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Resumen 

Las lipasas microbianas constituyen biocatalizadores de creciente interés industrial por su 

capacidad de hidrolizar triglicéridos bajo condiciones controladas. El género Bacillus representa 

una fuente estratégica de lipasas extracelulares por su estatus GRAS, rápido crecimiento y 

tolerancia ambiental. La presente investigación tuvo como objetivo determinar las condiciones 

óptimas de temperatura y tiempo de incubación que maximizan la producción de lipasa en la 

cepa de Bacillus con mayor actividad lipásica. En la primera fase, se evaluó cualitativamente la 

actividad lipásica de tres cepas certificadas ATCC (Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842, 

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 y Bacillus pumilus ATCC 700214) mediante 

difusión en pozo en agar Rodamina B suplementado con aceite de girasol usado, utilizando 

Bacillus licheniformis ATCC 14580 como control positivo. Bacillus subtilis subsp. spizizenii y 

Bacillus amyloliquefaciens presentaron los halos fluorescentes de mayor intensidad, por lo que 

esta última fue seleccionada para la fase cuantitativa, dada su menor caracterización previa en la 

literatura. 

En la segunda fase se evaluó el efecto de la temperatura (30, 35 y 40°C) y el tiempo de 

incubación (24, 48, 72 y 96 h) sobre la producción de lipasa mediante un diseño factorial y 

cuantificación titulométrica. El ANOVA bifactorial mostró que el tiempo de incubación fue el 

único factor significativo (p < 0,001), mientras que la temperatura (p = 0,299) y la interacción 

entre ambos factores (p = 0,867) no lo fueron. La prueba de Tukey identificó las 48 horas como 

la condición más eficiente, sin diferencias significativas a las 72 y 96 horas. Estos resultados 

confirman la variabilidad lipásica entre cepas de Bacillus y establecen el tiempo de incubación 

como la variable determinante para optimizar la producción de lipasa por B. amyloliquefaciens 

ATCC 23842, sentando bases para bioprocesos locales de bajo costo. 

Palabras clave: lipasas microbianas, Bacillus, condiciones de cultivo, tiempo de 

incubación, actividad lipásica. 
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Abstract 

Microbial lipases are biocatalysts of growing industrial interest due to their ability to 

hydrolyze triglycerides under controlled conditions. The genus Bacillus represents a strategic 

source of extracellular lipases owing to its GRAS status, rapid growth, and environmental 

tolerance. This study aimed to determine the optimal temperature and incubation time conditions 

that maximize lipase production in the Bacillus strain with the highest lipase activity. In a first 

phase, the lipase activity of three ATCC-certified strains (Bacillus amyloliquefaciens ATCC 

23842, Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633, and Bacillus pumilus ATCC 700214) was 

qualitatively evaluated using the well-diffusion method on Rhodamine B agar supplemented with 

used sunflower oil, with Bacillus licheniformis ATCC 14580 as a positive control. B. subtilis 

subsp. spizizenii and B. amyloliquefaciens exhibited the most intense fluorescent halos, so the 

latter was selected for the quantitative phase, given its more limited prior characterization in the 

literature. 

In the second phase, the effect of temperature (30, 35, and 40 °C) and incubation time 

(24, 48, 72, and 96 h) on lipase production was evaluated using a factorial design and titrimetric 

quantification. Two-way ANOVA showed that incubation time was the only significant factor (p 

< 0.001), whereas temperature (p = 0.299) and the interaction between both factors (p = 0.867) 

were not significant. Tukey's test identified 48 hours as the most efficient condition, with no 

significant differences compared with 72 and 96 hours. These results confirm the lipolytic 

variability among Bacillus strains and establish incubation time as the determining variable for 

optimizing lipase production by B. amyloliquefaciens ATCC 23842, laying the groundwork for 

low-cost local bioprocesses. 

Keywords: microbial lipases, Bacillus, culture conditions, incubation time, lipase 

activity. 
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Introducción 

Las enzimas microbianas constituyen uno de los biocatalizadores de mayor importancia 

en la biotecnología, debido a su versatilidad catalítica, alta especificidad de sustrato y facilidad 

de producción a gran escala. Entre estas, las lipasas (triacilglicerol acil-hidrolasas, EC 3.1.1.3) 

destacan por su capacidad de catalizar la hidrólisis de triglicéridos y de mediar reacciones de 

síntesis como la esterificación, transesterificación e interesterificación, bajo condiciones 

controladas, lo que las convierte en herramientas indispensables para sectores industriales tales 

como la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, de producción de biocombustibles y de 

tratamiento de residuos grasos (Gupta et al., 2004; Sarmah et al., 2018; Abdelaziz et al., 2025). 

Contrario a las lipasas de origen animal y vegetal, las lipasas microbianas ofrecen ventajas 

sustanciales en términos de rendimiento productivo, estabilidad fisicoquímica, menor costo de 

obtención y mayor facilidad de manipulación genética (Massadeh & Sabra, 2011; Chandra et al., 

2020). 

Entre los microorganismos productores de lipasas, el género Bacillus ocupa una posición 

estratégica debido a su estatus GRAS (Generally Recognized as Safe), su rápido crecimiento en 

medios económicos, su tolerancia a condiciones ambientales variables y su eficiente sistema de 

producción de enzimas (Schallmey et al., 2004; Danilova & Sharipova, 2020). Especies como 

Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus amyloliquefaciens se han 

reportado en la literatura como fuentes de lipasas con propiedades bioquímicas específicas, que 

incluyen termoestabilidad, actividad en condiciones alcalinas y especificidades de sustrato 

variables, lo que amplía su espectro de aplicación industrial (Gupta et al., 2021; Ali et al., 2023; 

Kumar et al., 2023). No obstante, la producción de lipasa por este género exhibe una marcada 

variabilidad, influenciada por factores fisicoquímicos como temperatura, pH y tiempo de 

incubación, además del tipo de sustrato empleado, lo que subraya la necesidad de estudios 

comparativos y de optimización sistemática (Al Mohaini et al., 2022; Nadaf et al., 2025). 

A nivel nacional, la disponibilidad de lipasas microbianas resulta limitada y 

económicamente costosa, con un mercado dominado por productos importados que limitan su 

implementación en procesos industriales locales e iniciativas comunitarias orientadas a la 

degradación de residuos grasos, la formulación de detergentes biodegradables y el 

aprovechamiento de subproductos agroindustriales. Esta problemática pone de manifiesto una 
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brecha significativa entre la demanda de soluciones biotecnológicas accesibles y la 

disponibilidad de alternativas de producción regional, lo que genera una oportunidad relevante 

para el desarrollo de investigaciones orientadas al establecimiento de bioprocesos locales, 

reproducibles y económicamente viables. 

En este contexto, la presente investigación aborda el problema de la variabilidad en la 

producción de lipasa entre cepas del género Bacillus y la escasez de información sobre las 

condiciones de cultivo que optimizan su rendimiento enzimático bajo condiciones controladas. 

Se plantea que tanto la actividad lipásica como su máxima expresión productiva dependen de la 

cepa empleada y de las condiciones fisicoquímicas del cultivo, específicamente la temperatura y 

el tiempo de incubación, y que existe una combinación óptima de las variables que maximiza la 

síntesis extracelular de lipasa en la cepa con mayor potencial lipolítico. 

Con el propósito de responder a esta problemática, la investigación se plantea como 

objetivo general determinar las condiciones óptimas de temperatura y tiempo de incubación para 

maximizar la producción de lipasa en la cepa de Bacillus con mayor actividad lipásica, evaluada 

mediante métodos cualitativos y cuantitativos. Para ello, se adoptó un diseño experimental 

factorial con dos variables independientes (temperatura de incubación y tiempo de incubación) y 

una variable dependiente (actividad lipásica). La fase inicial comprende la selección cualitativa 

de la cepa de mayor potencial lipolítico mediante el método de agar Rodamina B, seguida de una 

fase cuantitativa en la que se evalúa el efecto de las condiciones de cultivo sobre la producción 

enzimática mediante titulometría. 

La importancia de este estudio radica en su contribución a la generación de conocimiento 

científico aplicable al desarrollo de alternativas biotecnológicas de bajo costo adaptadas a las 

necesidades del contexto ecuatoriano. La identificación de una cepa con alta actividad lipolítica y 

la determinación de sus condiciones óptimas de cultivo sientan las bases para el diseño de 

bioprocesos locales orientados al tratamiento de residuos grasos, la síntesis de productos con 

valor agregado y la producción de detergentes enzimáticos biodegradables, en línea con los 

principios de la biotecnología sostenible y la economía circular. 

El presente documento se organiza en cuatro capítulos. El Capítulo I expone el 

planteamiento, la delimitación y la formulación de la problemática, incluyendo las preguntas de 

investigación, los objetivos, la hipótesis, la justificación y la operacionalización de las variables. 

El Capítulo II desarrolla los antecedentes referenciales, el marco conceptual y teórico 
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relacionado con las lipasas microbianas, el género Bacillus como productor enzimático, los 

factores que inciden en la producción de lipasas y los métodos de detección y cuantificación de 

actividad lipolítica. El Capítulo III describe el diseño metodológico de la investigación, con 

detalle de los procedimientos experimentales y métodos de análisis estadístico empleados. 

Finalmente, en el Capítulo IV se presentan los resultados obtenidos, y en el Capítulo V, la 

discusión crítica de la literatura científica disponible, las conclusiones y las recomendaciones 

derivadas del estudio. 
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CAPÍTULO I: El Problema de la Investigación 

 

1.1 Planteamiento del Problema 

Las enzimas microbianas han ganado especial importancia debido a su alta capacidad 

catalítica en relación a enzimas de origen animal y vegetal. Estas se caracterizan por sus altos 

rendimientos, la simplicidad de manipulación genética, el rápido crecimiento de 

microorganismos en medios económicos y su mayor estabilidad (Massadeh & Sabra, 2011; 

Chandra et al., 2020). Entre estas enzimas, las lipasas sobresalen por su variedad de aplicaciones 

en industrias como: alimentos, biorremediación, detergentes, cosmética y biocombustibles, lo 

que conlleva a la búsqueda de microorganismos capaces de producir enzimas de alto 

rendimiento, fácil producción y estabilidad térmica (Sousa et al., 2023). 

Pese a que una variedad de microorganismos, como Arthtobacter, Pseudomonas y 

Staphylococcus, ha sido estudiada por su capacidad lipolítica, el género Bacillus sigue siendo el 

más explorado debido a su fácil manipulación, crecimiento rápido y tolerancia ambiental (Gupta 

et al., 2021, Ali et al., 2023; Kumar et al., 2023). No obstante, la producción de lipasas puede 

variar y depender de factores como temperatura, pH y disponibilidad de nutrientes (Al Mohaini 

et al., 2022, Nadaf et al., 2025). 

En Ecuador y otros países, se evidencia la necesidad de alternativas biotecnológicas 

económicas para el tratamiento de grasas, la valorización de subproductos agroindustriales y la 

elaboración de detergentes biodegradables. Sin embargo, la disponibilidad de lipasas 

microbianas en el mercado aún es limitada y costosa, lo que limita su implementación a nivel 

industrial y en las comunidades que precisan soluciones de bajo costo para procesos de 

degradación de grasas u optimización de procesos productivos. 

Considerando esta problemática, se torna necesaria la investigación de cepas de Bacillus 

con alto potencial lipolítico e incremento en la eficiencia de su cultivo, de manera que se dé 

lugar a procesos con mayor rendimiento, reproducibles y económicamente viables. Por lo tanto, 

esta investigación se centra en la identificación de una cepa de Bacillus con alta actividad 

lipolítica en un medio de cultivo óptimo que maximice su producción y su capacidad de 

implementación en soluciones biotecnológicas adaptadas a las necesidades locales. 
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1.2 Delimitación del Problema 

 

La investigación se centra en la evaluación y optimización de la producción de la enzima 

lipasa por una cepa seleccionada del género Bacillus, bajo diferentes condiciones de cultivo 

(temperatura y tiempo de incubación). El estudio inicia con una selección preliminar de la cepa 

de mayor actividad lipasa y, posteriormente, la evaluación de diferentes condiciones de cultivo. 

Se excluyen del estudio la purificación de la enzima, la caracterización molecular o 

genética del microorganismo seleccionado, el escalamiento industrial del proceso y la evaluación 

de aplicaciones directas de la lipasa obtenida. 

1.3 Formulación del Problema 

▪ ¿Cómo influyen las condiciones de cultivo en la producción de la enzima lipasa? 

