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Resumen
Las lipasas constituyen una alternativa promisoria para el reemplazo de la catalisis

quimica en la sintesis del biodiesel. En particular, las lipasas fungicas son las mas
utilizadas debido a su menor costo y a su mayor estabilidad operacional. El presente
trabajo estuvo dirigido hacia la busqueda de nuevas cepas fungicas productoras de
lipasas, asociadas a sitios contaminados con residuos del procesamiento de aceites
vegetales. Se aislaron 40 cepas capaces de crecer en aceite de soya como Unica fuente
de carbono y energia, observandose predominio de los hongos filamentosos sobre las
levaduras. Se seleccionaron 12 cepas de hongos filamentosos en virtud de sus resultados
superiores en los ensayos cualitativos de actividad lipolitica, de las cuales cuatro
acumularon mas de 200 U/I de lipasa extracelular en siete dias. Estos resultados sirven
de base para estudios futuros encaminados a la obtencion y aplicacion de las lipasas en
la sintesis del biodiesel.
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Abstract
Lipases are a promising alternative for the replacement of chemical catalysis in the

biodiesel synthesis. In particular, fungal lipases are the most used because of their lower
cost and greater operational stability. The present work was aimed towards the search
for new lipase-producing fungal strains, associated with sites contaminated with
residues from the processing of vegetable oils. It was isolated forty strains capable of
growing in soybean oil as the sole carbon and energy source, with filamentous fungi
being predominant over yeasts. Twelve strains of filamentous fungi were selected due to
their superior results in the qualitative tests for lipolytic activity, of which four
accumulated more than 200 U/I of extracellular lipase in seven days. These results are
the basis to future studies aimed at obtaining and applying lipases in the biodiesel
synthesis.
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Introduccion

El biodiesel es combustible liquido renovable, formado por ésteres mono alquilicos de
acidos grasos de cadena larga derivados de aceites vegetales o grasas animales [1], cuyo
consumo crece aceleradamente debido a sus mdltiples ventajas frente a otros
biocombustibles. Por ejemplo, el biodiesel no requiere ninguna modificacion ni ajustes
de los componentes del sistema de alimentacion de los motores o del sistema de
almacenamiento de combustible [2] y puede usarse puro o como combustible mixto, en
proporciones apropiadas con el diesel de petroleo. Ademas, el biodiesel permite la
reduccion de emisiones de particulas finas y de contaminantes como el mondxido de

carbono, el dioxido de azufre y los 6xidos de nitrogeno [3, 4].

El biodiesel se produce tradicionalmente mediante la reaccion de transesterificacion de
los triglicéridos con metanol o, en menor medida, etanol. Esta reaccion tiene lugar en
presencia de un exceso considerable del alcohol y es catalizada industrialmente
mediante la adicion de carbonato o hidroxido de sodio. Como subproducto de la sintesis
se forma glicerol, compuesto este fatal para los motores de combustion interna. Para
eliminarlo del biocombustible se usan grandes cantidades de agua, la cual se recupera
contaminada con el hidroxido o carbonato sodico usados para la catalisis [1]. Debido
a las legislaciones de proteccién ambiental, estos desechos deben tratarse antes de su
remocioén de la planta industrial, aumentando asi de manera significativa los costos de

produccién del biocombustible [5].

Una alternativa prometedora al uso de esta catélisis en ambiente basico consiste en el
uso de biocatalizadores enziméaticos como las lipasas. Estas (EC.3.1.1.3) son una clase
de serina hidrolasas que pertenecen a la superfamilia o/f hidrolasas [6]. Estas enzimas
estan ampliamente distribuidas en la naturaleza [7] y desde un punto de vista fisioldgico
su funcion es catalizar las reacciones del catabolismo de triglicéridos en acidos grasos y
glicerol, ocupando un lugar central en el metabolismo de los lipidos [7, 8].

