ha dado la propiedad de ser una levadura 

alternativa para para la expresión de genes heterólogos, ya que modifica las proteínas 

de acuerdo con un esquema eucariótico general (Rocha et al., 2010; Raimondi et. al., 

2010; Rocha et. al., 2011). 



II. MARCO TEÓRICO 

13 
Maestría en Ciencias en Ingeniería Química 

Sin embargo, la mayor característica importante para alcanzar altas 

productividades volumétricas de proteínas recombinantes, es la velocidad de 

crecimiento y el rendimiento de biomasa del microorganismo utilizado. Debido a algunas 

propiedades fisiológicas de las levaduras S. cerevisiae y K. marxianus como la 

capacidad de crecer dentro de un intervalo de temperaturas que van desde 15 a 45° C 

(Raimondi et. al., 2013), la capacidad catabólica de una amplia gama de sustratos como 

lactosa, suero e inulina (López-Álvarez et. al., 2012; Diniz et al., 2012) y altas 

velocidades de crecimiento. Lo que conduce a altos rendimientos de biomasa en 

sustratos de azúcar y (Groeneveld et al., 2009). Por lo cual son microorganismos 

atractivos para aplicaciones biotecnológicas como la producción heteróloga de lipasas 

por fermentación sumergida (Nevoigt, 2008). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Evaluación del efecto de las fuentes de carbono y nitrógeno 

3.1.1 Mantenimiento de las cepas 

Las cepas transformantes de S. cerevisiae (Lip3 y 107w) se conservaron en 

placas con medio mínimo (1.8 g/L de YNB sin aminoácidos, 10 g/L de drop-out y 20 g/L 

de glucosa) (Sigma Aldrich), mientras que las cepas silvestres de S. cerevisiae BY4742 

y K. marxianus en placas de YPD (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona de 

caseína y suplementado con 20 g/L de glucosa) (Sigma Aldrich) a 4° C para su 

posterior procesamiento. 

3.1.2 Diseño factorial 22 

Para observar el efecto de la concentración de la fuente de carbono y nitrógeno 

sobre la velocidad específica de crecimiento (h-1); número de células (células/mL) 

biomasa (g/L) y la concentración de glucosa residual (g/L), se realizó un diseño factorial 

22 con cinco puntos centrales en el paquete estadístico de datos JMP v. 10 para 

Windows (JMP Statistical Discovery.TMFrom SAS.) (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Matriz del diseño factorial 22 con cinco puntos centrales para la determinación 
del efecto de la concentración de las fuentes de carbono y nitrógeno. 

Tratamiento 
Glucosa 

(g/L) 

Extracto de levadura 

(g/L) 

1 55 5.5 

2 100 1 

3 100 10 

4 55 5.5 

5 55 5.5 

6 55 5.5 

7 10 1 

8 55 5.5 

9 10 10 
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3.1.3 Crecimiento celular 

Se prepararon los diferentes tratamientos conforme al diseño factorial 22 y de 

cada tratamiento se recolectó 1 mL de cultivo en intervalos de 2 h y se cuantificó el 

número de células en una cámara de Neubauer, la densidad celular a una longitud de 

onda de 600 nm con un espectrofotómetro UV/VIS VELAB, se determinaron los 

parámetros cinéticos con las siguientes ecuaciones: 

𝑥𝑓 = 𝑥0𝑒
𝜇𝑡 (1) 

Donde xf es la población celular final; x0 es la población celular inicial; µ es la velocidad 

específica de crecimiento y t es el tiempo. 

𝑡𝑑 = 𝑙𝑛
2

𝜇
 (2) 

Donde td es el tiempo de duplicación (Madrigal-Pérez et. al., 2016). 

3.1.4 Glucosa residual 

La cuantificación de la glucosa residual en el medio de cultivo se realizó por el 

método de Miller. Se recolectó 1 mL de medio de cultivo en un tubo de 1.5 mL y se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 10 min, se recuperó 0.5 mL de sobrenadante y se 

colocaron en tubos de ensaye de 8 mL donde se añadió 1 mL de ácido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS, Sigma Aldrich) y se colocaron en baño maría durante 15 minutos, 

los tubos de ensaye se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se midió la 

absorbancia a una longitud de onda de 540 nm, los datos de la absorbancia se 

interpolaron a la curva patrón con glucosa (Miller, 1959). 

3.2 Determinación del efecto de la concentración de inductor y el extracto de 

levadura sobre la producción de lipasas. 

Para determinar la concentración de galactosa y el extracto de levadura sobre la 

producción de lipasas, se realizó un diseño factorial 22 con cinco puntos centrales 

donde se evaluó la respuesta de la actividad enzimática lipídica (U/mg). Se prepararon 

los diferentes tratamientos en base a la matriz del diseño factorial 22 (Tabla 2) y se 

inocularon con 200 millones de células/mL, se recuperó 1 mL de cultivo en un tubo de 

1.5 mL y se almacenó a -4° C para su posterior procesamiento. 
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Tabla 2. Matriz del diseño factorial 22 con cinco puntos centrales para la determinación 
del efecto de la concentración del inductor. 

Tratamiento 
Galactosa 

(g/L) 

Extracto de levadura 

(g/L) 

1 20 10 

2 10 15 

3 20 10 

4 20 10 

5 20 10 

6 30 5 

7 20 10 

8 10 5 

9 30 15 

 

3.2.1 Obtención del extracto enzimático extracelular e intracelular 

Para obtener el extracto enzimático extracelular, el medio de cultivo se centrifugó 

a 5,000 x g durante 20 minutos en una centrifuga y el sobrenadante (extracto 

enzimático) se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 mL. 