 

1.4 Preguntas de Investigación 

▪ ¿Qué cepa del género Bacillus presenta mayor actividad lipásica en el método de 

detección en agar Rodamina B? 

▪ ¿Cómo afectan la temperatura y el tiempo de incubación a la producción de 

lipasa? 

▪ ¿Cuál es la combinación de condiciones de cultivo que permite obtener la mayor 

actividad lipásica? 

▪ ¿Cuáles son las principales limitaciones experimentales asociadas a la 

optimización de la producción de lipasa en condiciones de laboratorio? 

1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo General 

▪ Determinar las condiciones óptimas de temperatura y tiempo de incubación para 

maximizar la producción de lipasa en la cepa de Bacillus con mayor actividad 

lipásica, evaluada mediante métodos cualitativos y cuantitativos. 

1.5.2 Objetivos Específicos 

▪ Evaluar cualitativamente la actividad lipásica de tres cepas del género Bacillus 

mediante el método en agar Rodamina B, utilizando el diámetro de halos como 

indicador de actividad enzimática. 
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entre sí y que la producción de lipasa de la cepa con mayor potencial lipolítico está condicionada 

por la temperatura y el tiempo de incubación, existiendo una combinación de ambas variables 

que maximiza su actividad enzimática. 

1.7 Justificación 

Las lipasas microbianas son enzimas de interés biotecnológico debido a su capacidad 

para catalizar la hidrólisis de grasas y lípidos en condiciones controladas de temperatura y pH, 

tiempo de incubación, etc. Estas características le dan relevancia en diversas industrias como: 

alimentaria, farmacéutica, cosmética, energética y ambiental. A su vez, en comparación con 

enzimas de origen vegetal o animal, las lipasas microbianas pueden producirse en cantidades 

mayores y a bajo costo, utilizando microorganismos de rápido crecimiento y adaptación a 

medios de cultivos económicos, como son los residuos agroindustriales (Chakraborty 2023; 

Abdelaziz et al., 2025). 

De manera específica, cepas bacterianas del género Bacillus han mostrado potencial para 

la producción de lipasas estables y de alto rendimiento. Pese a ello, se ha evidenciado 

variabilidad significativa entre cepas, lo que vuelve necesaria la identificación y selección de 

aquellas con mayor capacidad lipolítica, así como de las condiciones de cultivo que maximizan 

su rendimiento. Esta selección y optimización es de importancia en contextos locales donde la 

disponibilidad de lipasas comerciales es limitada y de alto costo, lo que restringe su aplicación 

en procesos productivos. 

El desarrollo de investigaciones orientadas a la identificación, selección y optimización 

de cepas de Bacillus no solo contribuye al avance científico, sino que tiene impacto directo en la 

▪ Seleccionar la cepa de Bacillus con mayor actividad lipásica con base a los 

resultados obtenidos y emplearla en los ensayos de optimización. 

▪ Evaluar el efecto de la temperatura y tiempo de incubación sobre la producción de 

la lipasa en la cepa seleccionada, mediante un diseño experimental que permita 

identificar las condiciones óptimas. 

▪ Cuantificar la actividad lipasa mediante titulometría, bajo condiciones óptimas 

establecidas. 

1.6 Hipótesis 

Se plantea que la actividad lipasa de las cepas del género Bacillus evaluadas difieren 
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comunidad. La producción local de lipasas puede facilitar el tratamiento de residuos grasos, 

elaboración de detergentes biodegradables y la valorización de subproductos agroindustriales, 

promoviendo prácticas sostenibles y alternativas económicas para emprendimientos locales y 

pequeños productores. 

Por esta razón, la presente investigación se justifica en la necesidad de identificar una 

cepa bacteriana con mayor actividad lipolítica y determinar las condiciones óptimas de su 

cultivo. Los resultados obtenidos se espera que potencien procesos industriales y comunitarios, 

contribuyendo al desarrollo sostenible y a la innovación biotecnológica. 

1.8 Declaración de las Variables (Operacionalización) 

La presente investigación es de tipo experimental con un componente cualitativo y 

cuantitativo. La parte cuantitativa se fundamenta en la evaluación de dos variables que permiten 

evaluar el efecto de las condiciones de cultivo sobre la producción de la enzima lipasa por la 

cepa de Bacillus seleccionada en la etapa cualitativa. 

1.8.1 Variables Independientes 

Corresponden a las condiciones controladas de laboratorio: la temperatura incubación 

(30, 35 y 40°C) y el tiempo de incubación (24, 48, 72 y 96 horas). Variables que siguen un 

diseño factorial con el propósito de determinar bajo que condición hay mayor producción de 

lipasa. 

1.8.2 Variable Dependiente 

Corresponde a la actividad lipásica, expresada en unidad por mililitro (U/mL), donde una 

unidad (U) equivale a la cantidad de enzima capaz de liberar 1 μmol de ácido graso libre por 

minuto bajo las condiciones del ensayo. 

Adicionalmente, como variable complementaria, se calculó la concentración de proteína 

total del sobrenadante enzimático. 
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CAPÍTULO II: Marco Teórico Referencial 

2.1 Antecedentes Referenciales 

La investigación sobre lipasas microbianas cuenta con una sólida base de estudios que 

ponen en evidencia el potencial productivo de las fuentes microbianas y la influencia de las 

condiciones de cultivo sobre su actividad enzimática. 

Las lipasas microbianas se caracterizan por ser biocatalizadores con mayor proyección 

biotecnológica e industrial en la actualidad, debido a su capacidad de hidrolizar triglicéridos y 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

catalizar reacciones como transesterificación y esterificación bajo condiciones controladas. 

Frente a enzimas de origen animal y vegetal, las lipasas microbianas permiten obtener 

rendimientos superiores, producción a bajo costo y mayor facilidad de manipulación genética 

(Abdelaziz et al., 2025). 

2.1.1 Diversidad de Microorganismos Productores de Lipasas 

 

La producción de lipasas no se restringe solo al uso de bacterias, otros microorganismos 

como las levaduras y hongos también han demostrado potencial lipolítico significativo. Romo-

Silva et al. (2024) evaluaron las especies de levadura Hyphopichia wangnamkhiaoensis y 

Yarrowia deformans, utilizando aceite de oliva, aceite de cocina usado y glicerol como sustratos, 

mostraron actividad óptima de a pH 8.0 y 40ᵒC, lo que evidencia su viabilidad en procesos 

sostenibles usando materia prima de bajo costo y potencial para la producción de lipasa. 

De la misma manera, los hongos filamentosos de los géneros Aspergillus y Penicillium, 

han sido ampliamente estudiados por su capacidad de secretar lipasas con propiedades catalíticas, 

tolerancia a cambios de temperatura y pH, y alto rendimiento en fermentaciones sólidas cuando 

se emplean residuos agroindustriales como sustrato, volviéndolos candidatos para procesos 

industriales y aplicaciones ambientales (Zavarise & Pinotti, 2020). 

Asimismo, trabajos recientes han purificado y caracterizado lipasas bacterianas de una 

cepa de Pseudomonas sp., aislada del Mar Mediterráneo, siendo un microorganismo funcional a 

bajas temperaturas (10ᵒC), lo que indica su potencial en procesos que requieren actividad en frío, 

como aplicaciones en detergentes o biorremediación en climas fríos (Abdella et al., 2023). 
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Estos antecedentes confirman que la diversidad microbiana ofrece un amplio repertorio 

de lipasa, aun cuando las condiciones de producción y las propiedades catalíticas varían 

significativamente entre microorganismos. 

2.1.2 El Género Bacillus como Fuente Preferente de Lipasas Industriales 

Entre los microorganismos productores de lipasas, el género Bacillus se caracteriza por su 

facilidad de cultivo, rápido crecimiento, tolerancia ambiental y estatus GRAS (Generally 

Recognized as Safe), que lo faculta para aplicaciones en procesos industriales regulados (Gupta 

et al., 2021; Ali et al., 2023). Especies como B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y B. pumilus 

comparten características genéticas y metabólicas con B. subtilis, lo que hace que los estudios 

comparativos entre estas cepas sean valiosos para comprender la diversidad lipolítica del género 

(Akinsemolu et al., 2024). 

Dentro de este género, la variabilidad en la producción de lipasa entre cepas ha sido 

documentada de forma constante, lo que subraya la importancia de una selección preliminar de 

cepas con alto potencial enzimático (Mohan et al., 2008; Garuba et al., 2020; Volpato et al., 

2020; Alsada et al., 2026). En este contexto, Nadaf et al. (2025) realizaron la purificación y 

caracterización de la lipasa producida por Bacillus subtilis kubt4, con el objetivo de evaluar su 

potencial para la producción de biodiesel. El estudio demostró que esta cepa específica posee 

propiedades enzimáticas prometedoras, con una actividad lipásica óptima a pH 8.0 y 35ºC, y una 

notable estimulación de su actividad en presencia de iones de Mg2+. 

2.1.3 Métodos de Detección y Cribado de Actividad Lipolítica 

 

El método de agar Rodamina B fue propuesto originalmente por Kouker y Jaeger (1987), 

y en la actualidad sigue siendo la herramienta de tamizaje cuantitativa más utilizada en la 

identificación de microorganismos lipolíticos. En estudios recientes, el método de Rodamina B 

en placa ha sido empleado para detectar la actividad lipásica bajo luz UV (350 nm), donde la 

intensidad de la fluorescencia naranja sirve como índice semicuantitativo de producción de 

lipasa; las colonias o pozos con mayor fluorescencia son seleccionadas para ensayos 

cuantitativos posteriores mediante titulación (Rabbani et al., 2013). 

En este sentido, Carrazco-Palafox et al. (2018) demostraron que la adición de iones de 

Ca2+ y Mg2+ al agar tributirina mejoraba la visualización de los halos de hidrólisis, facilitando la 
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selección de cepas con mayor actividad lipolítica. 

2.1.4 Efecto de las Condiciones de Cultivo sobre la Producción de Lipasa 

en Bacillus 

Las condiciones de temperatura y tiempo de incubación son factores determinantes en la 

producción de lipasas extracelulares en Bacillus. Estudios en B. subtilis han reportado que la 

producción enzimática aumenta progresivamente con el tiempo de incubación para luego 

disminuir, alcanzando su máximo durante la transición entre la fase exponencial y la fase 

estacionaria. En cepas mesófilas, los rangos óptimos de temperatura para producción de lipasa se 

sitúan típicamente entre 30 y 40 °C (Nadaf et al., 2025), aunque esta característica varía entre 

especies e incluso entre cepas de la misma especie. 

Goswami & Tipre (2025) describieron un medio de producción de lipasa con aceite de 

cocina usado como inductor lipídico, demostrando que la combinación de fuentes de carbono 

lipídicas con nitrógeno orgánico complejo (peptona y extracto de levadura) maximiza la 

producción extracelular en Bacillus. Esta formulación, adoptada con modificaciones en la 

presente investigación, ofrece además la ventaja de emplear un subproducto agroindustrial de 

bajo costo y alta disponibilidad en Ecuador. 

2.1.5 Vacío de Investigación y Pertinencia del Estudio 

 

A pesar de la literatura sobre lipasas de Bacillus, la mayoría de los estudios se ha 

realizado con cepas aisladas de ambientes específicos (suelos, residuos industriales, ambientes 

extremos), y son relativamente escasos los trabajos que evalúen y comparen el potencial 

lipolítico de cepas certificadas ATCC bajo condiciones de cultivo controladas y comparables. En 

Latinoamérica, el mercado de lipasas microbianas está dominado por productos importados, y la 

disponibilidad de alternativas de producción local sigue siendo limitada, lo que abre un espacio 

significativo para investigaciones orientadas al desarrollo de bioprocesos regionales. 

En este contexto, la presente investigación aporta valor al identificar, bajo condiciones 

estandarizadas y reproducibles, la cepa de Bacillus con mayor potencial lipolítico entre las cepas 

certificadas, y al determinar las condiciones de temperatura y tiempo de incubación que 

maximizan su producción, contribuyendo así a sentar bases para el desarrollo de soluciones 

biotecnológicas adaptadas a las necesidades locales de Ecuador 
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2.2 Marco Conceptual 

Lipasas. Son enzimas del grupo de las hidrolasas (EC 3.1.1.3), que catalizan la hidrólisis 

de los enlaces éster presentes en triglicéridos de cadena larga, liberando ácidos grasos libres, 

diglicéridos, monoglicéridos y glicerol. Se diferencian de las esterasas porque presentan 

activación interfacial, y en condiciones de baja actividad de agua, pueden catalizar reacciones de 

síntesis como esterificación, transesterificación e interesterificación (Jaeger et al., 1999; Gupta et 

al., 2004). 