In vitro, las lipasas pueden actuar como modificadores de triacilglicéridos catalizando,
ademas de la hidrdlisis, diferentes reacciones sintéticas como son las de esterificacion y
transesterificacion, acidodlisis y alcohdlisis, obteniéndose asi nuevos triglicéridos con
excelentes rendimientos, mediante procesos mas economicos [6, 9, 10]. EI empleo de la
catalisis enzimatica en la obtencion de biodiesel, ademas de las ventajas inherentes a

cualquier biocatalizador, evita el uso del carbonato o hidroxido de sodio, reduce
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drasticamente el consumo de agua y puede suprimirse completamente la formacion de

glicerol como producto de la reaccion [6].

Las lipasas obtenidas a partir de microrganismos, principalmente hongos, son mas
utilizadas que las aisladas de plantas o de origen animal debido a sus menores costos de
produccién y a que presentan una mayor estabilidad, selectividad y amplitud
de especificidad de sustrato [11]. Sin embargo, a pesar de las grandes ventajas que tiene
la aplicacion de las lipasas en diferentes tipos de industrias, incluida la del biodiesel, sus
altos costos de produccion limitan su uso [12]. En este sentido la exploracion de nuevos
microorganismos productores de estas enzimas constituye un tema de intensa actividad

en la actualidad.

Se han aislado microrganismos productores de lipasa de habitats diversos como
desechos industriales, fabricas procesadoras de aceite vegetal, lecherias, suelos
contaminados con petrdleo, semillas oleaginosas, alimentos en descomposicion, etc.
[13, 14, 15]. También se ha informado el aislamiento de levaduras productoras de
lipasas de ambientes naturales como flores, frutas y tallos de plantas y suelos

de diversos biomas de Brasil [16].

La politica energética nacional proyecta la sustitucion progresiva de la matriz energética
convencional por energias renovables; dentro de estas, el biodiesel constituye una
alternativa atractiva debido a las numerosas ventajas que ofrece como biocombustible.
Sin embargo, la implementacion de una tecnologia enddgena, econdémica vy
ambientalmente amigable de produccion de biodiesel requerird de catalizadores
autoctonos eficaces, como las lipasas microbianas. En respuesta a esto, el presente
trabajo estuvo orientado hacia el aislamiento y seleccion de nuevas cepas de hongos
filamentosos y levaduras productores de lipasas, a partir de ecosistemas poco
estudiados, como son los sitios contaminados con residuos del procesamiento de aceites
vegetales, con vista a su empleo en futuros estudios encaminados a la produccion
industrial de lipasas por fermentacion y a su evaluacion como biocatalizadores para la

obtencion de biodiesel.

Materiales y métodos

Recoleccion y naturaleza de Ias muestras
Las colectas se realizaron en la Empresa Productora y Refinadora de Aceites Ecasol,
situada en Carretera de Mar Verde, Km 4%, Santiago de Cuba. Las muestras colectadas

consistieron de material sélido (suelo o sedimento) o liquido (aguas residuales),
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contaminados con residuos del procesamiento del aceite vegetal. Estas se tomaron con
material estéril (vasos de precipitados, para las muestras liquidas y espatulas para las
solidas) y se trasvasaron inmediatamente a tubos plasticos estériles de 50 ml de
capacidad, provistos de tapa. Se tomaron siete muestras, cuyas caracteristicas se

describen a continuacion:

Muestras solidas:
- Muestra 1 (M1): sedimento depositado en las paredes de una de las cunetas de

desagtie del punto de recepcién del aceite crudo.

- Muestra 2 (M2): suelo superficial perteneciente a un area contaminada con

residuales oleosos, provenientes de las tuberias del punto de recepcién del crudo.

- Muestra 3 (M3): sedimento depositado en las paredes de una trampa de vapor,
situada proxima al punto de recepcién del crudo y con signos evidentes de

contaminacion con grasas.

- Muestra 4 (M4): sedimento depositado en la canaleta donde se vierte el
jaboncillo, residual liquido generado por la fabrica, con alto contenido de aceite,

jabdén y gomas.

Muestras liquidas:
- Muestra 5 (M5): agua residual con alto contenido de grasas, la cual circula por
una de las cunetas de desagiie situadas en las proximidades del punto de

recepcion del crudo.