Mientras que para obtener el extracto enzimático intracelular, las células 

cosechadas re-suspendieron en 1 mL de agua destilada estéril y se centrifugaron a 

5000 x g durante 5 minutos en una centrifuga, el sobrenadante se decantó y se repitió 

dos veces el lavado. La pastilla de células se re-suspendió en 0.5 mL de amortiguador 

de carga hipotónico (50 mM de amortiguador de carga fosfato de sodio (PBS, pH 7.4), 

10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 15 mM KCl y 5% de glicerol) y se mantuvieron en hielo 

durante 5 minutos, los tubos se sonicaron durante 20 minutos en un baño de ultrasónico 

CIVEQ 8892 y se agregaron 0.1 g de perlas de vidrio lavadas con ácido, se agitaron en 

un vortex CScientific VTX-5 durante 30 segundos seguido de 30 segundos sobre hielo y 

se repitió cuatro veces durante un total de cuatro minutos, los tubos se centrifugaron 

durante 5 minutos a la máxima velocidad y el sobrenadante se transfirió a un tubo 

eppendorf limpio de 1.5 mL, se almacenó a -4° C para su posterior procesamiento (Qi 

et. al., 2015). 
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3.2.2 Actividad enzimática 

En tubos de ensaye se colocaron 0.775 mL de amortiguador de carga pH 8 (7.88 

mg/mL de Tris HCL, 1 mg/mL de goma arábiga y 0.4% v/v de Triton X-100) (Sigma 

Aldrich), 0.2 mL de extracto enzimático y 0.025 mL de solución sustrato (3 mg/mL de p-

nitrofenil palmitato (p-NPP) (Sigma Aldrich), la reacción se incubó a 37° C por 5 min y la 

absorbancia se medió a una longitud de onda de 410 nm. 

Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima 

necesaria para liberar 1 µmol de p-nitrofenol en un minuto y se calculó con la siguiente 

ecuación: 

𝑈 =
𝑃∗𝑉𝑅

𝑇∗𝐸
/𝑃𝑅  (3) 

Donde P es μMol de producto que se liberó; VR es el volumen de la reacción; T 

es el tiempo de la reacción; E es el volumen del extracto que se utilizó en la mezcla de 

reacción y PR es la concentración de proteína en el extracto enzimático (Fernández-Jerí 

et. al., 2013). 

3.2.3 Cuantificación de proteína 

La concentración de proteína se determinó por el método de Bradford (1976), en 

tubos de ensaye se colocaron 0.2 mL de extracto enzimático, 0.8 mL de agua destilada 

y 0.250 mL de reactivo de Bradford 5X, la mezcla se agito en vortex por 5 minutos y se 

incubó en obscuridad por 5 min, la absorbancia se medió a una longitud de onda de 595 

nm (Bradford, 1976). 

3.3 Producción de lipasas a nivel biorreactor 

La producción de lipasas se escaló en un biorreactor de tanque agitado 

Applikon® de 3 L (Tabla 3) con un volumen de trabajo de 1.5 L y se utilizaron las 

mejores concentraciones de glucosa, extracto de levadura y galactosa para cada cepa, 

mientras que las variables de agitación (300 rpm), temperatura (30° C) y aireación (2 

vvm) se mantuvieron fijas, el biorreactor y los accesorios (sensores de pH y oxígeno 

disuelto, mangueras, algodón y aluminio) se esterilizaron en una autoclave a 121° C por 

15 min. 
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Los sensores y el motor del agitador se conectaron al biocontrolador, la 

temperatura se mantuvo constante a 30° C por baño maría con un Controlador de 

Temperatura Science® y la aireación se controló con un Rotámetro Aalborg® 

conectado a un compresor. El biorreactor se inoculó con el volumen de pre-inoculo 

(cepas transformantes crecidas en medio mínimo y silvestres en medio YPD durante 24 

horas a 30° C y 200 rpm) necesario para obtener una concentración inicial de 3X106 

células/mL bajo condiciones asépticas y para la cepa silvestre de K. marxianus se 

agregaron 45 mL de aceite de aguacate. 
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Tabla 3. Características del biorreactor Applikon®. 

Sección del biorreactor Dimensión 

Tanque del biorreactor 3 L 

Volumen de trabajo 1.5 L 

Diámetro del biorreactor 0.13 m 

Tipo de agitador Rushton 

Número de paletas del agitador 6 

Diámetro del agitador 0.045 m 

Ancho de la paleta 0.011 m 

Longitud de la paleta 0.011 m 

Número de agitadores 2 

Posición desde la base del 1er 

agitador 

0.04 m 

Posición desde la base del 2do 

agitador 

0.125 m 

Número de deflectores 3 

Ancho de un deflector 0.013 m 

Tipo de distribuidor de aire Tubo perforado 

Número de orificios del distribuidor 7 

Diámetro de orificios del 

distribuidor 

0.001 m 
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3.3.2 Determinación de rendimientos 

El rendimiento de biomasa/sustrato (Yx/s) y producto/sustrato (YP/S) se calcularon 

con las ecuaciones (4) y (5) respectivamente. 

𝑌𝑋

𝑆

=
𝑋

𝑆
  (4) 

𝑌𝑃

𝑋

=
𝑃

𝑋
  (5) 

Donde X es la formación de biomasa, S es el peso de glucosa y P es el peso de 

proteína con actividad lipásica. 

3.3.3 Análisis estadístico 

Se compararán las medias de los tratamientos de cada diseño factorial con un 

análisis estadístico ANOVA de una vía, con una prueba de Tukey. El comportamiento 

de las variables de respuesta se analizó mediante un perfil de maximización y 

minimización de los factores con el programa análisis de datos JMP v. 10 para Windows 

(JMP Statistical Discovery.TMFrom SAS.). 
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IV. RESULTADOS 

4.1 Efecto de la fuente de carbono y nitrógeno sobre las variables de respuesta 

Para evaluar el efecto de la concentración de glucosa y el extracto de levadura 

sobre las variables de respuesta de la velocidad específica de crecimiento (μ); la 

concentración de células; la biomasa y la glucosa residual, se realizó mediante un 

diseño factorial 22 con cinco puntos centrales (Tabla 1) y las corridas experimentales se 

realizaron bajo las condiciones de cada tratamiento del diseño factorial 22 para las 

cepas transformantes y silvestres. 