Actividad lipásica. Es una medida cuantitativa de la capacidad catalítica de una enzima 

para hidrolizar sustratos lipídicos en condiciones controladas. Se expresa en unidades por 

mililitro (U/mL), donde una unidad internacional (U) equivale a la liberación de 1 µmol de ácido 

graso libre por minuto, y permite comparar la producción enzimática entre cepas y condiciones 

de cultivo (Mohaini et al., 2022). 

Actividad específica. Es el parámetro que relaciona la actividad enzimática total con la 

concentración de proteínas presentes en el extracto, expresada en U/mg. Este parámetro permite 

comparar con mayor precisión la eficiencia catalítica y estimar la pureza relativa de la 

preparación enzimática (Bradford, 1976; Abo El-Naga et al., 2025). 

Biocatalizador. Es una molécula de origen biológico que acelera una reacción química 

sin ser consumida en el proceso, manteniendo su especificidad de sustrato y su carácter 

reutilizable. Las lipasas microbianas son consideradas biocatalizadores de importancia universal 

por su versatilidad catalítica, su producción escalable y su compatibilidad con procesos 

sostenibles (Abdelaziz et al., 2025). 

Cepa bacteriana certificada (ATCC). Es un microorganismo cuya identidad 

taxonómica, viabilidad y características fenotípicas han sido verificadas y depositadas en una 

colección de cultivos de referencia internacional. La American Type Culture Collection (ATCC) 

es el repositorio de mayor reconocimiento para cepas de referencia certificadas, que garantizan la 

reproducibilidad de resultados experimentales al proveer material biológico estandarizado y 

trazable (Schallmey et al., 2004). 

Estatus GRAS (Generally Recognized as Safe). Es una designación otorgada por la 

Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos a microorganismos o sustancias que 

son reconocidas como seguras para su uso en la producción de alimentos, enzimas industriales y 

otros productos de consumo. Las cepas evaluadas en este estudio poseen este estatus, lo que las 
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habilita para aplicaciones en bioprocesos industriales regulados (Gupta et al., 2021). 

Fermentación sumergida (SmF). Es el proceso de cultivo microbiano en el cual el 

microorganismo crece en un medio líquido bajo condiciones de agitación y aireación controladas. 

Es el método de elección para la producción de enzimas extracelulares a escala de laboratorio e 

industrial, ya que permite controlar las variables fisicoquímicas (temperatura, pH, concentración 

de oxígeno disuelto, etc.) (Adetunji & Olaniran, 2021). 

Inóculo. Es la suspensión de células microbianas en estado activo de crecimiento que se 

añada al medio de cultivo de producción para iniciar el proceso fermentativo. La concentración 

del inóculo influye directamente en la cinética de crecimiento y el rendimiento enzimático final 

(Goswami & Tipre, 2025). 

Temperatura de incubación. Es la condición térmica a la que se mantiene el cultivo 

microbiano durante el proceso fermentativo, y que puede afectar la cinética de crecimiento 

celular, la velocidad de síntesis y la secreción de enzimas extracelulares (Elibol & Özer, 2010). 

Tiempo de incubación. Es el período transcurrido desde la inoculación hasta la toma de 

muestra para análisis (Mehrabi et al., 2017). 

Halo de hidrólisis. Es la zona de aclaramiento o de fluorescencia que se forma alrededor 

de una colonia bacteriana o de un pozo enzimático en un medio sólido suplementado con un 

sustrato específico (Kouker & Jaeger, 1987). 

Titulometría enzimática. Es el método cuantitativo empleado para determinar una 

actividad específica. En el caso de las lipasas, se basa en la neutralización con NaOH de los 

ácidos grasos libres generados por la hidrólisis enzimática de una emulsión lipídica, usando 

fenolftaleína como indicador colorimétrico del punto de equivalencia (Mohaini et al., 2022). 

Sobrenadante enzimático. Es la fracción líquida obtenida tras la centrifugación del 

cultivo microbiano, libre de células y restos celulares (Abdelaziz et al., 2025; Abo El-Naga et al., 

2025). 

Bioproceso. Es un proceso industrial o biotecnológico que emplea microorganismos, 

células o enzimas para producir o transformar compuestos de interés (Abdelaziz et al., 2025). 

Biotecnología sostenible. Es el conjunto de estrategias y procesos biotecnológicos 

orientados a minimizar el impacto ambiental mediante el uso eficiente de recursos (Goswami & 

Tipre, 2025). 
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2.3 Marco Teórico 

2.3.1 Las Lipasas: Definición, Clasificación y Propiedades Bioquímicas 

2.3.1.1 Definición y Nomenclatura 

 

Las lipasas (triacilglicerol acil-hidrolasas, EC 3.1.1.3) constituyen una de las familias 

enzimáticas de mayor relevancia biotecnológica e industrial. Desde el punto de vista bioquímico, 

son hidrolasas de serina que catalizan la hidrólisis de los enlaces éster en triglicéridos de cadena 

larga, liberando ácidos grasos libres, diglicéridos, monoglicéridos y glicerol. Una característica 

estructural definitoria de las lipasas verdaderas, que las distingue de las esterasas simples, es el 

fenómeno de activación interfacial, por el cual su actividad catalítica se incrementa notablemente 

en la interfase agua-lípido, donde los sustratos hidrofóbicos forman una emulsión (Jaeger et al., 

1999; Gupta et al., 2004). 

Estructuralmente, las lipasas poseen un pliegue característico denominado pliegue α/β-

hidrolasa, en el que la tríada catalítica compuesta por un residuo de serina nucleofílico, un 

residuo de ácido aspártico o glutámico usado como estabilizador de carga, y un residuo de 

histidina que actúa como base general, se encuentra conservada evolutivamente. Esta tríada es la 

responsable del mecanismo de catálisis nucleofílica que permite atacar el enlace éster del sustrato 

lipídico (Ollis et al., 1992; Verger, 1997). En el caso específico de las lipasas de Bacillus spp., la 

tríada catalítica se identifica típicamente como Serina (Ser), Aspartato (Asp), e Histidina (Hisp), 

cuyos residuos exactos varían según la subfamilia; siendo que en la subfamilia I.4 a la que 

pertenecen las lipasas de B. licheniformis y B. pumilus los residuos son Ser-107, Asp-159 e His-

182 (Ahmad et al., 2024). 

Además de la función hidrolítica en medios acuosos, las lipasas poseen la extraordinaria 

capacidad de catalizar reacciones reversas y de transferencia cuando se trabaja en ambientes con 

baja actividad de agua incluyendo: esterificación (síntesis directa de ésteres), transesterificación, 

interesterificación, aminólisis y acidólisis. Esta versatilidad catalítica es la base de sus múltiples 

aplicaciones industriales (Sarmah et al., 2018; Eskandari et al., 2024). 

2.3.1.2 Clasificación de las Lipasas Bacterianas 

La clasificación sistemática más ampliamente aceptada para las lipasas bacterianas fue 

propuesta por Arpigny y Jaeger (1999) siendo revisada y expandida posteriormente. En dicha 
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clasificación, basada en la comparación de secuencias aminoacídicas y propiedades bioquímicas, 

las lipasas se agrupan en ocho familias principales (I a VIII), con varias subfamilias dentro de 

cada una. 

La familia I, denominada también familia de las verdaderas lipasas bacterianas, agrupa las 

enzimas mejor caracterizadas e industrialmente más relevantes. Esta familia se subdivide en seis 

subfamilias (I.1 a I.6). Las lipasas del género Bacillus pertenecen fundamentalmente a la 

subfamilia I.4, y en menor medida a otras subfamilias. La subfamilia I.4 se caracteriza por 

presentar enzimas de bajo peso molecular (19-22 kDa) y por ausencia de dominios de tapa en 

lipasas (lid domain) lo que confiere una activación interfacial menos pronunciada. Estas tienen 

preferencia por sustratos de cadena corta a media, con un comportamiento mesofílico de 

temperatura óptima cercana a los 35-40 °C (Ahmad et al., 2024; Arpigny & Jaeger, 1999). 

Otras clasificaciones funcionalmente relevantes dividen las lipasas según sus propiedades 

fisicoquímicas: las lipasas alcalinas están activas en pH 8-11 y son altamente deseadas en la 

industria de detergentes, las lipasas termoestables con actividad sostenida por encima de 50-60 °C, 

las lipasas psicrófilas que se encuentran activas a bajas temperaturas, y aquellas lipasas tolerantes 

a solventes orgánicos (Morya et al., 2024; Bashir et al., 2025). 

2.3.1.3 Estructura Molecular y Mecanismo Catalítico 

El mecanismo catalítico de las lipasas sigue la vía de catálisis ácido-base general con 

formación de un intermediario acil-enzima, descrita originalmente para las proteasas de serina. El 

proceso ocurre en dos etapas, en la primera etapa ocurre la acilación, dónde el oxígeno del 

residuo de serina ataca nucleofílicamente al carbono carbonílico del sustrato éster, formando un 

intermediario tetraédrico que colapsa para liberar el primer producto (alcohol) y genera la enzima 

acilada; en la segunda etapa ocurre la desacilación, dónde una molécula de agua actúa como 

nucleófilo para hidrolizar la acil-enzima, regenerando la enzima libre y liberando el segundo 

producto (ácido carboxílico) (Jaeger et al., 1999; Sarmah et al., 2018). 

La activación interfacial, propiedad distintiva de las verdaderas lipasas, se explica por la 

presencia del dominio tapa (lid domain). Esta es una estructura secundaria anfipática 

(generalmente una hélice α) que en solución acuosa cubre el sitio activo hidrofóbico manteniendo 

la enzima en conformación cerrada e inactiva. Al entrar en contacto con una interfase agua-

lípido, el lid se desplaza exponiendo el sitio activo y generando un aumento dramático de la 
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actividad catalítica. Este fenómeno se ha demostrado mediante cristalografía de rayos X en 

lipasas modelo como la de Rhizomucor miehei y Candida rugosa (Verger, 1997; Ollis et al., 

1992). 

En las lipasas de la subfamilia I.4 de Bacillus, la ausencia del dominio lid implica que la 

enzima se mantiene en estado activo sin requerir una interfase lipídica definida, lo que las hace 

aptas para actuar sobre sustratos en concentraciones bajas. Esta propiedad estructural se 

correlaciona con los valores de Km más reducidos reportados para estas enzimas frente a p-

nitrofenil palmitato, el cual es un sustrato sintético comúnmente empleado en ensayos 

enzimáticos estandarizados (Ahmad et al., 2024). 

2.3.1.4 Propiedades Fisicoquímicas de las Lipasas Microbianas 

En cuanto a las propiedades fisicoquímicas de las lipasas microbianas, estas exhiben una 

notable variabilidad según la cepa productora y las condiciones de producción. En términos 

generales, las lipasas bacterianas presentan las siguientes características que determinan su 

aptitud para aplicaciones industriales: 

Temperatura óptima y termo estabilidad: La mayoría de las lipasas de Bacillus son 

mesófilas, con temperaturas óptimas de actividad entre 30 y 60 °C, no obstante, se han descrito 

variantes termoestables capaces de mantener actividad catalítica por encima de 70 °C. En 

particular, lipasas de Bacillus licheniformis muestran elevada termoestabilidad y conservan 

actividad significativa a temperaturas elevadas, tal como se ha documentado en revisiones 

recientes sobre lipasas bacterianas (Hasan et al., 2021; Kumar et al., 2023). Esta estabilidad se 

asocia con rasgos estructurales como mayor compactación del núcleo hidrofóbico, incremento de 

interacciones electrostáticas y, en algunos casos, la presencia de puentes disulfuro, factores que 

contribuyen a la resistencia térmica de la enzima (Vieille & Zeikus, 2001). Estas propiedades 

hacen que las lipasas de Bacillus sean especialmente atractivas para aplicaciones industriales a 

temperaturas elevadas. 

pH óptimo y estabilidad alcalina: Las lipasas de Bacillus presentan actividad óptima 

predominante a rangos neutros a alcalinos (pH 7-11). Se han descrito enzimas con marcada 

alcalino tolerancia, capaces de mantener actividad catalítica en condiciones altamente alcalinas, 

lo que las hace especialmente atractivas para aplicaciones en detergentes industriales. Esta 

propiedad ha sido ampliamente reportada en especies como Bacillus licheniformis, B. atrophaeus 
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y B. pumilus, las cuales exhiben estabilidad estructural y funcional en medios alcalinos (Morya et 

al., 2024; Bornscheuer et al., 2022). 