- Muestra 6 (M6): agua residual con bajo contenido de grasas, la cual circula por
una de las cunetas de desagiie situadas en las proximidades del punto de

recepcion del crudo.

- Muestra 7 (M7): residual liquido industrial jaboncillo, tomado directamente a la

salida de la tuberia de descarga.

Las muestras se trasladaron al laboratorio de Tecnologia Enzimatica del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas

de la Universidad de Oriente y se conservaron a 4 °C.
Medios de Cultivo

Como medio general para la conservacion y propagacion de los cultivos de hongos

filamentosos y levaduras se utilizé el medio Extracto de levadura — Peptona — Glucosa
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(YPD), el cual presentd la siguiente composicion (en g/l): extracto de levadura 10,
peptona 20, glucosa 20. La variante solida (agarizada) de este medio (YPDA) se prepard

adicionando agar bacteriolégico a 15 g/l.

El medio selectivo utilizado para el enriquecimiento y posterior aislamiento de hongos
filamentosos y levaduras se conform0 tomando como referencia el trabajo de
Paskevicius [17], conteniendo una emulsion de aceite de soya en Tween 80 como Unica
fuente de carbono y energia y el antibiotico tetraciclina para prevenir el crecimiento
bacteriano. Su composicion (en g/l, a menos que se indique otra cosa) fue la que sigue:
K2oHPO4 2,5, (NH4)2SO4 1,3, urea 1,3, MgSO4-7H20 0,5, extracto de levadura 0,5,
emulsion de aceite de soya 20 % (v/v) y tetraciclina 50 mg/l. El pH se ajustdé 6 con
NaOH 1 mol/l. Para la variante solida del medio se adiciond agar bacteriol6gico 15 g/l.
La urea y la tetracicilina se adicionaron al medio estéril a partir de soluciones stock 50X
y 1000X, respectivamente. Ambas se esterilizaron por filtracion a través de filtros
bacterioldgicos (0,22 um) y se conservaron en frascos ambar en congelacién (-20 °C).
La emulsion de aceite de soya se prepar6 mezclando vigorosamente aceite de soya
comercial con una solucion acuosa de Tween 80 0,1% (v/v) a razén de 1:19 (v/v) y se
esterilizé en autoclave a 121 °C (1 atm) durante 20 min. Se afiadié al medio mineral en

el momento de la inoculacion de la muestra.

Para el ensayo cualitativo de la actividad lipolitica se emplearon los siguientes medios,

cuya composicion (en g/l, a menos que se indigue otra cosa) fue:

- Medio conteniendo Tween 80 y CaClz: KoHPO4 2,5, (NH4)2SO4 1,3, urea 1,3,
MgSQs-7H20 0,5, extracto de levadura 0,5, Tween 80 1 % (v/v), CaCl» 0,5, agar
bacterioldgico 15. El pH se ajusté a 6 con NaOH 1 mol/I.

- Medio conteniendo aceite de soya y rodamina B: K:HPO4 2,5, (NH4)2SOs 1,3,
urea 1,3, MgS0O4-7H20 0,5, extracto de levadura 0,5, emulsion de aceite de soya
20 % (v/v), rodamina B 10 mg/l y agar bacteriologico 15. El pH se ajusto a 6
con NaOH 1 mol/l. La rodamina B se adiciono a partir de una solucion stock a
1mg/ml (100X), la cual se esteriliz6 por filtracion y se afiadié al medio mineral

en el momento de la inoculacién de la muestra.