Donde la mayor velocidad específica de crecimiento para las cepas 

transformantes Lip3 y 107w se obtuvieron en el tratamiento 3 (0.3883±0.005595 y 

0.3841±0.03296 h-1), así mismo la mayor cantidad de células fue de 176±38 y 

175.8±10.2 millones de células/mL; y de biomasa fue de 3.033±0.1856 y 2.950±0.05 

g/L, respectivamente. Mientras que la mayor concentración de glucosa residual fue de 

92.1±1.553 y 89.6±1.87 g/L en el tratamiento 2. Además, el valor de la velocidad 

específica de crecimiento y de biomasa no fue diferente entre el tratamiento 3 con los 

puntos centrales. Sin embargo, la concentración de glucosa residual entre el 

tratamiento 3 y los puntos centrales si fue diferente en la cepa Lip3 (28.35±0.875 y 

4.086±0.42 g/L) y 107w (47.41±4.87 y 16.92±1.02 g/L) (Figuras 1 y 2, 

respectivamente). 
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Figura 1. Valores de las variables de respuesta en cada tratamiento de la cepa transformante Lip3. 

A: velocidad específica de crecimiento, B: número de células, C: biomasa en g y D: glucosa residual. Los 

datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos independientes; las letras 

representan la diferencia de los tratamientos de un análisis ANOVA de una vía, con un análisis de medias 

de Tukey (P<0.001). 
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Figura 2. Valores de las variables de respuesta en cada tratamiento de la cepa transformante 

107w. A: velocidad específica de crecimiento, B: número de células, C: biomasa y D: glucosa residual. 

Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos independientes; las 

letras representan la diferencia de los tratamientos de un análisis ANOVA de una vía, con un análisis de 

medias de Tukey (P<0.001). 

 

Para las cepas silvestre de S. cerevisiae BY4742 y K. marxianus, la mayor 

velocidad específica crecimiento fue de 0.2697±0.004 y 0.6797± 0.0239 h-1 y 

corresponden al tratamiento 3, así mismo la mayor cantidad de células fue de 

131.7±29.79 y 319.2±10.1 millones de células/mL; y de biomasa fue 2.100±0.3 y 

6.1±0.5 g/L, las cuales se obtuvieron en el mismo tratamiento, mientras que la mayor 

concentración de glucosa residual fue en el tratamiento 2 (89.11±0 y 75.11±1.77 g/L). 

Además, el valor de la velocidad específica de crecimiento y de biomasa producida no 

fue diferente entre el tratamiento 3 con los puntos centrales para la cepa silvestre de S. 

cerevisiae, no obstante para la cepa silvestre de K. marxianus si fueron diferentes. Sin 

embargo, la concentración de glucosa residual entre el tratamiento 3 y los puntos 

centrales si fue diferente en la cepa silvestre de S. cerevisiae (27.09±0 y 6.638±0.0367 
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g/L) pero iguales en K. marxianus (3.001±0.04657 y 1.191±0.079 g/L) (Figura 3 y 4 

respectivamente). 

 

 
Figura 3. Valores de las variables de respuesta en cada tratamiento de la cepa silvestre S. 

cerevisiae. A: velocidad específica de crecimiento, B: número de células, C: biomasa y D: glucosa 

residual. Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos 

independientes; las letras representan la diferencia de los tratamientos de un análisis ANOVA de una vía, 

con un análisis de medias de Tukey (P<0.001). 
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Figura 4. Valores de las variables de respuesta en cada tratamiento de la cepa silvestre K. 

marxianus. A: velocidad específica de crecimiento, B: número de células, C: biomasa y D: glucosa 

residual. Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos 

independientes; las letras representan la diferencia de los tratamientos de un análisis ANOVA de una vía, 

con un análisis de medias de Tukey (P<0.001). 

 

Por lo cual, la concentración del extracto de levadura tuvo un efecto positivo 

sobre la velocidad específica de crecimiento; el número de células y la biomasa para las 

cepas transformantes y silvestres. Sin embargo, la concentración de glucosa no tuvo 

efecto sobre la velocidad de específica de crecimiento; el número de células y la 

biomasa para las cepas transformantes y silvestre de S. cerevisiae, pero para la cepa 

silvestre de K. marxianus si tuvo un efecto positivo, no obstante para la respuesta de 

glucosa residual si presentó un efecto (Figura 5-8). 
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Figura 5. Efecto de la glucosa y el extracto de levadura sobre la velocidad específica de 

crecimiento. A: Lip3, B: 107w, C: S. cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. 
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Figura 6. Efecto de la glucosa y el extracto de levadura sobre la biomasa. A: Lip3, B: 107w, C: S. 

cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. 
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Figura 7. Efecto de la glucosa y el extracto de levadura sobre la biomasa. A: Lip3, B: 107w, C: S. 

cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. 
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Figura 8. Efecto de la glucosa y el extracto de levadura sobre la glucosa residual. A: Lip3, B: 107w, 

C: S. cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. 

 

Además, debido a que el vector de expresión es reprimido por la presencia de 

glucosa en el medio de cultivo y como en todos los tratamientos presentaron glucosa 

residual, no se factible utilizar los tratamientos en los que se obtuvieron las mejores 

respuestas, por lo cual es necesario encontrar los niveles de los factores de glucosa y 

extracto de levadura en los que la respuesta de glucosa residual sea de 0 g/L. 
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4.2 Análisis de deseabilidad sobre las variables de respuesta 

Debido a que el vector de expresión es reprimido por la presencia de glucosa en 

el medio de cultivo, se realizó un análisis de deseabilidad para obtener los niveles de 

glucosa y extracto de levadura en donde se obtuvieran las mayores respuestas posibles 

de velocidad de crecimiento y biomasa, así como un consumo total de glucosa. 