Peso molecular: Las lipasas de Bacillus pertenecientes a la subfamilia I.4 se caracterizan 

por presentar pesos moleculares bajos, típicamente en el rango de 19-22 kDa, siendo 

consideradas entre las lipasas más pequeñas descritas. Este comportamiento es consistente entre 

especies como Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. pumilus y B. amyloliquefaciens, lo que 

refleja la alta homología de secuencia y conservación estructural dentro de esta subfamilia. En 

contraste, las lipasas de mayor peso molecular (>40 kDa), menos frecuentes en este género, 

suelen exhibir mayor estabilidad estructural y térmica (Khurana et al., 2015; Almansoori et al., 

2024). 

Especificidad de sustrato: Las lipasas microbianas generalmente exhiben preferencia por 

sustratos de cadena media a larga (C8-C18), aunque la especificidad exacta varía según la cepa. 

Las lipasas de B. amyloliquefaciens PS35 mostraron preferencia por ésteres de p-nitrofenol de 

cadena larga, comportamiento característico de las verdaderas lipasas (Kanmani et al., 2015). Las 

lipasas de B. pumilus, en cambio, han sido reportadas con tendencia hacia sustratos de cadena 

corta a media (Gupta et al., 2004). 

Efecto de iones metálicos: Los iones metálicos divalentes, en particular Ca²⁺ y Mg²⁺, 

tienen un efecto estimulante sobre la actividad lipásica en la mayoría de las cepas de Bacillus. El 

Ca²⁺ se considera un cofactor estructural que estabiliza la conformación activa de la enzima a 

través de la formación de puentes de coordinación. En contraste, iones como Hg²⁺, Cu²⁺ y Zn²⁺ 

generalmente inhiben la actividad al interactuar con residuos del sitio activo (Gupta et al., 2004; 

Morya et al., 2024). 

2.3.2 El Género Bacillus como Fuente de Lipasas Industriales 

El género Bacillus agrupa bacterias Gram-positivas, aerobias o anaerobias facultativas, 

caracterizadas por su capacidad de formar endosporas altamente resistentes a condiciones 

extremas. Esta propiedad, junto con su robustez metabólica, las convierte en organismos 

altamente adecuados para procesos biotecnológicos industriales, ya que permite garantizar la 

estabilidad, fácil conservación y tolerancia a variaciones ambientales durante la fermentación 

(Schallmey et al., 2004). 

A nivel industrial, Bacillus representa uno de los principales sistemas de producción de 
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enzimas, incluyendo lipasas, proteasas y amilasas. Su relevancia radica en su eficiente sistema de 

secreción Sec, que permite la liberación directa de enzimas activas al medio extracelular, 

simplificando los procesos de recuperación y reduciendo costos operativos (Danilova & 

Sharipova, 2020). Además, el conocimiento genómico de especies como Bacillus licheniformis, 

Bacillus amyloliquefaciens, y Bacillus subtilis ha permitido identificar múltiples genes asociados 

a la producción de lipasas, evidenciando su potencial como plataformas biotecnológicas (Chen et 

al., 2007; Veith et al., 2004). 

Dentro de este género, Bacillus licheniformis destaca por su capacidad de producir lipasas 

termoestables y activas en condiciones alcalinas, lo que la convierte en un microorganismo clave 

para aplicaciones en detergentes y en la industria alimentaria. Sus enzimas presentan actividad en 

un amplio rango de pH y temperatura, con estructuras conservadas típicas de lipasas bacterianas 

(tríada Ser-Asp-His y motivo GXSXG) lo que asegura estabilidad catalítica (Gupta et al., 2004; 

Rehman et al., 2022). Además, su estatus GRAS (Generally Recognized as Safe) favorece su uso 

en procesos industriales regulados. 

Por su parte, Bacillus subtilis es uno de los organismos modelo mejor estudiado en 

biotecnología. Se caracteriza por su elevada capacidad de secreción enzimática y facilidad de 

manipulación genética. Sus lipasas (LipA y LipB) presentan alta estabilidad y eficiencia catalítica, 

con aplicaciones en la síntesis de biodiésel, producción de ésteres y control de biopelículas. La 

posibilidad de optimizar su producción mediante estrategias estadísticas y el uso de sustratos 

agroindustriales refuerza su importancia como sistema de producción sostenible (Eggert et al., 

2001; Sharma et al., 2022; Singh et al., 2023). 

En contraste, Bacillus pumilus se distingue por su resistencia a condiciones extremas, 

incluyendo radiación, salinidad y solventes orgánicos. Esta característica se traduce en la 

producción de lipasas altamente estables, incluso en ambientes no convencionales, lo que resulta 

especialmente valioso para procesos industriales como la síntesis de biodiésel y aplicaciones en 

química fina. Adicionalmente, su capacidad de producir enzimas mediante fermentación en 

estado sólido utilizando residuos agroindustriales representa una ventaja económica significativa 

(Kumar et al., 2011; Kim et al., 2002). 

Finalmente, Bacillus amyloliquefaciens combina una alta capacidad enzimática con la 

producción de metabolitos secundarios de interés industrial. Sus lipasas presentan buena 
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estabilidad térmica y alcalina, siendo útiles en la producción de biocombustibles y formulaciones 

detergentes. Además, esta especie destaca por su capacidad de utilizar sustratos de bajo costo en 

fermentación en estado sólido, lo que reduce significativamente los costos de producción. Su 

potencial como plataforma recombinante para la expresión de lipasas con propiedades mejoradas 

refuerza su relevancia en biotecnología moderna (Liu et al., 2014; Hmidet et al., 2018; Mazhar et 

al., 2023). 

En conjunto, las especies del género Bacillus constituyen una fuente estratégica de lipasas 

industriales debido a su diversidad metabólica, estabilidad en condiciones extremas y facilidad de 

producción a gran escala. Estas características posicionan a este género como uno de los pilares 

en el desarrollo de bioprocesos sostenibles y económicamente viables. 

2.3.3 Factores que Influyen en la Producción de Lipasas Microbianas 

2.3.3.1 Fuentes de Carbono e Inductores Lipídicos 

La fuente de carbono es uno de los factores determinantes en la producción de lipasas 

microbianas, particularmente en especies del género Bacillus, donde los compuestos lipídicos 

actúan como inductores específicos a nivel transcripcional. Aceites vegetales (como el aceite de 

oliva, aceite de palma) así como compuestos anfifílicos como Tween 80 han demostrado inducir 

significativamente la síntesis de lipasas extracelulares al mejorar la biodisponibilidad del sustrato 

y aportar ácidos grasos que activan la expresión génica (Adetunji & Olaniran, 2021; Sharma et 

al., 2022). 

En contraste, fuentes de carbono fácilmente metabolizables como la glucosa pueden 

generar represión catabólica, aunque a concentraciones controladas pueden favorecer el 

crecimiento sin inhibir completamente la producción enzimática (Elibol & Ozer, 2010). El uso de 

residuos agroindustriales ricos en polisacáridos representa una alternativa eficiente y sostenible 

para procesos en fermentación en estado sólido (Mazhar et al., 2023). 

2.3.3.2 Fuentes de Nitrógeno 

Las fuentes de nitrógeno influyen directamente en la síntesis proteica y en la producción 

de enzimas extracelulares. En general, las fuentes orgánicas complejas (peptona, extracto de 

levadura, licor de maíz) son superiores a las inorgánicas, debido a su aporte adicional de 

vitaminas, minerales y factores de crecimiento que favorecen tanto el desarrollo celular como la 

secreción enzimática (Adetunji & Olaniran, 2021). No obstante, ciertas fuentes inorgánicas como 
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NH₄Cl o fosfatos de amonio pueden complementar el medio y mejorar la producción en 

condiciones optimizadas. La selección de la fuente nitrogenada depende de la cepa y del objetivo 

del proceso, ya sea maximizar biomasa o actividad específica (Mehrabi et al., 2017). 

2.3.3.3 Parámetros Fisicoquímicos de Cultivo 

El pH inicial del medio regula tanto el crecimiento microbiano como la estabilidad 

estructural de la lipasa. En Bacillus spp., el rango óptimo de producción suele situarse entre pH 

6.5 y 9.0, favoreciendo condiciones neutras a ligeramente alcalinas (Szymczak et al., 2021). La 

temperatura también es crítica, con valores óptimos generalmente entre 30 y 40 °C para cepas 

mesófilas, lo que optimiza simultáneamente la cinética de crecimiento y la síntesis enzimática 

(Elibol & Özer, 2010). La agitación y aireación influyen en la transferencia de oxígeno y en la 

disponibilidad de sustratos hidrofóbicos, siendo esenciales para bacterias aerobias; velocidades 

moderadas (100–200 rpm) favorecen la producción sin generar estrés celular (Adetunji & 

Olaniran, 2021). 

Finalmente, el tiempo de fermentación determina la fase metabólica en la cual ocurre la 

máxima producción, típicamente en la transición entre fase exponencial tardía y estacionaria, con 

tiempos óptimos entre 24 y 72 h dependiendo de la cepa (Mehrabi et al., 2017). 

2.3.3.4 Efecto de Sales Minerales, Surfactantes y Metales 

Las sales minerales desempeñan un papel clave en la estabilidad y actividad de las lipasas. 

Iones como Ca²⁺ contribuyen a la estabilización estructural de la enzima, mientras que fosfatos y 

Mg²⁺ participan en rutas metabólicas esenciales y favorecen la producción enzimática (Kumar et 

al., 2011; Adetunji & Olaniran, 2021). Los surfactantes, además de actuar como inductores, 

mejoran la emulsificación del sustrato lipídico, incrementando la eficiencia catalítica. 

Por otro lado, el tamaño de inóculo influye en la cinética del cultivo; valores excesivos 

pueden provocar limitación de nutrientes o cambios en el pH, afectando negativamente el 

rendimiento (Kumar et al., 2011). 

2.3.3.5 Métodos de Fermentación: Fermentación Sumergida vs. 

Fermentación en Estado Sólido 

La producción de lipasas puede realizarse mediante fermentación sumergida (SmF) o 

fermentación en estado sólido (SSF). La SmF permite un control preciso de variables operativas y 
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es ampliamente utilizada a escala industrial; sin embargo, implica mayores costos de operación 

(Adetunji & Olaniran, 2021). En contraste, la SSF ofrece ventajas económicas y ambientales al 

emplear residuos agroindustriales como sustratos, además de favorecer la producción de enzimas 

más estables en condiciones de baja actividad de agua. Estudios recientes han demostrado que la 

SSF puede generar lipasas con mejores propiedades fisicoquímicas en comparación con la SmF, 

especialmente en cepas de Bacillus amyloliquefaciens (Mazhar et al., 2023). 

2.3.4 Métodos de Optimización de la Producción de Lipasas 

2.3.4.1 Estrategias de Optimización Clásica 

El enfoque univariado, conocido como OVAT (One Variable At A Time), se basa en la 

modificación individual de cada variable experimental mientras las demás permanecen 

constantes. Aunque su simplicidad metodológica permite una implementación directa en etapas 

exploratorias, presenta limitaciones significativas en sistemas biotecnológicos complejos, ya que 

no permite evaluar efectos de interacción entre variables ni identificar condiciones óptimas 

globales. En consecuencia, su aplicación se restringe principalmente a la determinación 

preliminar de rangos operativos en procesos de producción de lipasas microbianas (Adetunji & 

Olaniran, 2021). No obstante, estudios recientes han demostrado su utilidad en la valorización de 

sustratos de bajo costo, permitiendo establecer condiciones iniciales eficientes en términos de 

rendimiento enzimático antes de la aplicación de metodologías multivariadas (Mehrabi et al., 

2017) 

2.3.4.2 Diseño Plackett-Burman para cribado de variables 

El diseño Plackett-Burman (PBD) constituye una herramienta estadística de cribado 

basada en diseños factoriales fraccionados de dos niveles, ampliamente utilizada en bioprocesos 

con número reducido de experimentos. Este enfoque permite discriminar de manera robusta los 

factores con mayor impacto sobre la producción de lipasas, optimizando el uso de recursos 

experimentales y reduciendo la dimensionalidad del sistema previo a su modelamiento (Singh et 

al., 2021). En sistemas basados en Bacillus spp., su aplicación ha permitido identificar variables 

críticas como fuentes lipídicas, surfactantes y sales minerales, facilitando la posterior 

optimización mediante metodologías de superficie de respuesta (Kumar et al., 2011). La 

eficiencia del PBD radica en su capacidad para evaluar simultáneamente múltiples factores 

fisicoquímicos y nutricionales bajo condiciones experimentales controladas. 
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2.3.4.3 Metodología de Superficie de Respuesta (RSM) y Diseño 

Compuesto Central 

La Metodología de Superficie de Respuesta (RSM) representa un enfoque multivariado 

avanzado que integra herramientas estadísticas y matemáticas para modelar y optimizar procesos 

biotecnológicos. El diseño compuesto central (CCD), ampliamente utilizado en este contexto, 

permite estimar efectos lineales, cuadráticos e interacciones entre variables con alta precisión 

predictiva, utilizando un número limitado de corridas experimentales (Bezerra et al., 2020). Su 

aplicación en la producción de lipasas ha demostrado incrementos significativos en la actividad 

enzimática respecto a métodos convencionales, al permitir la identificación de condiciones 

óptimas globales y no solo locales. En sistemas microbianos, la RSM ha permitido optimizar 

simultáneamente variables como pH, temperatura, tiempo de fermentación y composición del 

medio, logrando mejoras sustanciales en la productividad enzimática y en la eficiencia del 

bioproceso (Kumari et al., 2022). Estos resultados consolidan a la RSM como una herramienta 

clave en el escalamiento industrial de procesos lipolíticos. 