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C (1 atm)

durante 20 min.
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Aislamiento de microorganismos con presunta actividad Ilipolitica

Para las muestras sélidas se tomaron con ayuda de una cucharilla estéril, bajo
condiciones asépticas, porciones de aproximadamente 1 g y se llevaron a matraces que
contenian 40 ml de Tween 80 0,1 % (v/v). Los matraces se agitaron en zaranda durante
2 h a 150 rpm. Posteriormente se tomaron 2,5 ml de cada una de las suspensiones en
Tween 80, asi como de cada una de las muestras liquidas y se afiadieron a matraces de
250 ml que contenian 40 ml del medio selectivo a base de aceite de soya como Unica
fuente carbono y energia, para favorecer el crecimiento de microorganismos lipoliticos.
Los matraces se incubaron en agitacion en zaranda durante 72 h. Transcurrido este
tiempo, se realizaron diluciones seriadas de cada uno de los cultivos y se efectud la
siembra por diseminacion en placas Petri conteniendo la variante sélida del mismo
medio de cultivo. La siembra se realiz6 por duplicado. Las placas se incubaron a 32 °C
durante 7 dias, excepto para el caso de la muestra M4, la cual se incub6 a 42 °C por
proceder de un sitio expuesto a temperaturas elevadas (trampa de vapor). Se realizaron

observaciones del crecimiento cada 24 h.

Se seleccionaron colonias pertenecientes a los diferentes tipos morfoldgicos presentes y
cuya morfologia se correspondié con la tipica de hongos filamentosos y levaduras,
verificandose mediante observacién al microscopio la correspondencia con el grupo
microbiano esperado. Las colonias seleccionadas se purificaron mediante la técnica de
agotamiento en placas. A los cultivos purificados se les comprobd la pureza mediante
examen al microscopio. Los cultivos purificados se conservaron en cufias de medio
YPDA a4 °C.

Evaluacion cualitativa de Ia presencia de actividad lipolitica en los aislados

Para este ensayo se utilizaron dos medios, uno a base de Tween 80 y CaCl, y otro a base
de aceite de soya y rodamina B, cuya composicion se describié anteriormente. Los
microorganismos purificados se sembraron con palillos estériles en placas Petri
conteniendo los medios correspondientes y se incubaron a 32 °C durante 4-7 dias. En el
medio que contenia Tween 80 y CaClz se considerd como respuesta positiva al ensayo
de actividad lipolitica la presencia de un halo opaco (debido a la precipitacion de la sal
calcica del acido graso) o transparente (como consecuencia de su consumo) alrededor de
la colonia. En tanto, en el medio conteniendo aceite de soya y rodamina B se considero
como respuesta positiva la presencia de un halo fluorescente anaranjado alrededor de la

colonia cuando las placas se expusieron a luz ultravioleta (350 nm) [18].
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Evaluacion cuantitativa de la actividad lipolitica

A las cepas que mostraron los mejores resultados en los ensayos cualitativos de
actividad enzimatica se les realiz6 una evaluacion cuantitativa de la actividad lipolitica
extracelular en medio liquido. Para ello, los hongos se sembraron en cufias de YPDA
hasta obtenerse una esporulacion abundante. Con el asa de siembra se tomo una carga
abundante de esporas y se procedié a inocular matraces de 200 ml conteniendo 40 ml
del medio YPD. Los matraces se incubaron en zaranda a una velocidad de agitacion de
150 rpm, a 32 °C durante 48 h. Se tomaron entonces 2 ml de estos cultivos
(suspensiones de micelio) y se inocularon matraces de 200 ml conteniendo 40 ml del
medio selectivo (el mismo medio usado para el aislamiento, pero sin la adicion
del antibidtico), formulado a base de aceite de soya como fuente de carbono y energia.
Lo matraces se incubaron en zaranda, a una velocidad de agitacion de 150 rpm, a 32 °C
durante 7 dias. Se tomaron muestras a los 2, 4 y 7 dias para la determinacion de la
actividad enzimatica lipasa extracelular. Previo al ensayo enzimatico, las muestras de
los cultivos fangicos se centrifugaron a 6 000 x g durante 15 min para separar el micelio

del medio de cultivo.