Las mejores condiciones de cultivo para la cepa transformante Lip3 fueron 55 g/L 

de glucosa y 10 g/L de extracto de levadura, con las cuales se obtuvieron los valores 

teóricos de 0.38943 h-1 para la velocidad específica de crecimiento; 153 millones de 

células/mL; 3.02 g/L de biomasa; y un consumo total de glucosa. Mientras que para la 

cepa transformante 107w fueron 27 g/L de glucosa y 10 g/L de extracto de levadura, 

con las cuales se obtuvieron los valores teóricos de 0.3578 h-1 para la velocidad 

específica de crecimiento; 131.6 millones de células/mL; 2.13 g/L de biomasa; y un 

consumo total de glucosa, como se observa en la Figura 9 y 10 respectivamente. 

Mientras que para la cepa silvestre de S. cerevisiae fueron 50 g/L de glucosa y 

10 g/L de extracto de levadura, con las cuales se obtuvieron los valores teóricos de 

0.2548 h-1 para la velocidad específica de crecimiento; 151.6 millón de células/mL; 2.13 

g/L de biomasa. Con respecto a la cepa silvestre de K. marxianus fueron 100 g/L de 

glucosa y 10 g/L de extracto de levadura, con las cuales se obtuvieron los valores 

teóricos de 0.7308 h-1 para la velocidad específica de crecimiento; 355.9 millones de 

células/mL; 6.74 g/L de biomasa y un consumo total de glucosa en ambas cepas, de 

acuerdo a la Figura 11 y 12. 
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Figura 9. Análisis de deseabilidad para la cepa transformante Lip3. Eje y: valores teóricos de las 

variables de respuesta; eje x: valores de los factores; líneas negras: comportamiento de las variables de 

respuesta en los intervalos de cada factor, líneas punteadas rojas verticales: valor de los factores, líneas 

punteadas rojas horizontales: valor de las variables de respuesta con respecto al valor los factores y 

líneas azules: error estándar. 
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Figura 10. Análisis de deseabilidad para la cepa transformante 107w. Eje y: valores teóricos de las 

variables de respuesta; eje x: valores de los factores; líneas negras: comportamiento de las variables de 

respuesta en los intervalos de cada factor, líneas punteadas rojas verticales: valor de los factores, líneas 

punteadas rojas horizontales: valor de las variables de respuesta con respecto al valor los factores y 

líneas azules: error estándar. 
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Figura 11. Análisis de deseabilidad para la cepa silvestre de S. cerevisiae BY4742. Eje y: valores 

teóricos de las variables de respuesta; eje x: valores de los factores; líneas negras: comportamiento de 

las variables de respuesta en los intervalos de cada factor, líneas punteadas rojas verticales: valor de los 

factores, líneas punteadas rojas horizontales: valor de las variables de respuesta con respecto al valor los 

factores y líneas azules: error estándar. 
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Figura 12. Análisis de deseabilidad para la cepa de silvestre de K. marxianus. Eje y: valores teóricos 

de las variables de respuesta; eje x: valores de los factores; líneas negras: comportamiento de las 

variables de respuesta en los intervalos de cada factor, líneas punteadas rojas verticales: valor de los 

factores y líneas punteadas rojas horizontales: valor que adquieren las variables de respuesta con 

respecto a los de los factores. 
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4.3 Validación del modelo estadístico sobre las variables de respuesta 

Para validar los valores predichos por los modelos matemáticos construidos 

experimentalmente, se realizó una corrida experimental con las concentraciones de 

glucosa y extracto de levadura teóricas con las que se obtuvieron la máxima respuesta 

de velocidad especifica de crecimiento; biomasa y la mínima respuesta de glucosa 

residual para las cepas transformantes (Lip3 y 107w) y silvestres (S. cerevisiae BY4742 

y K. marxianus). La velocidad específica de crecimiento teórica de la cepa 

transformante Lip3 fue de 0.3894 h-1 y la experimental de 0.440±0.04585 h-1, mientras 

que la velocidad específica de crecimiento teórica de la cepa 107w fue de 0.3578 h-1 y 

la experimental de 0.3200±0.03095 h-1. Así mismo, la velocidad específica de 

crecimiento teórica de la cepa silvestre de S. cerevisiae fue de 0.2548 h-1 y la 

experimental de 0.2956±0.01255 h-1, la velocidad específica de crecimiento teórica de la 

cepa silvestre K. marxianus fue de 0.7308 h-1 y la experimental 0.5416±0.04572 h-1 

(Figura 13). 

Las velocidades específicas experimentales de las cepas transformantes Lip3, 

107w y silvestre de S. cerevisiae BY4742 no son diferentes de las predichas por el 

modelo matemático, por lo que las concentraciones de glucosa y extracto de levadura 

fueron las mejores para obtener la máxima respuesta de velocidad específica de 

crecimiento para las cepas transformantes y silvestre de S. cerevisiae. Mientras que la 

velocidad específica de crecimiento experimental de la cepa silvestre K. marxianus fue 

menor que la predicha por el modelo matemático, esto se puede atribuir a la regulación 

metabólica que tiene la levadura a las condiciones ambientales que no se pueden 

predecir que este modelo estadístico. 
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Figura 13. Validación de los valores predichos de las concentraciones de glucosa y extracto de 

levadura para la máxima respuesta de velocidad de crecimiento de las cepas transformantes y 

silvestres. Eje y: velocidad específica de crecimiento, eje x: tratamiento teórico (TE) y experimental (EX), 

A: Lip3, B: 107w, C: S. cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. Los datos representan la media ± la 

desviación estándar (DE) de tres experimentos independientes. 