2.3.5 Métodos de Detección de Actividad Lipolítica 

2.3.5.1 Ensayo en Agar Tributirina 

La detección primaria de actividad lipolítica en microorganismos se realiza comúnmente 

mediante cultivo en agar suplementado con tributirina (≈1% v/v) como sustrato lipídico. La 

hidrólisis de este triglicérido de cadena corta genera glicerol y ácidos grasos solubles, 

produciendo halos de aclaramiento alrededor de las colonias productoras de lipasa. Este 

fenómeno permite una evaluación rápida y visual de la actividad enzimática, que puede 

expresarse de forma semicuantitativa mediante el índice de actividad lipolítica (LAI), definido 

como la relación entre el diámetro del halo y el de la colonia. Aunque este método es 

ampliamente utilizado en etapas de tamizaje, su carácter cualitativo limita la comparación precisa 

entre cepas (Adetunji & Olaniran, 2021). 

2.3.5.2 Ensayo con Rodamina B 

El ensayo con Rodamina B es un método cualitativo y semicuantitativo ampliamente 

utilizado en el cribado de microorganismos lipolíticos. Se basa en la incorporación de un sustrato 

lipídico (generalmente trioleína) en agar suplementado con Rodamina B, la cual forma complejos 

fluorescentes con los ácidos grasos liberados durante la hidrólisis. Las colonias productoras de 
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lipasa generan halos fluorescentes de color naranja-rojizo bajo luz UV (350–365 nm), cuya 

intensidad se correlaciona con la actividad enzimática. Este método ha sido adaptado a formatos 

de microplaca para aplicaciones de alto rendimiento, incluyendo el análisis de bibliotecas 

metagenómicas (Kouker & Jaeger, 1987; Zottig et al., 2016). 

2.3.5.3 Ensayo Espectrofotométrico con p-nitrofenil Ésteres 

La cuantificación de la actividad lipásica en extractos enzimáticos se realiza 

frecuentemente mediante el uso de sustratos cromogénicos como el p-nitrofenil palmitato 

(pNPP). La hidrólisis enzimática libera p-nitrofenol (pNP), cuyo aumento de absorbancia a 405 

nm es proporcional a la actividad catalítica. Este método presenta alta sensibilidad, rapidez y 

compatibilidad con formatos de microplaca, lo que permite el análisis simultáneo de múltiples 

muestras bajo condiciones controladas. La actividad enzimática se expresa convencionalmente 

como unidades internacionales (U), correspondientes a la liberación de 1 µmol de pNP por 

minuto (Sharma et al., 2022). 

2.3.5.4 Método Titrimétrico (pH-stat) 

El método titrimétrico constituye una técnica de referencia para la determinación 

cuantitativa de lipasas, basada en la medición de los ácidos grasos libres liberados durante la 

hidrólisis de triglicéridos. Este ensayo emplea emulsiones de sustratos naturales, como aceite de 

oliva, estabilizadas con agentes emulsificantes, y la liberación de ácidos grasos es neutralizada 

mediante titulación continua con NaOH para mantener el pH constante. La variante automatizada 

pH-stat permite monitoreo en tiempo real y alta reproducibilidad, siendo adecuada para estudios 

cinéticos. No obstante, su implementación requiere equipamiento especializado y un control 

riguroso de las condiciones experimentales, particularmente del pH y la estabilidad de la 

emulsión (Stoytcheva et al., 2012). 

2.3.5.5 Ensayos Fluorométricos 

Los métodos fluorométricos han adquirido relevancia debido a su elevada sensibilidad y 

capacidad de miniaturización. Estos ensayos emplean sustratos fluorogénicos, como análogos de 

triacilglicéridos marcados con fluoróforos tipo BODIPY o ésteres de 4-metilumbeliferona. La 

hidrólisis enzimática libera productos fluorescentes cuya intensidad es directamente proporcional 

a la actividad lipásica, permitiendo la determinación de parámetros cinéticos como Vmax y Km en 

sistemas de alto rendimiento. Estos métodos presentan límites de detección en el orden de 
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picomoles, superando significativamente la sensibilidad de técnicas convencionales y facilitando 

el cribado masivo de enzimas (Bílková et al., 2019; Bernal et al., 2024). 

2.3.5.6 Método Conductimétrico 

La determinación conductimétrica de la actividad lipásica se basa en la variación de la 

conductividad eléctrica del medio como consecuencia de la liberación de ácidos grasos 

ionizables. Sustratos como la triacetina son particularmente adecuados debido a su solubilidad en 

agua y a la alta movilidad iónica de los productos generados. Este método permite monitoreo 

continuo en tiempo real sin requerir reactivos cromogénicos; sin embargo, presenta limitaciones 

asociadas a su baja especificidad y alta sensibilidad a variaciones de temperatura, lo que puede 

afectar la reproducibilidad de los resultados (Stoytcheva et al., 2012). 

2.3.6 Aplicaciones Biotecnológicas de las Lipasas Microbianas 

2.3.6.1 Industria Alimentaria 

Las lipasas microbianas desempeñan un papel esencial en la modificación de lípidos para 

mejorar propiedades sensoriales y nutricionales en alimentos. En la industria láctea, catalizan la 

hidrólisis de triglicéridos, liberando ácidos grasos de cadena corta y media que son responsables 

del aroma y sabor de quesos madurados. En panificación, su acción sobre lípidos asociados a 

gluten y almidón genera mono- y diglicéridos con función emulsificante, lo que mejorará la 

estabilidad de la masa, el volumen del pan y la textura de la miga. Asimismo, en la industria de 

aceites y grasas, se emplean en procesos de interesterificación enzimática para producir lípidos 

estructurados con menor contenido de ácidos grasos trans, representando una alternativa más 

sostenible frente a la hidrogenación química (Patel et al., 2021). 

2.3.6.2 Industria de Detergentes 

El sector de detergentes constituye el principal mercado de lipasas industriales debido a la 

necesidad de remover eficientemente contaminantes lipídicos. Las lipasas, particularmente de 

Bacillus spp., presentan elevada estabilidad en condiciones alcalinas y compatibilidad con 

surfactantes, lo que permite su aplicación en formulaciones moderadas de detergentes. Estas 

enzimas facilitan la eliminación de grasas en un amplio rango de temperaturas, favoreciendo el 

desarrollo de productos para lavado en frío y reduciendo el consumo energético. Además, 

mantienen su actividad en presencia de agentes tensioactivos y quelantes, lo que asegura su 

eficiencia en condiciones operativas complejas (Ali et al., 2023). 
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2.3.6.3 Producción de Biodiesel 

La transesterificación enzimática mediada por constituye una alternativa sostenible para la 

producción de biodiésel, permitiendo la conversión de triglicéridos en ésteres alquílicos de ácidos 

grasos bajo condiciones suaves de reacción. Este enfoque ofrece ventajas significativas frente a 

métodos químicos, como mayor selectividad, menor generación de subproductos y capacidad 

para procesar materias primas con alto contenido de ácidos grasos libres. La inmovilización 

enzimática mejora la estabilidad y reutilización del biocatalizador, incrementando la viabilidad 

económica del proceso y facilitando su escalado industrial (Eskandari et al., 2024). 

2.3.6.4 Industria Farmacéutica y Química Final 

Las lipasas son biocatalizadores clave en la síntesis enantioselectiva debido a su alta 

especificidad estereoquímica. Se emplean en la resolución cinética de racematos y en la síntesis 

de intermediarios quirales utilizados en la producción de fármacos cardiovasculares, antivirales y 

antifúngicos. Además, participan en la síntesis de ésteres de vitaminas liposolubles, compuestos 

aromáticos y fragancias, contribuyendo al desarrollo de procesos más selectivos y 

ambientalmente sostenibles en comparación con rutas químicas convencionales (Verma et al., 

2022). 

2.3.6.5 Biorremediación y Tratamiento de Efluentes 

Las lipasas presentan un creciente interés en aplicaciones ambientales, particularmente en 

la degradación de grasas y aceites en efluentes industriales. La hidrólisis de lípidos complejos 

facilita su posterior degradación por microorganismos, mejorando la eficiencia de los procesos de 

tratamiento. Adicionalmente, se ha evidenciado su potencial en la degradación de polímeros tipo 

poliésteres y microplásticos lo que amplía su aplicación en la mitigación de contaminantes 

emergentes. Estas características posicionan a las lipasas como herramientas clave en estrategias 

de biotecnología ambiental y economía circular (Kumar et al., 2023). 
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La segunda etapa comprendió la determinación cuantitativa de la actividad lipásica bajo 

distintas condiciones de temperatura y tiempo de incubación en la cepa seleccionada, empleando 

el método titulométrico descrito por Mohaini et al. (2022), que cuantifica los ácidos grasos 

libres generados durante la hidrólisis enzimática de triglicéridos. 

Adicionalmente, se realizó la determinación del contenido de proteínas en el 

sobrenadante del tratamiento con mayor actividad lipásica para complementar la caracterización 

y establecer una relación entre la actividad enzimática y la concentración proteica del extracto. 

3.2 La Población y la Muestra 

Se utilizaron tres cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus, obtenidas de la 

American Type Culture Collection (ATCC) en formato liofilizado: B. amyloliquefaciens ATCC 

23842, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 y B. pumilus ATCC 700214. Estas tres especies 

poseen estatus GRAS (Generally Recognized as Safe) otorgado por la FDA de los Estados 

Unidos, lo que las establece como seguras para la producción de enzimas industriales. Las cepas 

fueron reactivadas desde los liofilizados según las instrucciones del proveedor, en agar y caldo 

Tripticasa de Soya (TSA – TSB, correspondientemente) a 37°C durante 24 horas, y conservadas 

a 4°C hasta su uso. 

3.3 Los Métodos y las Técnicas 

3.3.1 Preparación de Inóculos 

Las tres cepas fueron cultivadas en Caldo Tripticasa de Soya (TSB) (Tabla 1). El medio 

de cultivo fue preparado conforme a las especificaciones del fabricante. 

CAPÍTULO III: Diseño Metodológico 

3.1 Tipo y Diseño de Investigación 

El presente estudio corresponde a una investigación experimental con enfoque 

cuantitativo, cuyo objetivo fue evaluar la actividad lipásica de tres cepas bacterianas certificadas 

del género Bacillus. El diseño experimental se desarrolló en dos etapas secuenciales. 

La primera etapa consistió en un cribado cualitativo de la actividad lipásica mediante 

placas de agar LB suplementadas con aceite de girasol y Rodamina B, a fin de identificar la 

cepa de mayor productividad. 



26  

Tabla 1 

 

Composición de medio de cultivo Caldo Tripticasa de Soya (TSB) 

Nota. Composición estándar del fabricante (Condalab, ref. 1224). pH final: 7,3 ± 0,2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composición Cantidad (g/L) 

Digerido pancreático de caseína 17,0 

Digerido papaínico de harina de soya 3,0 

Cloruro de sodio (ClNa) 5,0 

Fosfato dipotásico(K2HPO4) 2,5 

Glucosa monohidratada 2,5 

 

Para la preparación del inóculo, se tomó biomasa de placas de TSA con 24 horas de 

crecimiento y se resuspendió en 5 mL de TSB estéril. Matraces Erlenmeyer de 250 mL que 

contenían 100 mL de TSB estéril se inocularon con la suspensión bacteriana previamente 

obtenida. Estos cultivos fueron incubados en agitador orbital a 37°C y 150 rpm durante 24 horas 

(Abo El-Naga et al., 2025). 