La actividad lipolitica se evalué de acuerdo al método propuesto por Marseno et al.
[19], basado en la determinacion colorimétrica de los acidos grasos liberados, los cuales
forman con los iones cobre un complejo de color azul, soluble en isooctano. Se utiliz6
como sustrato una solucion de aceite de soya al 40 % (v/v) en isooctano. La mezcla de
reaccion estuvo conformada por 2 ml del sustrato y 500 pl del crudo enzimatico
(sobrenadante de los cultivos), situados en tubos de ensayo de vidrio, provistos de tapa
de rosca. La mezcla se agito vigorosamente en zaranda (250 rpm) durante 1 ha 30°Cy
la reaccion se detuvo afiadiendo 100 ul de HCI 6 mol/l. Posteriormente se tomé un 1 ml
de la fase organica (superior) y se afiadié a un tubo de ensayos que contenia 1 ml de
isooctano y 400 ul del buffer acetato de cobre — piridina [se prepar6 disolviendo 5 ¢
de acetato de cobre en 80 ml de agua destilada; luego se ajusté a pH 6 con piridina y se
Ilevd a 100 ml con agua destilada], se mezcld durante 5 s en vortex y se dejo en reposo
por 10 min. Finalmente se midio la absorbancia de la fase organica (superior) en un

espectrofotometro a 715 nm contra un blanco de isooctano.

Para la cuantificacién del contenido de acidos grasos se utilizd una curva de calibracion
de &cido palmitico en el rango de 1-5 pmol/ml en isooctano. En el ensayo colorimétrico
se mezclaron 2 ml del patrén con 400 pl del buffer acetato de cobre — piridina, la

mezcla se agitd durante 5 s en vortex y se dejo en reposo por 10 min y se leyo la
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absorbancia de la fase organica en un espectrofotometro a 715 nm contra un blanco de
isooctano. Una unidad de actividad enzimatica lipasa se defini6 como la cantidad
de enzima que produce 1 pmol de acidos grasos por minuto bajo las condiciones de

ensayo establecidas.

Resultados y discusion

Durante el crecimiento de los microorganismos presentes en las distintas muestras
colectadas en la fabrica refinadora de aceite de soya en el medio de cultivo selectivo
utilizado, a base de aceite de soya como Unica fuente de carbono y energia, se
apreciaron cambios cualitativos en el aspecto del medio, que evidenciaron el
crecimiento microbiano y las transformaciones operadas en el sustrato. En particular,
para el caso de las muestras M2 y M3, el medio de cultivo se torné a las 72 h de aspecto
transparente, desapareciendo completamente el aspecto lechoso de la emulsiéon del
aceite en agua, lo cual indic6 la ocurrencia de una degradacién extensa del sustrato
incorporado al medio. En todos los casos se observd un crecimiento microbiano
abundante, predominado la existencia de biomasa filamentosa, de estructura difusa y

compacta (pellets).

De las 7 muestras colectadas se aislaron un total de 40 cepas de microorganismos
presuntamente lipoliticos, caracterizados por su capacidad de crecer utilizando aceite de
soya como Uunica fuente de carbono y energia. De ellos, 30 presentaron colonias con
caracteristicas morfologicas que se corresponden con las de los hongos filamentosos y
10 con caracteristicas levaduriformes, lo cual se comprobd con la observacion al
microscopio de cada uno de los aislados. En las observaciones microscopicas se
evidencio la presencia generalizada de hifas septadas en los hongos filamentosos; en

tanto, las levaduras presentaron células ovoides y globosas, con gemacion abundante.

En la figura 1 se presenta la distribucion de aislados para cada una de las muestras. Se
destacaron con el mayor numero de aislados las muestras solidas M3 y M4, con un

predominio de los hongos filamentosos sobre las levaduras.
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Fig. 1. Total de cepas de hongos filamentosos y levaduras aislados
para cada una de las muestras colectadas
en la refinadora de aceite de soya

Los resultados de los aislamientos obtenidos coinciden con los referidos por Aceves y
Castafieda en 2012 [12]. Estos autores plantearon que los microorganismos con un alto
potencial para producir lipasas pueden ser encontrados en diferentes habitats naturales,
principalmente en desechos o residuos de aceites vegetales, industrias de productos
lacteos y en suelos contaminados con aceites y alimentos deteriorados. Esto indica que
el ambiente natural ofrece amplias posibilidades para aislar nuevos microorganismos
productores de lipasas con propiedades novedosas. A partir de estos ambientes se han
aislado bacterias, hongos filamentosos, levaduras y actinomicetos, entre los que
sobresalen los géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Staphylococcus,
Rhizopus, Mucor, Candida, Aspergillus y Geotrichum por su capacidad para producir

lipasas extracelulares [12].