 

De igual manera se realizó para la variable de respuesta de biomasa y 

concentración celular, donde la concentración teórica de células de la cepa 

transformante Lip3 fue de 153 millones de células/mL y de biomasa 3.024 g/L, mientras 

que la experimental fue de 199.2±19.09 millones de células/mL y 4.100±0.3606 g/L de 

biomasa. Con respecto a la cepa transformante 107w los valores teóricos de la 

concentración de celular fue de 131.6 millones de células/mL y 2.130 g/L de biomasa, 

mientras que las experimentales fueron de 191.7±3.819 millones de células/mL y 

2.967±0.05773 g/L de biomasa (Figuras 14 y 15, respectivamente). 

La concentración teórica de células de la cepa silvestre S. cerevisiae BY4742 fue 

de 151.6 millones de células/mL y la biomasa teórica fue de 1.970 g/L, así como la 

biomasa experimental fue de 206.7±26.26 millones de células/mL y 3.367±0.05774 g/L. 

Así mismo, la concentración teórica de células de la cepa silvestre K. marxianus fue de 
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355.9 millones de células/mL y la biomasa teórica fue de 6.740 g/L, mientras que la 

biomasa experimental fue de 279.2±7.217 millones de células/mL y 6.767±0.4163 g/L 

de biomasa (Figuras 14 y 15, respectivamente). La biomasa experimental expresada 

en millones de células/mL de la cepa transformante Lip3 y silvestre S. cerevisiae 

BY4742 no fue diferente de la teórica, pero expresada en g/L la experimental fue mayor 

que la teórica. Sin embrago, la concentración experimental de células y la biomasa para 

la cepa transformante 107w fueron mayores que las teóricas, no obstante, para cepa K. 

marxianus fueron menores que la teórica. Por lo cual, las concentraciones de glucosa y 

extracto de levadura predichos por el modelo estadístico son las mejores para obtener 

la máxima respuesta de biomasa. 

 

 
Figura 14. Validación de los valores predichos de las concentraciones de glucosa y extracto de 

levadura para la máxima respuesta de biomasa de las cepas transformantes y silvestres. Eje y: 

Biomasa (millón de células/mL), eje x: tratamiento teórico (TE) y experimental (EX), A: Lip3, B: 107w, C: 

S. cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) 

de tres experimentos independientes. 
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Figura 15. Validación de los valores predichos de las concentraciones de glucosa y extracto de 

levadura para la máxima respuesta de biomasa de las cepas transformantes y silvestres. Eje y: 

Biomasa (g/L), eje x: tratamiento teórico (TE) y experimental (EX), A: Lip3, B: 107w, C: S. cerevisiae 

BY4742 y D: K. marxianus. Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres 

experimentos independientes. 

 

Debido a que el vector de expresión es reprimido por la presencia de glucosa en 

el medio de cultivo, el valor predicho de la variable de respuesta de glucosa residual fue 

de 0 g/L, los valores experimentales de la glucosa residual obtenidos para las cepas 

transformantes Lip3; 107w y silvestres S. cerevisiae BY4742; K. marxianus fueron de 

1.062±0.4232; 0.5454±0.1568; 1.120±0.2202 y 2.097±0.7049 g/L respectivamente 

(Figura 16). Por consiguiente, las concentraciones de glucosa y extracto de levadura 

predichos por el modelo matemático son las mejores para obtener la mínima 

concentración de glucosa residual. 
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Figura 16. Validación de los valores predichos de las concentraciones de glucosa y extracto de 

levadura para la mínima respuesta de glucosa residual de las cepas transformantes y silvestres. 

Eje y: Glucosa residual (g/L), eje x: tratamiento teórico (TE) y experimental (EX), A: Lip3, B: 107w, C: S. 

cerevisiae BY4742 y D: K. marxianus. Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de 

tres experimentos independientes. 

 

4.4 Inducción de la expresión del vector para la producción de lipasas 

Debido a que la cepa transformante reprime la expresión del vector que codifica 

el trascrito para la producción de lipasas en presencia de glucosa en el medio de 

cultivo, se realizó una cinética bajo las mejores concentraciones de glucosa y extracto 

de levadura, con el cual se estimó el tiempo en el que las cepas transformantes dan 

inicio a la expresión del vector. El tiempo en el que la glucosa residual alcanzó la 

mínima concentración fue a la hora 16 para las cepa transfórmate Lip3 y silvestres (S. 

cerevisiae BY4742 y K. marxianus), mientras que la para la cepa transformante 107w 
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fue a la hora 12 después de haber inoculado el medio de cultivo (Figura 17). Por lo 

cual, la inducción del vector de expresión en las cepas transformantes Lip3 y 107w 

inicia a la hora 16 y 12, respectivamente. 

 
Figura 17. Tiempo en el que inicia la inducción del vector de expresión. Eje y: Biomasa (millón de 

células) y Glucosa residual (g/L); eje x: Tiempo (h); círculos: biomasa; cuadros: glucosa residual; A: 

cinética Lip3; B: cinética de 107w; C: cinética de S. cerevisiae BY4742; D: cinética de K. marxianus. 

 

El inicio de la inducción del vector de expresión es debido a la presencia de 

galactosa y ausencia de glucosa en el medio de cultivo, por lo cual se midió la actividad 

extracelular e intracelular de las cepas transformantes (Lip3 y 107) y silvestres (S. 

cerevisiae BY4742 y K. marxianus) inducidas con galactosa en el medio de cultivo. El 

extracto extracelular de la cepa 107w tuvo una actividad enzimática de 0.6117±0.1271 

U/mg a la hora 16 y disminuyó a 0.04528±0.07843 U/mg a la hora 22 después de haber 

inoculado el medio de cultivo. Mientras que el extracto extracelular de la cepa 

transformante Lip3 no tuvo actividad enzimática, así como el extracto extracelular de las 

cepas silvestres (Figura 18). 
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Mientras que el extracto intracelular de la cepa 107w tuvo una actividad 

enzimática de 0.0967± 0.0632 U/mg a la hora 16 y disminuyó a 0 U/mg durante la hora 