3.3.2 Determinación Cualitativa de Actividad Lipasa 

La actividad lipásica se evaluó mediante la hidrólisis de un sustrato lipídico y su 

posterior detección por fluorescencia, lo que permitió una selección preliminar de la cepa 

con mayor potencial lipásico. 

3.3.2.1 Método de Detección de Actividad Lipasa en Agar Rodamina B. 

La detección preliminar de la actividad lipásica se realizó mediante el método de 

difusión en pozo en agar Rodamina B, compuesto por agar LB suplementado con aceite de 

girasol (2,5% v/v) como sustrato lipídico y Rodamina B (0,001% p/v) como indicador 

fluorimétrico, conforme al protocolo de Ng et al. (2022) y Pedroza – Padilla et al. (2017) con 

modificación. Cada cepa fue evaluada por triplicado (n = 3), sembrando cada réplica en una 

placa independiente. 

3.3.2.2 Procedimiento Experimental 

En las placas de agar Rodamina B se realizaron pozos de aproximadamente 5mm de 

diámetro mediante un sacabocados estéril, donde se depositaron 20 μL del sobrenadante de cada 

cultivo bacteriano. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. La actividad lipasa se 

evidenció mediante la formación de halos fluorescentes de color anaranjado alrededor de los 
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pozos, observados al exponer las placas a luz UV-A (λ = 350–360 nm) mediante una lámpara 

UV portátil. 

Como control negativo se empleó TSB estéril sin inocular depositado en un pozo bajo las 

mismas condiciones de incubación, con el fin de descartar reacciones inespecíficas del medio o 

del colorante. Debido a la no disponibilidad de una lipasa comercial purificada, se utilizó la cepa 

Bacillus licheniformis ATCC 14580 como control positivo, considerando que su actividad 

lipásica ha sido previamente documentada y asociada a la presencia de un gen codificante de 

lipasa en su genoma (Almansoori et al., 2024; Reddy et al., 2016). 

3.3.2.3 Medición de Actividad Lipasa 

El diámetro de los halos fluorescentes se midió con una regla milimetrada, tomando dos 

medidas perpendiculares por halo y calculando su promedio. Los resultados se expresaron como 

diámetro de halo promedio ± desviación estándar (mm). 

La cepa que presentó el halo de mayor diámetro e intensidad de fluorescencia fue 

seleccionada para las pruebas posteriores de producción y cuantificación de lipasa bajo 

diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubación. 

3.3.3 Determinación Cuantitativa de Actividad Lipasa 

La cepa bacteriana que presentó la mayor actividad lipásica en la determinación 

cualitativa fue seleccionada para la producción de lipasa en un medio de producción específico 

bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubación. 

3.3.3.1 Medio de Cultivo para Producción de Lipasa 

Para la producción de lipasa se utilizó un medio de cultivo específico, basado en el descrito 

por Goswami y Tipre (2025), con modificación, cuya composición se detalla en la Tabla 2. 

Tabla 2 

 

Composición de medio de cultivo para producción de lipasa extracelular 

 

Composición Cantidad (L) 

Aceite de cocina usado 

Peptona 

Extracto de levadura 

Cloruro de sodio (ClNa) 

Fosfato dipotásico (K2HPO4) 

10 mL 

5,0 g 

5,0 g 

5,0 g 

0,5 g 
 

 



28  

 

 

 

 

 

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 

Dextrosa anhidra (C6H12O6) 

0,5 g 

5,0 g 

 

El pH del medio de cultivo se ajustó a 7,0 por adición de soluciones de hidróxido de 

sodio (NaOH) o ácido clorhídrico (HCl) 0,1 N antes de la esterilización. Una vez a temperatura 

ambiente, fue inoculado a una concentración bacteriana de 1x107 células/mL e incubado en 

agitador orbital a 37°C y 150 rpm durante 24 horas. 

3.3.3.2 Producción de Lipasa Bajo Diferentes Condiciones de 

Temperatura y Tiempo de Incubación 

Con el objetivo de determinar las condiciones de temperatura y tiempo de incubación 

que maximizan la producción de lipasa extracelular de la cepa de Bacillus seleccionada 

previamente, se diseñó un experimento factorial que evaluó tres temperaturas de incubación (30, 

35 y 40°C) en combinación con cuatro tiempos de incubación (24, 48, 72 y 96 horas), conforme 

a lo descrito en la Tabla 3. 

Tabla 3 

 

Diseño experimental para la evaluación del efecto de temperatura y tiempo de 

incubación sobre la producción de lipasa en la cepa de Bacillus seleccionada 

 

Tratamientos Temperatura (°C) Tiempos de incubación Repeticiones 

T 1 30°C 24 h – 48 h – 72 h – 96 h Triplicado (n = 3) 

T 2 35°C 24 h – 48 h – 72 h – 96 h Triplicado (n = 3) 

T 3 40°C 24 h – 48 h – 72 h – 96 h Triplicado (n = 3) 

 

Una concentración de 1x107 células/mL de la cepa de Bacillus con mayor actividad 

lipolítica seleccionada, fue inoculada en el medio de producción específico para lipasa (Tabla 2) 

e incubada en agitación orbital a 150 rpm, a las temperaturas y tiempos de incubación indicados. 

En cada intervalo de tiempo, se tomaron muestras de 2 mL por triplicado, estas fueron 

centrifugadas a 10 000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, y el sobrenadante fue almacenado a –20 

°C hasta la determinación de la actividad lipásica por el método de Mohaini et al. (2022). 

3.3.4 Cuantificación de Actividad Lipásica 

La actividad lipásica fue determinada mediante titulación, siguiendo el método descrito 



29  

 

 

 

 

 

por Mohaini et al. (2022) con modificación, el cual se basa en la cuantificación de los ácidos 

grasos libres liberados durante la hidrólisis de triglicéridos del sustrato lipídico por acción de la 

enzima. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los 

resultados. 

3.3.4.1 Preparación de Sustrato Lipídico 

Se utilizó como sustrato una emulsión de aceite de girasol ajustada a pH 7,0, preparada 

en dos etapas. En primer lugar, en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se disolvieron 10 g de 

goma arábiga en 50 mL de agua destilada bajo agitación constante hasta su completa 

solubilización. A continuación, se añadieron 10 mL de aceite de girasol y la mezcla fue 

homogenizada en vórtex durante 2 minutos hasta obtener una emulsión estable. 

Una vez formada la emulsión, se incorporaron 2 mL de cloruro de calcio (CaCl2) al 0,6% 

(p/v) y 5 mL de buffer fosfato de sodio 0,2 M. El volumen total fue completado a 100 mL con 

agua destilada, manteniendo el pH en 7,0. 

3.3.4.2 Procedimiento Experimental 

Se colocaron 10 mL de la emulsión de sustrato en un matraz Erlenmeyer de 100 mL de 

capacidad, a los cuales se añadieron 0,1 mL de sobrenadante enzimático. Las mezclas se 

incubaron durante 1 hora a 35 °C en agitador orbital a 150 rpm. Transcurrido este tiempo, la 

reacción fue detenida con la adición de 2 mL de solución etanol:acetona (1:1), seguida de 

agitación para homogeneizar. A continuación, se añadieron 3 gotas de fenolftaleína al 1% como 

indicador; las muestras fueron tituladas con NaOH 0,05 M hasta la aparición de una coloración 

rosada persistente (mínimo 30 segundos). Se registró el volumen de NaOH consumido en cada 

caso. 

Como control negativo, se realizaron ensayos en las mismas condiciones experimentales, 

con la diferencia de que el sobrenadante enzimático fue añadido después de la adición de la 

solución etanol:acetona (1:1), con el fin de evitar la hidrólisis del sustrato. 

3.3.4.3 Cálculo de la Actividad Enzimática 

La actividad lipásica se calculó mediante la siguiente ecuación: 

𝑈 (𝑉𝑠 − 𝑉𝑏)𝑥 𝑛 𝑥 1 000 
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑙𝑖𝑝𝑎𝑠𝑎 ( ) = 

𝑆 𝑚𝐿 
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hidrólisis, se expresaron como media ± desviación estándar (n = 3). Previamente, se evaluó la 

normalidad mediante la prueba de Shapiro–Wilk (α = 0,05). En función de los resultados, se 

aplicó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía, seguido de la prueba de Tukey (HSD, p < 

0,05) para la comparación de medias. En caso de no cumplirse la normalidad, se aplicará la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con comparaciones múltiples de Dunn. 

Para la evaluación cuantitativa, los valores de actividad lipásica (U/mL) obtenidos bajo 

diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubación se expresaron como media ± 

desviación estándar (n = 3) y se analizaron mediante un ANOVA bifactorial, previa verificación 

de normalidad (Shapiro-Wilk, α = 0,05) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Se 

consideraron como variables independientes a la temperatura y el tiempo de incubación, así 

como su interacción, utilizando la actividad lipásica como variable dependiente. 

Cuando se observaron diferencias significativas (p < 0,05), se empleó la prueba de 

Tukey para la comparación de medias. Los resultados se representaron mediante curvas de 

producción enzimática en función de la temperatura y tiempo de incubación. 

La concentración de proteína determinada en la condición de mayor actividad lipásica se 

expresó como media ± desviación estándar (n = 3), y se utilizó para calcular la actividad 

específica de la enzima (U/mg). Todos los análisis se realizaron en R (versión 4.3), considerando 

un nivel de significancia de p < 0,05. 

Donde: 

VS = volumen de NaOH consumido en la muestra (mL) 

VB = volumen de NaOH consumido en el blanco (mL) 

N = molaridad de la solución de NaOH (0,05 M) 

S = volumen de la solución sustrato (10 mL) 

1 000 = factor de conversión de equivalentes a micromoles 

La actividad lipásica se expresó en U/mL, donde una unidad (U) equivale a la cantidad 

de lipasa capaz de liberar 1 μmol de ácido graso libre por minuto bajo condiciones del ensayo 

(Mohaini et al., 2022). 

3.4 Procesamiento Estadístico de la Información 

Los datos de determinación cualitativa, correspondientes al diámetro de los halos de 
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CAPÍTULO IV: Análisis e Interpretación de Resultados 

 

4.1 Análisis e Interpretación de Resultados 

En el presente capítulo se exponen los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo 

experimental, estructurados en dos fases secuenciales que responden a los objetivos específicos 

planteados en el Capítulo I. La primera fase corresponde a la evaluación cualitativa de la 

actividad lipásica de tres cepas del género Bacillus mediante el método de agar Rodamina B, 

cuyo propósito fue seleccionar la cepa de mayor potencial lipásico. La segunda fase comprendió 

la cuantificación de la actividad enzimática de la cepa seleccionada bajo un diseño factorial de 

temperaturas (30, 35 y 40 °C) y tiempos de incubación (24, 48, 72 y 96 horas), con el fin de 

identificar las condiciones óptimas de cultivo. Adicionalmente se presentan los resultados de 

actividad lipasa en la condición de mayor producción enzimática. 

4.1.1 Evaluación Cualitativa de la Actividad Lipásica: Ensayo en Agar 

Rodamina B 

La actividad lipásica de las cepas evaluadas se determinó cualitativamente mediante el 

método de difusión en pozo en agar Rodamina B suplementado con aceite de girasol usado al 

2,5 % (v/v) como sustrato lipídico. Este ensayo permitió detectar la actividad lipásica a través de 

la formación de halos fluorescentes generados por la interacción de la Rodamina B con los 

ácidos grasos libres liberados durante la hidrólisis del aceite presente en el medio. 

Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias en la intensidad y extensión de la 

fluorescencia observada entre las cepas evaluadas. El control negativo, constituido por caldo 

TSB estéril sin sobrenadante bacteriano, no presentó fluorescencia anaranjada alrededor del 

pozo, confirmando la ausencia de actividad lipolítica y la especificidad del método. Por su parte, 

el control positivo correspondiente a Bacillus licheniformis ATCC 14580 mostró una 

fluorescencia anaranjada claramente visible, corroborando la adecuada funcionalidad del ensayo. 

