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Resumen

El lactosuero una fuente rica de componentes que pueden ser convertidos en productos de valor
agregado estd siendo desaprovechado. La lipasa es una enzima de gran importancia en la industria
quimica como catalizador en la obtencidn de varios productos. En este trabajo se investigd la
potencialidad de las lipasas para hidrolizar los triglicéridos contenidos en el lactosuero, y generar
glicerol. Aspergillus niger, un prometedor productor de enzimas lipasas. Experimentos realizados en
un biorreactor nos permitieron obtener un extracto enzimatico que contenia la enzima lipasa con
una concentracion de 8,46Ul/gsss. La influencia de la enzima sobre los triglicéridos del lactosuero fue
determinada, obteniendo que a 40°C con un 30% de enzima se alcanza una disminucion de la materia
grasa del lactosuero desde 4,52 hasta 0,92 g/L con una produccion de glicerol 3,056 g/L.

Palabras clave: Lactosuero, Aspergillus niger, lipasas, triglicéridos, glicerol.

Abstract

Whey, a rich source of components that can be converted into value-added products, is being wasted.
Lipase is an enzyme of great importance in the chemical industry as a catalyst in obtaining several
products. In this work we investigated the potential of lipases to hydrolyze the triglycerides contained
in the whey, and generate glycerol. Aspergillus niger, a promising producer of lipase enzymes.
Experiments performed in a bioreactor allowed us to obtain an enzyme extract containing the
enzyme lipase with a concentration of 8.46Ul / gsss. The influence of the enzyme on the triglycerides
of the whey was determined, obtaining that at 40 ° C with a 30% enzyme a decrease in the fat content
of the whey is reached from 4.52 t0 0.92 g / L with a production of glycerol 3,056 g / L.
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Introduccion

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones bioldgicas. Se encuentran
entre las mas notables de las biomoléculas conocidas debido a su extraordinaria especificidad y a su
poder catalitico que son mucho mayores que las de los catalizadores hechos por el hombre
(Lenhinger A., 1988).

Las enzimas que se utilizan en la industria alimentaria se pueden obtener a partir de animales, plantas
0 microorganismos. El 90% de las enzimas que se emplean tienen su origen en los microorganismos
ya que son mas econdémicas, y se puede obtener una gran variedad de las mismas. La inmensa
mayoria de las enzimas microbianas se producen a partir de aproximadamente 25 organismos,
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incluyendo una docena de hongos, pero se ha calculado que sélo aproximadamente el 2% de los
microorganismos existentes en el mundo han sido estudiados como fuente de enzimas.

Las enzimas microbianas son mas utiles que las derivadas de las plantas o animales por la gran
variedad de actividad catalitica de que disponen, y porque usualmente pueden obtenerse en
cantidades abundantes, baratas, de forma regular y de calidad uniforme. Ademas, las enzimas
microbianas son generalmente mas estables que sus homodlogas de animales y vegetales, y su
proceso de produccion es mas facil y seguro (Cortés A., 2004).

Las lipasas o acilglicerol éster hidrolasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de grasas y aceites,
dando lugar a la formacién de glicerol y acidos grasos (Malcata F., 1996). En los Ultimos afios se ha
producido un aumento vertiginoso en la utilizacion industrial de enzimas, dentro de las que se
destacan las lipasas. De forma general la aplicacion industrial de esta enzima de origen microbioldgico
puede ser in situ o ex situ. La primera variante implica el cultivo del microorganismo deseado en un
medio que tenga el sustrato adecuado, siendo mas utilizada esta técnica en la industria alimenticia y
textil y en el caso del proceso ex situ se aplican lipasas ya purificadas, lo cual es muy utilizado para
sintetizar productos en procesos de quimica fina (Coca J., 2002). Las lipasas presentan multiples
aplicaciones, debido a que los procedimientos quimicos presentan muchas limitaciones e
inconvenientes y la aplicacion de tecnologias que utilizan enzimas aparece como muy prometedora
para el desarrollo de nuevos tipos de grasas y aceites. Las lipasas son enzimas muy peculiares y debido
a sus caracteristicas presentan numerosas aplicaciones en diversas industrias, dentro de las que se
encuentran la industria detersiva junto a proteasas, amilasas y celulasas para catalizar la ruptura de
enlaces quimicos tras la adicion de agua; en la industria textil junto a las proteasas para el
procesamiento del cuero; en la industria agroquimica para la elaboracién de pesticidas; en los
biosensores para la determinacién de lipidos para analisis clinicos (Pandey A. et al., 1999). También
tienen aplicaciones biomédicas por sus excelentes capacidades para catalizar reacciones regionales
especificas en una gran variedad de solventes organicos con diferentes sustratos (Coca J., 2002); en
la proteccién del medio ambiente pues esta enzima se puede emplear para sanear los desechos
contaminados con aceites en restaurantes o plantas procesadoras de grasas y en la industria de
cosmeéticos y perfumes pues presenta aplicacion en la produccién de surfactantes y aromas (Pandey
A.etal., 1999).