La estrategia de aislamiento utilizada en este trabajo se centrd en la basqueda de hongos
(hongos filamentosos o levaduras), por lo que durante el aislamiento se afiadié al medio
de cultivo el antibiotico de amplio espectro tetraciclina. El uso de este antibidtico limitd
de forma casi absoluta la presencia de bacterias en los aislados, facilitando asi el

aislamiento de hongos filamentosos y organismo levaduriformes.

Las lipasas de origen fangico se prefieren, en lugar de las bacterianas, por su capacidad
de actuar en rangos mas amplios de temperatura durante el proceso catalitico y, sobre

todo, debido a que su produccion generalmente se efectia en el medio extracelular.
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El mayor uso industrial de estas enzimas obedece, principalmente, a que permiten

reducir los costos de produccién [20].

La temperatura es una variable de maxima importancia a considerar en las reacciones
enzimaéticas, debido a su impacto sobre la estabilidad de las enzimas. Asi, para el caso
de las lipasas fungicas, la temperatura 6ptima de accion catalitica suele estar entre los
40-60 °C, siendo capaces de conservar el 100 % de actividad incluso después de 4 h,
permitiéndoles su gran versatilidad en aplicaciones dentro de diferentes areas
industriales [20].

A las 40 cepas aisladas se le realizé la evaluacion cualitativa de actividad lipolitica en
placas Petri, utilizando las técnicas de crecimiento en medios de cultivo con Rodamina
B y Tween 80+CaCl,. En la tabla 1 se presentan un resumen de los resultados de estos
ensayos Yy en la figura 1 se muestra un ejemplo de cepas productoras de lipasa sometidas
al ensayo con el fluorocromo Rodamina B.

TABLA 1. RESULTADO DE LOS ENSAYOS CUALITATIVOS DE ACTIVIDAD

LIPOLITICA. SE INFORMA EL NUMERO DE AISLADOS
PARA CADA RESPUESTA

Respuesta a Rod/Tw* M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Total

d/id 3 2 5 8 5 3 2 28
m/m o 1 0 O0O O o0 o0 1
i'm 3 1 1 0 O 0 0 5
m/i o 1 2 0 0 1 o0 4
ii o o o0 o 1 1 o0 2
Total 6 5 8 8 6 5 2 40

* Respuesta a los ensayos en medios de cultivo con Rodamina B (Rod)/ Tween 80+
CaCl, (Tw); Leyenda: d, respuesta débil o poco definida; m, respuesta de mediana

intensidad; i, respuesta intensa y bien definida.
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Fig. 1. Ensayo de actividad lipolitica con el
fluorocromo Rodamina B. Las cepas productoras
de lipasa muestran un halo fluorescente
anaranjado a su alrededor

Se observo que la actividad enzimatica varié considerablemente entre las cepas aisladas,
aunque en general una misma cepa mostrd respuestas similares en ambos ensayos, lo
cual sugiere la factibilidad de emplear indistintamente uno u otro. Hubo predominio de
cepas con respuestas debiles (28 de 40 aislados examinados), seguido de cepas que
mostraron respuestas intensas en uno de los ensayos y de mediana intensidad en el otro
(9 cepas). Solo se obtuvieron 2 aislados cuyas respuestas resultaron intensas en ambos
ensayos, procedentes estas de las muestras M5 y M6, ambas muestras correspondientes

a aguas residuales contaminadas con los residuos oleosos.