En cuanto a las cepas experimentales, B. pumilus ATCC 700214 presentó fluorescencia 

difusa con menor extensión e intensidad alrededor del pozo, interpretándose como actividad 

lipasa positiva de carácter moderado. Por su parte, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 y B. 

amyloliquefaciens ATCC 23842 mostraron fluorescencia anaranjada amplia e intensa, con zonas 

de mayor concentración alrededor de los pozos, lo que se interpretó como actividad lipasa 

positiva alta en ambos casos. 
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4.1.1.1 Medición de la actividad lipasa 

Aunque se observó fluorescencia positiva en las cepas evaluadas, los halos observados no 

presentaron bordes definidos ni delimitación circular uniforme, lo que impidió realizar 

mediciones milimétricas del diámetro de hidrólisis. Por esta razón, los resultados se interpretaron 

únicamente a partir de criterios cualitativos: presencia, extensión e intensidad visual de la 

fluorescencia anaranjada. Los resultados del ensayo cualitativo de actividad lipásica se resumen 

en la Tabla 4. 

Tabla 4 

 

Evaluación cualitativa de la actividad lipásica de las cepas de Bacillus spp. en agar 

Rodamina B bajo luz UV-A (λ = 350–360 nm) 

 
 

Muestra Tipo de muestra Observación visual 

 

Caldo TSB estéril sin 

Interpretación 

cualitativa 

C (-) 

 

 

C (+) 

M1 

M2 

M3 

sobrenadante bacteriano 

Bacillus licheniformis 

ATCC 14580 

Bacillus pumilus 

ATCC 700214 

Bacillus subtilis subsp. 

spizizenii ATCC 6633 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

ATCC 23842 

Ausencia de fluorescencia Negativa 

 

 

Fluorescencia amplia  Positiva alta 

Fluorescencia difusa Positiva moderada 

Fluorescencia amplia  Positiva alta 

Fluorescencia amplia Positiva alta 

 

C (-): Control negativo; C (+): Control 

 

Nota. La interpretación cualitativa se basó en la presencia, extensión e intensidad visual 

de la fluorescencia anaranjada bajo luz UV-A (λ = 350–360 nm). La ausencia de halos con 

bordes definidos imposibilitó la medición milimétrica del diámetro de hidrólisis. 

4.1.2 Selección de la Cepa de Bacillus con Mayor Potencial Lipásico 

Los resultados obtenidos en el ensayo cualitativo en agar Rodamina B mostraron que 
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Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 y Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 

presentaron actividad lipásica elevada, evidenciada por la formación de halos de fluorescencia 

anaranjada amplios e intensos alrededor de los pozos. Debido a la similitud observada en la 

extensión e intensidad de la fluorescencia y a la imposibilidad de realizar mediciones 

cuantitativas confiables de los halos, no fue posible establecer diferencias entre ambas cepas 

mediante esta etapa de cribado cualitativo. 

Ante la ausencia de criterios cuantitativos que permitieran discriminar entre las dos cepas 

con mayor actividad aparente, se seleccionó B. amyloliquefaciens ATCC 23842 para la fase de 

cuantificación de actividad lipásica. Esta decisión se fundamentó en la menor disponibilidad de 

información reportada para esta especie en comparación con B. subtilis, permitiendo orientar el 

estudio hacia la generación de resultados sobre una cepa con potencial lipásico demostrado y 

menor grado de caracterización en condiciones experimentales similares a las evaluadas en la 

presente investigación. 

La variabilidad observada entre las cepas evaluadas confirma la primera parte de la 

hipótesis, que establece que "la actividad lipasa de las cepas evaluadas del género Bacillus 

difieren entre sí" 

4.1.3 Efecto de la Temperatura y el Tiempo de Incubación sobre la 

Producción de Lipasa en Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 

Una vez seleccionado B. amyloliquefaciens ATCC 23842 como la cepa de mayor 

potencial lipásico, se procedió a cuantificar su producción de lipasa extracelular bajo un diseño 

factorial que combinó tres temperaturas (30, 35 y 40 °C) y cuatro tiempos de incubación (24, 48, 

72 y 96 horas), en el medio de producción específico. Cada condición se evaluó por triplicado 

(n=3). La actividad lipásica se determinó mediante el método titulométrico. 

En la Tabla 5 se presentan los valores de actividad lipásica obtenidos para cada 

combinación de temperatura y tiempo de incubación. En la Figura 1 se muestra la evolución 

temporal de la producción enzimática a las tres temperaturas evaluadas. 
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Tabla 5 

 

Actividad lipásica (U/mL) de Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 bajo diferentes 

condiciones de temperatura y tiempo de incubación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Tratamie nto 

Tiempo Temperatura 
(U /mL) Medi a ± DE 

(Horas) (ºC)   

24 30 14,0 1,5 

48 30 20,0 0,5 

72 30 20,2 0,8 

96 30 19,8 1,3 

24 35 14,5 2,2 

48 35 19,8 1,3 

72 35 19,2 1,5 

96 35 19,2 1,3 

24 40 15,3 0,8 

48 40 19,8 0,8 

72 40 20,2 1,3 

96 40 20,5 0,5 

 

Nota: Actividad determinada por titulometría con NaOH 0,05 M, usando emulsión de 

aceite usado como sustrato. DE: desviación estándar. 

Con el fin de determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de incubación sobre la 

producción de lipasa, se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) bifactorial sobre los valores de 

actividad lipásica (U/mL) obtenidos para el tratamiento. Previamente, se verificó el 

cumplimiento de los supuestos del modelo: la prueba de Shapiro-Wilk aplicada sobre los 

residuales del modelo no mostró evidencia de desviación de la normalidad (W = 0,964; p = 

0,276), y la prueba de Levene confirmó la homogeneidad de varianzas entre los grupos 

experimentales (F = 0,391; p = 0,947), por lo que se procedió con el análisis paramétrico. 

El ANOVA bifactorial mostró que la temperatura de incubación no tuvo un efecto 

estadísticamente significativo sobre la actividad lipásica (F = 1,270; p = 0,299). En contraste, el 



35  

 

 

 

 

 

tiempo de incubación influyó de manera significativa sobre la producción enzimática (F = 

41,394; p < 0,001). La interacción entre ambos factores no resultó significativa (F = 0,408; p = 

0,867), lo que indica que el patrón de producción en función del tiempo fue consistente en las 

tres temperaturas evaluadas. 

Dado que el factor tiempo fue el único significativo, se aplicó la prueba de 

comparaciones múltiples de Tukey (HSD) sobre este factor. Los resultados mostraron que la 

actividad lipásica registrada a las 24 horas de incubación (14,6 ± 1,5 U/mL) fue 

significativamente menor que la observada a las 48 horas (19,9 ± 0,8 U/mL; p < 0,001), 72 horas 

(19,8 ± 1,2 U/mL; p < 0,001) y 96 horas (19,8 ± 1,1 U/mL; p < 0,001). No se encontraron 

diferencias significativas entre los tiempos de 48, 72 y 96 horas entre sí (p > 0,05 en todas las 

comparaciones), lo que evidencia que la producción enzimática alcanza una meseta a partir de 

las 48 horas de incubación, sin incrementos adicionales relevantes hasta las 96 horas. 

En conjunto, estos resultados indican que la condición más eficiente para la producción 

de lipasa por B. amyloliquefaciens ATCC 23842 corresponde a 48 horas de incubación, 

independientemente de la temperatura empleada dentro del rango evaluado (30–40 °C), dado que 

tiempos de incubación más prolongados no se tradujeron en una mayor actividad enzimática. 

 

 

Figura 1 

Curva de producción de lipasa de Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 en función 

del tiempo de incubación, a las tres temperaturas evaluadas. Los puntos representan la media ± 

desviación estándar (n = 3) 
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CAPÍTULO V: Conclusiones, Discusión y Recomendaciones 

 

5.1 Discusión 

Los resultados obtenidos en la fase cualitativa muestran que las cepas ATCC evaluadas 

del género Bacillus presentan diferencias significativas en su actividad lipásica, evidenciadas 

por la formación de halos fluorescentes en agar Rodamina B. Este hallazgo es consistente con lo 

reportado por Foronda et al. (2025) en su estudio sobre la producción de lipasa a partir de 

Bacillus safensis VC-6, quienes emplearon la intensidad del halo fluorescente en placas con 

Rodamina B como criterio de selección de la cepa con mayor actividad lipásica. Esto pone de 

manifiesto la utilidad del ensayo como una herramienta de discriminación entre cepas previo a 

cualquier proceso de optimización de condiciones de cultivo. 

La utilización de agar Rodamina B suplementado con aceite de girasol usado como 

sustrato lipídico permitió distinguir el potencial lipásico de cada cepa evaluada, de acuerdo con 

el protocolo clásico de Kouker y Jaeger (1987), ampliamente utilizado en estudios de tamizaje 

microbiológico (Rabbani et al., 2013; Xu et al., 2024). 

Las diferencias en la actividad lipásica observadas entre las cepas evaluadas, donde B. 

subtilis subsp. spizizenii y B. amyloliquefaciens presentaron los halos de mayor intensidad en 

comparación con B. pumilus, presentan una tendencia consistente con lo documentado por Shart 

& Elkhalil (2020). Estos autores reportaron una marcada heterogeneidad en la producción 

lipásica entre cepas, rasgo atribuible no solo a factores intrínsecos de cada cepa sino a 

condiciones experimentales como el tiempo de incubación. 

La actividad del control positivo B. licheniformis ATCC 14580 también fue detectada, lo 

que confirma la validez del ensayo empleado. Este resultado es coherente con lo reportado por 

Almansoori et al. (2024), quienes confirmaron la presencia de un gen codificante de lipasa en el 

genoma de esta cepa, con actividad demostrable en ensayos en placa. La ausencia de halo en el 

control negativo (TSB sin inocular) descartó interferencias del medio o del colorante. 

En cuanto a la metodología de detección, el uso de aceite de girasol usado como sustrato 

lipídico en lugar del aceite de oliva convencional representa una adaptación justificada que 

busca abordar una problemática ambiental relevante como lo es el vertido de aceites vegetales 

usados en suelos y cuerpos de agua. Sin embargo, es importante reconocer que la composición 

de ácidos grasos del aceite de girasol difiere de la del aceite de oliva. Mientras el aceite de oliva 

es predominantemente rico en ácido oleico, el aceite de girasol contiene mayor proporción de 
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ácido linoleico, lo que puede influir tanto en la intensidad del halo como en la especificidad de 

la señal fluorescente generada por la Rodamina B. No obstante, investigaciones previas han 

demostrado que las lipasas microbianas, son capaces de hidrolizar una amplia gama de sustratos 

lipídicos, como lo evidencia Abo El-Naga et al. (2025), quienes optimizaron la producción de 

lipasa a partir de Bacillus subtilis utilizando suero de leche como sustrato, obteniendo resultados 

prometedores para aplicaciones biotecnológicas. 

Respecto a los factores de cultivo, el medio específico para producción de lipasa 

empleado en la fase cuantitativa se diseñó con base en el trabajo de Goswami y Tipre (2025), 

quienes emplearon aceite de cocina usado como inductor lipídico y peptona/extracto de levadura 

como fuentes nitrogenadas. Esta formulación es coherente con lo descrito por Adetunji y 

Olaniran (2021), quienes destacaron que las fuentes orgánicas de nitrógeno y los sustratos 

lipídicos inductores maximizan la secreción extracelular de lipasas en cepas mesófilas de 

Bacillus. 

Una vez establecida la idoneidad metodológica del ensayo cualitativo y de las 

condiciones de cultivo empleadas, los resultados de la fase de optimización cuantitativa 

permiten profundizar en el efecto específico de la temperatura y el tiempo de incubación sobre 

el rendimiento enzimático de la cepa seleccionada. 

Respecto al efecto de las condiciones de cultivo sobre la producción enzimática, los 

resultados del presente estudio mostraron que la temperatura, dentro del rango mesofílico 

evaluado (30 - 40 °C), no constituyó un factor determinante de la actividad lipásica de B. 

amyloliquefaciens ATCC 23842 (p = 0,299). Este hallazgo es consistente con el 

comportamiento mesófilo característico de las lipasas del género Bacillus, cuyos rangos óptimos 

de temperatura se sitúan típicamente entre 30 y 40 °C (Nadaf et al., 2025), lo que sugiere una 

tolerancia fisiológica de la cepa a la variación térmica dentro de este intervalo, sin comprometer 

su capacidad de secreción enzimática. 

Cabe señalar que estudios que han ampliado el rango de temperatura evaluado más allá 

del intervalo mesofílico, como el de Shart y Elkhalil (2020), quienes examinaron temperaturas 

de hasta 90°C, han encontrado diferencias marcadas en la temperatura óptima entre distintos 

aislados de Bacillus (40, 60 y 75 °C, según el aislado). Esto sugiere que la variabilidad térmica 

del género podría manifestarse de forma más pronunciada fuera del rango mesofílico estrecho 

explorado en el presente estudio, lo que podría explicar, al menos en parte, la falta de 
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significancia estadística de este factor en el diseño experimental empleado. 