El sustrato sobre el cual acttan las lipasas adicionadas a la leche, queso, o lactosuero es la grasa lactea
(Siezen R. et al., 1994). El lactosuero, un subproducto de los procesos industriales de la leche, ofrece
una buena perspectiva frente a su uso como materia prima para la obtencion de biopolimeros, debido
a su bajo costo de adquisicion y a la gran cantidad que se genera como residuo de la industria lactea
del pais. Aproximadamente 90% del total de la leche utilizada en la industria quesera es descartada
en forma de lactosuero, el cual retiene cerca de un 55%p/v del total de componentes de la leche,
como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (F. Carvalho, A. R. Prazeres, y J. Rivas
2013). El lactosuero residual posee una alta carga contaminante, sin embargo, presenta un buen
potencial para convertirse en otros productos de valor agregado, aunque desafortunadamente no es
reutilizado de manera eficiente.

El glicerol es un subproducto resultante de la fabricacién de biodiesel, que se produce por una
transesterificacion del aceite extraido y que se encuentra en una relacion masica 1kg glicerol/10 kg
Biodiesel (J. A. Posada and C. A. Cardona 2012). Debido al aumento en la produccién de biodiesel, la
cantidad de glicerol residual también se ha aumentado provocando una disminucion de su precio en
el mercado, afectando la rentabilidad de las empresas productoras de biodiesel. A su vez, los bajos
precios del glicerol han generado un problema medio ambiental, debido a que las industrias
cosmética y farmacéutica no usan todo el glicerol producido y entonces se encuentran grandes
cantidades remanentes de subproducto cuya disposicién final constituye un problema para las
empresas productoras (R. E. da Costa and E. E. Silva-Lora 2000). Con los datos anteriores, se concluye
que es factible proponer nuevos métodos de utilizacién de estos residuos de bajo costo y de grandes
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posibilidades de aplicacidén en el sector industrial, donde se podria reducir de manera eficiente la
contaminacion producida y minimizar los costos relacionados con la adquisicién y transporte de la
materia prima.

Materiales y Métodos

Adaptacién de la cepa de trabajo

El microorganismo seleccionado para la obtencion de la enzima lipasa fue Aspergillus niger, el cual
fue obtenido a partir de frutos dcidos contaminados, de los cuales se replicaron por técnica de
repique, en placas que contenian medio papa dextrosa agar (PDA) y agar sabourad dextroxa,
obteniendo cultivos presuntivos de hongos de esta especie.

Obtencién del extracto enzimatico

Para el proceso de fermentacidn, se realizd el disefio y construccién de un biorreactor de laboratorio
para fermentacion liquida, basandose en relaciones de disefio establecidas por Doran, P (1995),

El microorganismo fue inoculado en el biorreactor el cual contenia un medio de cultivo modificado;
rico en lipidos, segun lo establecido por Coca, J., y col. (2001). La composicién del medio se detalla
enla Tabla 1

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo rico en lipidos

COMPONENTE CANTIDAD (g) PORCENTAIJE (%)
NaH2PO2 12 21.60

KH2PO4 2 3.60
MgSO47H20 0.3 0.54

CaCl2 0.25 0.45

(NH4)2504 1 1.80

Glucosa 20 36

Aceite de Oliva 20 36

La lipasa es un enzima extracelular, que se obtiene por procesos sucesivos de purificacién a partir de
un extracto obtenido de un proceso fermentativo, la obtencion de este extracto se la realizd con un
proceso de filtracion al vacio y una posterior centrifugacién para eliminar las células del
microorganismo (Lozano, M.P. 2011).

Aplicacion del extracto enzimatico

Se realizd una cinética para observar la influencia que tiene sobre la formacién de acidos grasos, el

tiempo de hidrdlisis. Para ello se desarrollaron hidrdlisis a 20, 40, 60, 80 y 100 minutos. En cada caso

se preparaban, una muestra de lactosuero sin la accién de la enzima y otra con una determinada

concentracién de enzima. La temperatura a la que se llevd a cabo este estudio fue 50 °C y la

concentracion de enzima fue de 30 %.

Métodos analiticos empleados

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad hidrolitica de los extractos enzimaticos se determind espectrofotométricamente

(espectrofotometro WPA, modelo U1100) mediante la hidrodlisis del propanoato de p-nitrofenilo

(pNPP). El método consiste en medir el incremento de absorbancia a 348 nm debido a la formacion

de p-nitrofenol como resultado de la hidrélisis de 0,4mmol/L de pNPP en 25mmol/L de tampdn de

fosfato de sodio a pH=7 y 30°C (Hasan, F., Shah, A. A., y Hameed, A. 2009).