18 a  22, pero en la hora 24 incrementó a 0.2384±0.0645 U/mg, asimismo el extracto 

intracelular de la cepa Lip3 presentó una actividad enzimática de 0.239±0.115 U/mg a la 

hora 24. Además, extracto intracelular de la cepa silvestre K. marxianus tuvo una 

actividad de 0.3262± 0.1232 U/mg a la hora 16 y sin ningún cambio significativo durante 

el tiempo evaluado. No obstante, el extracto intracelular de la cepa silvestre de S. 

cerevisiae no presentó actividad enzimática (Figura 19). Por lo cual, la cepa 

transformante Lip3 no transporta las lipasas al medio extracelular y la cepa silvestre de 

K. marxianus produce las lipasas de manera basal sin expórtalas al medio extracelular, 

ya que el medio de cultivo no contenía un inductor como lo es un aceite vegetal. 

 

 
Figura 18. Actividad extracelular de la inducción con 2% de galactosa. Eje y: actividad específica 

(U/mg); eje x: tiempo de inducción (h); cuadrados: actividad del sobrenadante del cultivo de Lip3; 

triángulos: actividad del sobrenadante del cultivo de 107w; círculos: actividad del sobrenadante del cultivo 

de S. cerevisiae BY4742; triángulos invertidos: actividad del sobrenadante del cultivo de K. marxianus. 

Los datos representan la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos independientes. 
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Figura 19. Actividad intracelular de la inducción con 2% de galactosa. Eje y: actividad específica 

(U/mg); eje x: tiempo de inducción (h); cuadrados: actividad del extracto intracelular de Lip3; triángulos: 

actividad del extracto intracelular de 107w; círculos: actividad del extracto intracelular de S. cerevisiae 

BY4742; triángulos invertidos: actividad del extracto intracelular de K. marxianus. Los datos representan 

la media ± la desviación estándar (DE) de tres experimentos independientes. 

4.5 Efecto de la concentración de galactosa y el extracto de levadura sobre la 

producción de lipasas en cepas transformantes 

Para evaluar el efecto de la concentración de galactosa y extracto de levadura se 

determinó mediante un diseño factorial 22 con cinco puntos centrales (Tabla 2), donde 

la máxima actividad extracelular de la cepa Lip3 fue de 0.6592±0.0435 U/mg proteína y 

la máxima actividad extracelular de la cepa 107w fue de 0.5355± 0.0944 U/mg de 

proteína que corresponde al tratamiento 6 y 9, respectivamente. Por lo cual, la 

galactosa generó un efecto positivo en ambas cepas, de igual manera el extracto de 

levadura tuvo un efecto positivo en la cepa 107w pero negativo en la cepa Lip3, además 

el mayor efecto que se observó en la cepa 107w fue por la interacción entre la 

galactosa y el extracto de levadura (Figura 20). 
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No obstante, la máxima actividad intracelular de la cepa Lip3 y 107w 

(0.7335±0.1430 y 0.8140±0.2612 U/mg proteína) se obtuvieron en los tratamientos 6 y 9 

respectivamente. Por lo cual, la galactosa generó un efecto positivo en ambas cepas, 

de igual manera el extracto de levadura tuvo un efecto positivo en la cepa 107w pero 

negativo en la cepa Lip3, además el mayor efecto que se observó en la cepa 107w fue 

por la interacción entre la galactosa y el extracto de levadura (Figura 20). 

 

 
Figura 20. Efecto de la concentración de galactosa y extracto de levadura sobre la actividad 

lipásica extracelular e intracelular de cepas transformantes. Eje y: actividad específica (U/mg de 

proteína); eje x: galactosa y extracto de levadura (g/L), A: actividad extracelular de Lip3; B: actividad 

extracelular de 107w; C: actividad intracelular de Lip3 y D: actividad intracelular de 107w. 
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4.6 Producción de lipasas con cepas transformantes de S. cerevisiae y 

silvestre de K. marxianus a nivel biorreactor 

Para producir las lipasas a nivel biorreactor, se utilizaron las mejores 

concentraciones de glucosa, extracto de levadura y galactosa en cada cepa, mientras 

que las variables de agitación (300 rpm), temperatura (30° C) y aireación (2 vvm) se 

mantuvieron fijas. Con las cuales la cepa Lip3 presentó un crecimiento fermentativo 

hasta la hora 16, seguido de un crecimiento respiratorio donde en la hora 24 se detectó 

actividad lipásica extracelular (0.2 U/mg de proteína) y se mantuvo constante hasta la 

hora 36, lo que indica que la inducción da inicio 8 horas después de que la levadura 

inició el crecimiento respiratorio. No obstante, en la hora 40 y 44 alcanzó la máxima 

actividad lipásica extracelular (1.35 y 1.56 U/mg de proteína), mientras que en la hora 

48 disminuyó hasta 0.45 U/mg de proteína debido a la reutilización de los aminoácidos 

por la acción de proteasas presentes en el medio de cultivo. Además se detectó 

actividad lipásica intracelular (0.71 U/ mg de proteína) en las primeras horas de la 

fermentación (4 h) y disminuyó hasta un promedio de 0.1 U/mg de proteína (Figura 21). 