En contraste, el tiempo de incubación se confirmó como la variable determinante del 

rendimiento enzimático, con un incremento marcado de la actividad lipásica entre las 24 y 48 

horas, seguido de una fase de estabilización hasta las 96 horas. Este patrón es coherente con la 

dinámica de producción de enzimas extracelulares descrita para Bacillus spp., en la que la 

síntesis máxima de lipasa ocurre durante la transición entre la fase exponencial tardía y la fase 

estacionaria del crecimiento bacteriano, posiblemente asociada a mecanismos de regulación por 

quorum sensing y a la disponibilidad decreciente de nutrientes en el medio (Adetunji & 

Olaniran, 2021). La estabilización de la actividad lipásica observada entre las 48 y 96 horas 

podría explicarse por los mecanismos de regulación que controlan la secreción de enzimas 

extracelulares en Bacillus spp. durante la fase estacionaria, los cuales involucran sistemas de dos 

componentes (DegS-DegU) y de quorum sensing (ComQXPA), cuya expresión varía según la 

etapa de crecimiento del cultivo (Feng et al., 2025). 

Estos resultados tienen una implicación práctica relevante: dado que no se observaron 

diferencias significativas en la actividad lipásica entre 48 y 96 horas, la condición de 48 horas de 

incubación representa la combinación más eficiente en términos de tiempo de proceso, sin 

comprometer el rendimiento enzimático. Este intervalo coincide, además, con el tiempo óptimo 

de incubación reportado por Shart y Elkhalil (2020) para el aislado de mayor actividad lipásica 

global de su estudio, el cual alcanzó su máxima producción también a las 48 horas; no obstante, 

estos mismos autores documentaron tiempos óptimos heterogéneos, entre 24 y 96 horas, según 

el aislado evaluado. Esta coincidencia, junto con la variabilidad reportada entre aislados, 

refuerza el carácter cepa-dependiente de este parámetro y respalda la pertinencia de procesos de 

optimización específicos por cepa. Esto reviste particular importancia para el diseño de 

bioprocesos escalables, en los que la reducción del tiempo de fermentación se traduce 

directamente en menores costos operativos y energéticos. Según un estudio sobre expresión 

extracelular de lipasas en Bacillus subtilis, la disminución de la actividad lipásica después de las 

24 horas de cultivo se acompaña de una ligera disminución en la densidad celular, lo cual podría 

atribuirse a la posible liberación de enzimas proteolíticas endógenas por autolisis, dado que 

cepas de Bacillus subtilis deficientes en proteasas extracelulares son propensas a la autolisis tras 

la transición a la fase estacionaria temprana (Reyes et al., 2021). 

La ausencia de interacción significativa entre temperatura y tiempo (p = 0,867) refuerza 
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la robustez del hallazgo anterior, al indicar que el patrón temporal de producción enzimática se 

mantiene independientemente de la temperatura de incubación seleccionada dentro del rango 

ensayado, lo que otorga flexibilidad operativa al momento de definir las condiciones de cultivo a 

escala piloto. 

Cabe destacar que gran parte de la literatura disponible sobre optimización de la 

producción de lipasa en Bacillus se ha desarrollado a partir de aislados ambientales no 

certificados, como los 65 aislados de suelo y efluentes de aceite evaluados por Shart y Elkhalil 

(2020), mientras que los estudios que emplean cepas de colección certificadas bajo condiciones 

estandarizadas y reproducibles continúan siendo escasos. Esto refuerza la pertinencia de la 

presente investigación como aporte a la caracterización del potencial lipolítico de cepas ATCC 

bajo un diseño experimental controlado, sentando bases metodológicas para futuras 

investigaciones orientadas al desarrollo de bioprocesos locales reproducibles. 

5.2 Conclusiones 

Con base en los resultados obtenidos y en correspondencia con los objetivos específicos y 

la hipótesis planteados en la presente investigación, se establecen las siguientes conclusiones: 

La evaluación cualitativa de la actividad lipásica mediante el método de difusión en pozo 

en agar Rodamina B permitió determinar que las tres cepas certificadas del género Bacillus 

evaluadas (B. amyloliquefaciens ATCC 23842, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633 y B. 

pumilus ATCC 700214) presentaron actividad lipásica detectable, evidenciada por la formación 

de halos fluorescentes bajo luz UV-A. Se confirma así la primera parte de la hipótesis planteada, 

según la cual la actividad lipásica de las cepas evaluadas difiere entre sí: B. subtilis subsp. 

spizizenii y B. amyloliquefaciens presentaron los halos de mayor intensidad fluorescente, en 

contraste con B. pumilus, que mostró la menor actividad lipasa relativa en esta fase de detección 

preliminar. 

En atención al segundo objetivo específico, se seleccionó Bacillus amyloliquefaciens 

ATCC 23842 como la cepa de mayor potencial lipásico para los ensayos de optimización 

cuantitativa. Esta decisión se fundamentó en los resultados obtenidos de la fase cualitativa de 

detección enzimática y responde, además, al interés de generar nueva información sobre la 

capacidad de producción de lipasa de una cepa que ha sido escasamente caracterizada en este 

contexto. De este modo, la selección permitió continuar con la fase experimental orientada a 

identificar las condiciones de cultivo que maximizan su producción enzimática, sentando las 
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bases para futuras aplicaciones biotecnológicas. 

En atención al tercer y cuarto objetivos específicos, el análisis de varianza bifactorial 

aplicado a la actividad lipásica de B. amyloliquefaciens ATCC 23842 permitió determinar que el 

tiempo de incubación constituye el factor determinante de la producción enzimática (p < 0,001), 

mientras que la temperatura, dentro del rango mesofílico evaluado (30–40 °C), no ejerció un 

efecto significativo (p = 0,299), tampoco se evidenció interacción significativa entre ambos 

factores (p = 0,867). La prueba de Tukey evidenció que la actividad lipásica alcanza su máximo 

nivel a partir de las 48 horas de incubación, sin diferencias significativas frente a los tiempos de 

72 y 96 horas, por lo que se establece esta condición como la más eficiente para la producción de 

lipasa por la cepa seleccionada. Estos hallazgos confirman la segunda parte de la hipótesis 

planteada, según la cual existe una combinación de temperatura y tiempo de incubación que 

maximiza la actividad enzimática, evidenciando que dicha combinación está determinada 

principalmente por el tiempo de cultivo. 

5.3 Recomendaciones 

Para la práctica 

Con base en los hallazgos de este estudio, se recomienda seguir utilizando Bacillus 

amyloliquefaciens ATCC 23842 como cepa de referencia para el desarrollo de protocolos de 

producción de lipasas a escala de laboratorio, dado su demostrado potencial lipásico en la fase 

cualitativa. Se sugiere adoptar las condiciones óptimas de temperatura y tiempo de incubación 

que se identifiquen en la fase cuantitativa de este estudio como punto de partida para procesos de 

fermentación sumergida a escala piloto. 

Se recomienda también continuar empleando aceite vegetal usado como inductor lipídico 

en el medio de producción, dado que esta práctica no solo reduce los costos del bioproceso, sino 

que ofrece una vía de valorización para un residuo que representa un problema ambiental 

relevante por su vertido inadecuado en suelos y cuerpos de agua. 

Para la aplicación práctica de la lipasa producida por B. amyloliquefaciens, se recomienda 

explorar su uso en el tratamiento de efluentes con alta carga lipídica en industrias alimentarias 

locales, como alternativa biotecnológica de bajo costo frente a los tratamientos químicos 

convencionales. 

Se recomienda emplear un tiempo de incubación de 48 horas para la producción de lipasa 

por B. amyloliquefaciens ATCC 23842, dado que constituye la condición más eficiente en 
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términos de relación rendimiento-tiempo, sin diferencias significativas frente a tiempos de 

incubación más prolongados (72 y 96 horas). Esto permite reducir costos operativos y 

energéticos en futuros procesos de escalamiento. 

En cuanto a la temperatura de incubación, al no haberse identificado diferencias 

significativas entre 30, 35 y 40 °C, se sugiere seleccionar la temperatura operativa con base en 

criterios de eficiencia energética o de compatibilidad con la infraestructura disponible, sin que 

ello comprometa el rendimiento enzimático esperado. 

Se recomienda evaluar tiempos de incubación inferiores a 48 horas (por ejemplo, 

intervalos de 6 o 12 horas) con el fin de caracterizar con mayor precisión la cinética de 

producción de lipasa durante la fase exponencial de crecimiento, y determinar el momento 

exacto en que se alcanza la meseta de producción observada en este estudio. 

Asimismo, dado que no se observaron incrementos adicionales en la actividad enzimática 

más allá de las 48 horas, futuras investigaciones podrían explorar las causas de esta 

estabilización, evaluando la posible degradación proteolítica de la lipasa secretada o la influencia 

de mecanismos de regulación génica asociados a la fase estacionaria del crecimiento bacteriano 

Para la investigación futura 

Los resultados de esta investigación plantean nuevas interrogantes que podrían constituir 

líneas de estudio posteriores. En primer lugar, dado que B. subtilis subsp. spizizenii presentó una 

actividad lipásica cualitativa similar a la de B. amyloliquefaciens en la fase cualitativa, futuras 

investigaciones podrían profundizar en la comparación cuantitativa directa entre ambas cepas 

bajo el mismo diseño factorial de temperatura y tiempo, con el fin de determinar si esta similitud 

cualitativa se mantiene en términos de actividad enzimática real (U/mL) y no únicamente en la 

intensidad del halo de hidrólisis. 

En segundo lugar, se recomienda evaluar el efecto del tipo de sustrato lipídico (aceite de 

girasol usado frente a aceite de oliva u otros aceites vegetales) sobre la magnitud de la señal 

fluorescente en el ensayo de Rodamina B, dado que las diferencias en la composición de ácidos 

grasos entre sustratos podrían estar introduciendo un sesgo metodológico en la comparación del 

potencial lipásico entre cepas. Esta limitación debe considerarse al interpretar y replicar los 

resultados aquí obtenidos. 

En tercer lugar, se sugiere aplicar metodologías de optimización multivariada, como la 

Metodología de Superficie de Respuesta (RSM) con Diseño Compuesto Central (CCD), para 
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optimizar simultáneamente variables adicionales del medio de cultivo (concentración del 

inductor lipídico, pH, velocidad de agitación) en B. amyloliquefaciens, más allá de la 

temperatura y el tiempo de incubación abordados en este estudio. 

Limitaciones del estudio 

Una limitación relevante de la presente investigación fue la imposibilidad de determinar 

la actividad específica de la lipasa (U/mg), que requería la cuantificación de la concentración de 

proteína total del sobrenadante enzimático mediante el método de Bradford (1976). Esta 

determinación no pudo completarse debido a una avería imprevista del espectrofotómetro en la 

fase final del trabajo experimental, lo que impidió realizar las lecturas de absorbancia necesarias 

para dicho ensayo. En consecuencia, los resultados de actividad enzimática se reportan 

únicamente en términos de actividad lipásica volumétrica (U/mL), sin normalizar por el 

contenido proteico del extracto. Se considera que la determinación de la actividad específica 

constituye un punto importante que debería abordarse en futuras investigaciones, ya que este 

parámetro permite una comparación más precisa entre cepas y condiciones de cultivo al 

independizar la actividad enzimática de posibles variaciones en la concentración total de proteína 

secretada. 
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Figura 2 

Preparación de placas de agar Rodamina B para el ensayo de difusión en pozo. a. 

Realización de pocillos de aproximadamente 5 mm de diámetro en placas de agar LB 

suplementado con aceite de girasol usado (2,5% v/v) y Rodamina B (0,001% p/v). b. Toma de 

muestra de cultivo de las cepas de Bacillus spp. evaluadas, para centrifugación y posterior 

inoculación de los pocillos con el sobrenadante 



52  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 

Inoculación de la cepa con mayor potencial lipásico, seleccionada a partir de los 

resultados del cribado cualitativo, en el medio de cultivo específico para la producción de lipasa 

extracelular, previo a su incubación bajo las distintas combinaciones de temperatura y tiempo 

de incubación 
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Figura 4 

Preparación de las muestras para la cuantificación de la actividad lipásica por el 

método titrimétrico, mediante la adición de fenolftaleína al 1% como indicador y titulación con 

NaOH 0,05 M 