Sin embargo, la mayoria de los aislados con mayor actividad lipolitica procedieron
principalmente de muestras solidas. La adsorcion de las grasas sobre la superficie de las
particulas solidas del polvo constituye un elemento que facilita la posterior instalacién y
colonizacion por los hongos, organismos estos naturalmente adaptados para el
crecimiento sobre superficies solidas. Al tratarse de un medio rico en grasas, se ve
favorecido el crecimiento de aquellas estirpes lipoliticas. Por otro lado, la hidrdlisis
de las grasas conduce a la acidificacion del medio de cultivo, lo que unido a la baja
actividad de agua caracteristica de materiales solidos ricos en grasas, crea un ambiente
propicio para el desarrollo preponderante de hongos filamentosos con respecto a otros

grupos microbianos. De este modo, el medio natural actia como medio selectivo [21].

En diversos estudios [18, 22, 23] se ha planteado que la actividad lipolitica puede ser
determinada por diferentes métodos, pero que los ensayos visuales como los

colorimétricos y los fluorimétricos pueden ser usados en experimentos preliminares
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cuando adn no es necesaria la cuantificacion. Estos mismos autores hacen referencia al
uso de la rodamina B y el Tween 80 en este tipo de ensayos, evidenciando que los
Tweens han sido probados como substrato para lipasas de diferentes microorganismos y
que estos son muy estables en diluciones alcalinas y soluciones &cidas minerales, de ahi
que en la presente investigacion se haya utilizado un medio de cultivo mineral (ajustado
a pH 6) para los ensayos cualitativos de actividad lipolitica. De igual modo la literatura
hace referencia a que si los microorganismos son probados con los Tweens como
substrato y tienen actividad lipolitica, entonces un halo opaco puede ser observado
alrededor de la colonia, lo que coincide con las observaciones efectuadas en este trabajo

para las cepas evaluadas.

Por otra parte, la deteccién de actividad lipolitica usando rodamina B tiene la ventaja de
ser insensible a los cambios de pH del medio de cultivo. Este ensayo se basa en la
interaccion de la forma cationica de la rodamina B con la forma anidnica de los &cidos
grasos, conducente a la formacion de complejos cuya estabilidad e intensidad de la
fluorescencia es proporcionalmente inversa a la longitud de la cadena de los acidos
grasos. Carissimi et al. [18] recomiendan el uso de este fluorocromo y no el Azul
Victoria, que es otro indicador de lipd6lisis, dado que este Gltimo puede ofrecer falsos
positivos debido a la produccién de acidos durante el consumo de los carbohidratos por
los microorganismos. Entre los hongos lipoliticos evaluados por este método se
encuentran Rhizopus delemar, Mucor lipolyticus, M. hiemalis, M. javanicus,
Geotrichum candidum, Penicillium cyclopium, Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae,

Aspergillus japonicus, A. oryzae y A. niger [18, 22, 23].

De los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de la actividad lipolitica, se
seleccionaron las 12 cepas que mostraron mayor intensidad de fluorescencia en el
ensayo con la Rodamina B y halos de precipitacion mejor definidos y de mayor tamafio
en el ensayo con Tween 80 + CaCly. De las cepas seleccionadas 9 procedieron de
muestras sélidas (MS) y 3 de muestras liquidas (ML). Estas cepas se sometieron a la
evaluacion cuantitativa de la actividad enzimatica lipolitica por el método

espectrofotométrico, usando como sustrato aceite de soya.
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Fig. 2. Evaluacion cuantitativa de la produccion de lipasa extracelular por
las cepas seleccionadas a diferentes tiempos de fermentacion

En la figura 2 se muestran los resultados de la cuantificacion de la actividad enzimatica
lipolitica extracelular, la cual se evalu6 en tres momentos del cultivo (2, 4 y 7 dias) para
las cepas que presentaron mayor actividad lipolitica en los ensayos cualitativos. En
todas las cepas se observé un comportamiento semejante, que sugiere la presencia de
dos tipos de lipasas predominantes, cuyos acumulados méaximos se presentaron al
segundo y septimo dia, excepto en las cepas MS3-12, ML5-32 y ML6-37 en las que se
observo la existencia de un solo maximo de produccion de lipasa. Las cepas con mayor
actividad lipolitica fueron MS1-5, MS2-8, MS2-11y MS2-10 con valores de 240, 225,
217 y 202 U/, respectivamente. El hallazgo de que tres de las cuatro cepas con mayor
actividad lipolitica procedan de la muestra M2, se corresponde con los cambios
observados en el medio de cultivo durante la etapa de enriquecimiento en el medio a
base de aceite de soya como Unica fuente de carbono y energia, caracterizados por la

desaparicion de la emulsion y el aspecto transparente del medio a las 72 h de cultivo.