De igual manera, la cepa 107w tuvo un crecimiento fermentativo de 12 h y 

respiratorio de 16 a 32 horas, además en la hora 24 se detectó actividad lipásica 

extracelular (0.47 U/mg de proteína) la cual incrementó a 1.25 U/mg de proteína en la 

hora 32 y disminuyó a un promedio de 0.625 U/mg de proteína durante las horas 

siguientes (34 a 48). No obstante, en la hora 28 se detectó actividad lipásica intracelular 

de 0.21 U/mg de proteína la cual incrementó y disminuyó periódicamente las siguientes 

horas, sin embargo la máxima actividad intracelular fue de 0.49 U/mg de proteína en la 

hora 48 (Figura 21). 
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Figura 21. Producción de lipasas en biorreactor de cepas transformantes. A: cepa transformante 

Lip3; B: cepa transformante 107w; círculos: crecimiento celular; cuadrados: actividad lipásica del extracto 

enzimático extracelular y triángulos: actividad del extracto enzimático intracelular. 
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La cepa silvestre de S. cerevisiae BY4742 también presentó crecimiento 

diaúxico, sin embrago, no se detectó actividad en los extractos enzimáticos extracelular 

e intracelular (Figura 22). Mientras que la cepa silvestre de K. marxianus alcanzó su 

máximo crecimiento en la hora 16 y en la hora 20 se observó actividad lipásica 

extracelular de 0.84 U/mg de proteína, la cual disminuyó a 0 U/mg de proteína durante 

las siguientes 8 horas y nuevamente incrementó a 1.04 U/mg de proteína, este 

comportamiento se observó de manera periódica, además no se detectó actividad 

lipásica en el extracto enzimático intracelular (Figura 22), por cual se confirma que K. 

marxianus transporta las lipasas al medio extracelular. 

El rendimiento de biomasa (Yx/S) de la cepa transformante 107w fue mayor que el 

de la cepa Lip3 y silvestres, sin embargo el rendimiento de producto (YP/x) fue mayor en 

la cepa transformante Lip3 y la cepa 107w fue igual que en la silvestre de K. marxianus 

(Tabla 4). Por lo cual, la producción heteróloga de lipasas en S. cerevisie BY4742 fue 

1.5 más que con la cepa silvestre de K. marxianus. 

 

Tabla 4. Rendimiento de biomasa y producto de las cepas transformantes y silvestres. 

Cepa Yx/S g de células 

secas/g de 

glucosa 

YP/x extracelular 

(U/g de células 

secas) 

YP/x intracelular 

(U/g de células 

secas) 

Lip3 0.083 97.37 11.82 

107w 0.18 63.55 26.29 

BY4742 0.0645 0 0 U/g 

K. marxianus 0.1255 64.04 0 U/g 
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Figura 22. Producción de lipasas en biorreactor de cepas silvestres. A: cepa silvestre de S. 

cerevisiae BY4742; B: cepa silvestre de K. marxianus; círculos: crecimiento celular; cuadrados: actividad 

lipásica del extracto enzimático extracelular y triángulos: actividad del extracto enzimático intracelular. 
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Discusión general 

El continuo desarrollo de nuevos productos y las nacientes necesidades han 

provocado un amplio estudio de las lipasas, como: la modificación de los genes 

implicados en la síntesis de lipasas y su expresión heteróloga en organismos 

competentes que pueda traer una mayor producción que el organismo natural. Por cual, 

se utilizó a la levadura S. cerevisiae para la producción heteróloga de LIP3 y YJR107w 

debido a su capacidad metabólica, donde la galactosa promueve una de las 

inducciones más fuertes conocidas para los genes eucarióticos con un aumento de 

1000 veces en la expresión de algunos genes estructurales (Lohr y López, 1995). 

No obstante, la levadura S. cerevisiae utiliza la fermentación alcohólica como una 

vía para la generación de energía y esto se observa solo bajo ciertas condiciones de 

cultivo; como la alta disponibilidad de carbohidratos fermentables (De Deken, 1966) o la 

anoxia (Dashko et al., 2014). Por lo cual, las máximas velocidades de crecimiento se 

observaron en concentraciones de glucosa de 50 a 100 g/L que corresponden a los 

tratamientos de los puntos centrales y al de nivel alto de concentración de glucosa, esto 

es debido a que la adición de glucosa provoca un incremento en los niveles de cAMP (a 

través del sistema Gpr1p-Gpa2p) y a su vez activa a la proteína-cinasa (PKA) que tiene 

una función importante en la percepción de la situación nutricional del medio y a la 

respuesta a estrés induciendo al crecimiento fermentativo de la levadura (Thevelein, 

1994). Por lo cual al incrementar la concentración de glucosa en el medio de cultivo 

tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de las levaduras. 

Además, la fuente de nitrógeno es un nutriente esencial para el crecimiento 

fermentativo debido a que la síntesis de proteínas, la biogénesis de los ribosomas, la 

transcripción, el ciclo celular, la meiosis, la absorción de nutrientes y la autofagia están 

regulados por la actividad de TORC1 (Loewith et al., 2002; Wedaman et al., 2003; 

Reinke et al., 2004), la cual se regula en la membrana vacuolar mediante la interacción 

de cuatro proteínas: Ego1, Ego3, Gtr1 y Gtr2, que juntas forman el complejo EGO 

(Dubouloz et al., 2005), donde Gtr1 unido a GTP en complejo heterodimérico con Gtr2 

unido a GDP estimula a TORC1 en respuesta a aminoácidos, así como la privación de 

leucina desencadena la interacción transitoria Iml1, dependiente de Npr2 y Npr3 
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inhibiendo la función de TORC1 (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008). Por lo cual, la 

baja concentración de aminoácidos en el medio de cultivo provenientes de la fuente de 

nitrógeno empleada (extracto de levadura) afectó de manera negativa el crecimiento de 

las levaduras en los tratamientos con concentraciones bajas de extracto de levadura 1 

g/L, aun en concentraciones altas de glucosa 100 g/L causando fermentaciones lentas. 

Por lo cual, el incremento de la concentración del extracto de levadura ejerció un efecto 

positivo sobre el crecimiento de las levaduras. 