Determinacién de las cantidades de acidos grasos libres totales

Inicialmente la deteccidn cualitativa de glicerol, se realizé mediante la metodologia seguida por Ben-

Amotz, A., Sussman, I., & Avron, M. (1982), el acido sulfurico oxida el glicerol presente en la muestra,
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y utilizando carbonato férrico como indicador, la reaccién inicia con un color naranja fuerte y finaliza
con un verde intenso por la presencia del glicerol.
La actividad hidrolitica de la lipasa se determind por titulacién de los acidos grasos liberados en la
hidrdlisis de los sustratos nativos de la enzima (triacilglicéridos). El procedimiento se realizé acorde
con la metodologia usada por Quispe, C. A., Coronado, C. J., y Carvalho Jr, J. A. (2013); con algunas
modificaciones para la preparacién del sustrato se mezclaron 40,8 mL de buffer fosfato pH 7, 100
mM, 30 mL de la muestra, 30 mL de agua destilada. Para la mezcla de reaccion se utilizan 9 mL de la
emulsion mas 1 mL de la solucién enzimatica o 200 mg del soporte con la enzima inmovilizada, se
dejaron reaccionar por 5 minutos a 37 C, la reaccién se detuvo afladiendo 10 mL de etanol al 95%.
Los acidos grasos liberados se titularon con KOH 0,025M utilizando como indicador fenolftaleina.
Para todas las pruebas se hizo un blanco de reactivos. Para determinar la actividad relativa de las
lipasas se tomd como referencia los acidos grasos liberados, los cuales se calcularon basadas en los
equivalentes de KOH usados para alcanzar el punto final de la titulacion segun la siguiente ecuacion:

umol de acidos grasos  [(A— B) * 1000 = N|]

mL de la muestra * min Vign * t

Ddnde:

A es el volumen de KOH

B es volumen de KOH gastado por blanco
N es la normalidad de KOH

t es tiempo de reaccién

Vixn €5 volumen de reaccion

Resultados y Discusion
Disefio del biorreactor

El volumen de trabajo seleccionado para la construccion del biorreactor experimental, fue de
1200cm3 es decir se trabajé en una escala piloto, el material usado para la construccién fue, acero
inoxidable tipo alimentario (AISI304), la cepa usada para el proceso fue obtenida en procesos
previamente detallados (A. niger).

Los calculos de disefio se basaron en rendimientos (Yxss, Yx/0.), € indices de consumo (RO3),
reportados por investigaciones previas realizadas para este microorganismo. Las caracteristicas del
disefio se detallan en la tabla 2

Tabla 2. Caracteristicas del biorreactor de laboratorio

Caracteristica Valor Unidades
Capacidad (Volumen) 1200 cm3
Diametro 10.8 cm
Altura 21.4 cm
Velocidad 150 rom

Tipo Impelente Turbina Rushton -

Voltaje 110 Vv
Frecuencia 60 Hz

Aplicacion del extracto enzimatico
Andlisis cualitativo
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Figura 1. Determinacidn cualitativa de presencia de glicerol

En la determinacion cualitativa se observd un cambio en la coloracién de naranja a verde intenso
pasados los 10 minutos, en la muestra que contenia el extracto enzimatico sobre el suero de leche
(B), como se determina en la figura 1. Por el contrario el blanco que contenia glicerol puro donde se
puede ver el color azul verdoso intenso (A), la diferencia de color nos revela la presencia de glicerol,
el cual es un producto de la reaccién de la enzima lipasa presente en el extracto obtenido de la
fermentacion sobre los triglicéridos presentes en el lactosuero.

El analisis cuantitativo se observd que a las 24 horas de hidrélisis se obtienen 0,212 g/L, a las 48 horas
se evidencié un aumento hasta 0,424 g/L, estabilizandose a las 144 horas con un valor de 3,056 g/L.
En general, se observa un aumento de concentracion de acidos grasos conforme va disminuyendo la
concentracion de triglicéridos en el lactosuero, la cual inicio con una concentracién de 4,52 g/L y
finalizd con 1,92 g/L a las 144 horas, es decir se reduce el 42,54% del contenido de triglicéridos (Fig.
2).

Estos resultados indican, tal como se comprobd en el andlisis cualitativo, la transformacién de los
lipidos en acidos grasos mediante la hidrdlisis enzimatica ocasionada por la accion de las enzimas
lipasas presentes en el extracto enzimatico dosificado al lactosuero, esto revela que las lipasas
obtenidas del microorganismo Aspergillus niger son una alternativa viable para la obtencion de
glicerol a partir de los triglicéridos del lactosuero.
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Figura 2. A) Disminucién de los triglicéridos contenidos en el lactosuero, B) produccion de acidos
grasos debido a la hidrdlisis enzimatica
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Diversos autores atribuyen gran importancia a la liberacién de acidos grasos libres de los
triacilgliceroles, ya que los productos generados a partir de los mismos constituyen elementos
importantes a nivel industrial.

Conclusiones

Debido a las grandes cantidades de queso que son producidas a nivel mundial, el suero de leche ha
generado un problema de contaminacion ambiental.

Estudios en animales y humanos sugieren que uno de los principales productos obtenidos a partir del
lactosuero son los concentrados de proteina. Sin embargo, las concentraciones de proteina son bajas,
y podrian incrementarse separando los demds componentes como la grasa y otros. El
aprovechamiento de los triglicéridos del lactosuero puede traer réditos econdmicos debido a que el
glicerol que se produce de la hidrélisis de estos lipidos puede utilizarse en la elaboracién de productos
secundarios o como materia prima de combustibles.
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