La presencia de diferentes isoenzimas lipasas, cuya sintesis esta regulada de modo
diferente, es un hecho frecuente en la fisiologia de los microorganismos. En este caso
particular, la presencia de un maximo de actividad lipolitica a los dos dias de cultivo
debe corresponder a una funcién trofica, ya que el medio de cultivo solo contiene como
fuente de carbono y energia al aceite vegetal. La aparicién tardia de otra isoenzima,

podria obedecer a procesos relacionados con el metabolismo secundario de los hongos,

una vez agotado el sustrato.

Existen en la literatura diversos informes de hongos filamentosos del género Penicillium

como productores de lipasas. Miranda et al. [24] aislaron una cepa de
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Penicillium citrinum encontrado como contaminante en aceite de oliva. P. citrinum
presentd dos picos de actividad lipolitica, a las 25 y 120 h, concluyendo que este
microorganismo produce dos tipos enzimas lipoliticas. Lima et al. [25] hacen alusion
también al género Penicillium como productor de varias lipasas; en el caso de la especie
P. aurantiogriseum (P. cyclopium) se ha mencionado por varios autores la existencia de
tres tipos de lipasas. Todos estos informes se corresponden con los resultados obtenidos
en este trabajo. Los caracteres morfoldgicos observados (coloracion verde-azulada en el
centro de de la colonia, hifas septadas, conidios dispuestos sobre una estructura
reproductiva en forma de pincel) sugieren que algunos de los hongos filamentosos

seleccionados en este trabajo podrian pertenecer al género Penicillium.

En otros estudios con cepas lipoliticas de hongos filamentosos se han obtenido valores
de actividad enzimatica similares a los obtenidos en la presente investigacion. Por
ejemplo, Coca et al. refieren en su trabajo [26] que las mejores cepas correspondieron a
especies del género Aspergillus (A. niger y A. fumigatus), las que presentaron

actividades enzimaticas de 260 y 210 UI/I, respectivamente.

Existen dificultades practicas para comparar los resultados publicados por diferentes
autores con respecto a la produccion de lipasas por microorganismos, debido a la
diversidad de métodos utilizados para la cuantificacion de la actividad enzimatica y de
los fundamentos en que estos estan basados. No obstante, los resultados obtenidos en
esta investigacion resultan promisorios en lo concerniente al potencial de las cepas
seleccionadas para ser utilizadas en posteriores estudios dirigidos a optimizar la
produccion de las enzimas. Otro aspecto relevante a considerar en futuros estudios seréa
la caracterizacién cinética de las enzimas frente a diferentes sustratos y bajo diferentes

condiciones de reaccion.

Conclusiones

En esta investigacion se demostrd la factibilidad de la estrategia de aislamiento y
seleccion utilizada para la obtencion de nuevos aislados de hongos filamentosos
productores de lipasa extracelular, a partir de muestras sélidas y liquidas
contaminadas con residuos oleosos procedentes de una refinadora de aceite vegetal.
Se comparo la eficacia y similitud de los resultados aportados por los dos métodos de
evaluacion cualitativa de la actividad lipolitica, basados en la formacién de halo de

precipitacion en el medio con Tween 80 mas CaCl. y de un halo fluorescente, en el
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medio con el fluorocromo rodamina B. La evaluacién cuantitativa de la actividad

lipolitica extracelular permitié seleccionar cuatro cepas de hongos filamentosos

capaces de acumular més de 200 U/l de la enzima. Estos resultados sirven de base

para estudios futuros encaminados a la optimizacion del proceso fermentativo para la

obtencidn de lipasas, asi como a la caracterizacion cinética de las enzimas en la

reaccion de transesterificacion implicada en la sintesis del biodiesel.
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