No obstante, ya que las vías de señalización de nutrientes están interconectadas, 

las cuales pueden ser activadas por más de un nutriente y diversas situaciones de 

estrés. La baja concentración de glucosa disminuyen la actividad de la vía cAMP-PKA 

dando lugar a la expresión de genes de respuesta a estrés como la proteína quinasa 

Rim15p, que ha sido propuesta como una proteína integradora de las vías de 

señalización de carbono y nitrógeno (Zaman et al. 2008; Conrad et al. 2014). Donde al 

disminuir los niveles de cAMP la subunidad regulatoria Bcy1p se une a las subunidades 

catalíticas inactivándolas y Rim15p se activa estimulando la entrada a la fase 

estacionaria (Reinders et al, 1998), ya que levaduras con genes de RIM15 desactivados 

tienen un crecimiento fermentativo aun en condiciones estresante (Olivares-Marin et al., 

2018), debido a esto se observó una interacción entre la glucosa y el extracto de 

levadura en concentraciones altas. Por consiguiente se demostró que el incremento en 

la concentración de la fuente de carbono (glucosa) y nitrógeno (extracto de levadura) 

ejercen un efecto positivo en el crecimiento de las cepas transformantes de S. 

cerevisiae y silvestre de K. marxianus. 

Además, la levadura S. cerevisiae muestra cinco fases de crecimiento bien 

definidas cuando se cultiva en medios líquidos con glucosa como fuente de carbono: la 

fase lag, la fase logarítmica, el cambio diáuxico, la fase postdiáuxica y la fase 

estacionaria. La fase lag es un periodo de adaptación en el cual la célula se prepara 

para dividirse (Tortora et al., 1986). Durante la fase logarítmica las células alcanzan su 

máxima velocidad de duplicación y llevan a cabo un metabolismo fermentativo del que 

se produce etanol. Al disminuir la concentración de glucosa, las células atraviesan por 

el cambio diáuxico, un periodo breve de tiempo en el cual no hay división celular y la 
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célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio. En la fase 

postdiáuxica las células usan como fuente de carbono el etanol producido durante la 

fase logarítmica e incrementan su resistencia al estrés gradualmente; en tanto que la 

fase estacionaria se presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay 

división celular (Werner et al., 1993). 

Mientras que la galactosa presente en el medio de cultivo debe convertirse en el 

intermediario glucolítico glucosa-6-fosfato mediante la vía Leloir altamente conservada 

(Kew y Douglas, 1976) y la mayoría de los genes que codifican los componentes de 

esta vía, así como los transportadores de galactosa (GAL1, GAL10, GAL7 y GAL2) se 

agrupan en el regulon GAL (Campbell et al., 2008; Sellick et al., 2008) y debido a que el 

vector de expresión para producir las lipasas contiene el promotor GAL1, las lipasas se 

produjeron después del cambio diáuxico ya que los genes GAL están fuertemente 

regulada por el tipo de fuente de carbono y en presencia de glucosa están reprimidos. 

Por lo cual, la concentración de galactosa tuvo un efecto positivo debido a la inducción 

ejercida en el incremento de la actividad metabólica en la vía Leloir y 

consecuentemente en el vector de expresión. 

Una de las estrategias para el diseño de biorreactores a nivel industrial es el 

modelado con ecuaciones de escalamiento de los parámetros cinéticos obtenidos a 

partir de biorreactores a nivel piloto y laboratorio. Por lo cual se estudiaron los 

parámetros cinéticos en un biorreactor de tanque agitado de 3 L con un volumen de 

trabajo de 1.5 L donde la producción de lipasas fue mayor que en los experimentos 

realizados a nivel matraz debido a que la levadura consume más oxígeno con galactosa 

como fuente de carbono (Olivares-Marin et al., 2017). Además de que un biorreactor 

permite controlar la aireación, el pH y la temperatura para obtener mayores cantidades 

de células o productos. Las levaduras transformantes tuvieron una fase de adaptación 

de cuatro horas seguida de una fase de crecimiento exponencial, donde no se observó 

la formación de lipasas ya que es un producto no asociado con el crecimiento. Mientras 

que en la fase estacionaria si se observó la formación de producto, debido a que la 

producción de proteínas es proporcional a la velocidad de absorción de oxígeno 

presente en el medio de cultivo y la producción de lipasas puede incrementar al 
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modificar los niveles de aireación suministrado al biorreactor. Así como otras variables: 

pH del medio de cultivo, fuentes de nitrógeno, temperatura; velocidad de agitación. 
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V. CONCLUSIONES 

Con base al estudio realizado, se determinó que la concentración de glucosa y el 

extracto de levadura tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de las cepas Lip3; 

107w; S. cerevisiae; K. marxianus, y las mejores concentraciones de glucosa para el 

crecimiento de cada cepa fueron diferentes: 55, 27, 50 y 100 g/L, respectivamente. 

Además, las lipasas exportadas al medio extracelular por las cepas Lip3 y 107w 

mantuvieron la actividad y la mejor respuesta de actividad lipásica fue con una 

concentración de galactosa de 30 g/L. 

El coeficiente de rendimiento de producto que se obtuvieron bajo una velocidad 

de agitación de 300 rpm; temperatura de 30° C y aireación de 2 vvm para de la cepa 

transformante Lip3 107w; S. cerevisiae y K. marxianus fueron de 97.37 U/g, 63.55, 0 y 

64.04 U/g de células secas, respectivamente. Por consiguiente la producción de lipasas 

de manera heteróloga es una alternativa para maximizar la producción de enzimas a 

nivel industrial con un rendimiento de 50% más a diferencia de la cepa silvestre de K. 

marxianus. 
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VI. RECOMENDACIONES 

Debido a que la levadura sintetiza las lipasas bajo la actividad metabólica 

respiratoria, se considera interesante evaluar niveles de aireación superiores a los 2 

vvm y agitación de 300 rpm, para determinar parámetros de transferencia de masa 

como el kLa y el coeficiente QO2. 

Determinar el efecto principal de factores como: pH del medio, temperatura, 

fuentes de carbono no fermentables, fuentes de nitrógeno, tiempo de residencia, entre 

otros, sobre el rendimiento de producción de lipasas. 
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