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the colony or crystallization close to the colony was considered as
an indicator of lipolytic genus. The genus identified in soil were
Fusarium and Aspergillus, the genus Aspergillus was identified
in the oil. The tests were carried out with aeration, without
aeration, in the tests without aeration, the interaction between
the genuses isolated from the soil was evaluated, which was
named consortium. The enzymatic activity in the first phase for
the genus Aspergillus in tests without acration, isolated from the
oil was 0.0148 (U/ml). For Aspergillus and Fusarium isolated
from the soil, the enzymatic activity was 0.0051 and 0.0055
(U / ml) respectively; in the consortium it was 0.003 U/ml. The
genus Aspergillus isolated from the oil showed higher enzymatic
activity and was selected for the second phase of lipolytic activity
measurement. The highest enzymatic activity 0.0777 (U / ml)
was obtained at 144 hours, when the culture was evaluated with
aeration interrupted and continuous feeding. When the cultures
were subjected to an aeration interrupted and discontinuous
feeding, the enzymatic activity was similar to that achieved
without aeration (0.026 and 0.034 (U / ml) respectively). These
results suggest that the genus studied are capable of utilize
used cooking oil as the only carbon source for their metabolic
processes.

Keywords: Lipolytic fungi, lipase, enzyme activity, used cooking
oil.

INTRODUCCION

Las lipasas son proteinas ubicuas distribuidas ampliamente en la naturaleza, presentes en los animales, en las
plantasy en los microorganismos, generalmente las secretan al medio extracelular, facilitando asi, los procesos
de extraccién y purificacién para la industria (Rabbani, y otros, 2013).

La variabilidad, adaptabilidad y ventajas en la produccién de lipasas microbianas, ha permitido su
promocién dentro del grupo de las enzimas més producidas en el mundo, con aplicaciones biotecnoldgicas
en el procesamiento de alimentos licteos, aceites, detergentes, cosméticos, cuero, productos farmacéuticos,
papel, produccién de surfactantes, biodiesel y recientemente como una alternativa promisoria para el
tratamiento de aguas residuales contaminadas con altos contenidos de lipidos. Las lipasas microbianas son
muy apreciadas como biocatalizadores debido a sus caracteristicas peculiares, como la capacidad de utilizar
una amplia gama de sustratos, alta actividad y estabilidad. Sin embargo, en ciertos segmentos industriales
el uso de lipasas todavia esta limitado por su alto costo. Por lo tanto, hay un gran interés en la obtencién
de lipasas de bajo costo, altamente activas y estables que se pueden aplicar en diferentes ramas industriales
(Anobom, y otros, 2014).

Las lipasas (triacilglicerolacil hidrolasas, EC. 3.1.1.3), son enzimas con actividad bioldgica sobre el enlace
éster de las moléculas de triacilglicerol presentes en las grasas o en los aceites. Cuando actian en medio acuoso
pueden producir glicerol, 4cidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos, mientras que, en ausencia de agua, la
reaccion es reversible (esterificacion, interesterificacion, y transesterificacién), generando glicéridos (Pedroza
Padilla, Romero Tabarez, & Orduz, 2017).
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Esta investigacion surge al analizar el impacto ambiental de la deposicion final del aceite de cocinar usado
en Nicaragua, proveniente de los comedores de instituciones, comedores populares, restaurantes y hoteles.
El aceite de cocinar usado no es colectado de manera adecuada, no existe una regulacion que controle estos
vertidos. La tinica empresa que promueve la colecta de este desecho es la Empresa de Productos verdes en el
Laboratorio de Biotecnologia en la UNAN-Managua y lo utiliza como materia prima para la elaboracién de
jabon de limpieza. En el caso de los suelos contaminados en los talleres de mecdnica, los aceites son vertidos
directamente al suelo sin tratamiento previo. Al aislar géneros fingicos capaces de utilizar hidrocarburos
y aceites de cocinar usado como sustrato, podrian ser utilizados en la industria para producir enzimas y
biorremediar suelos y aguas contaminadas.

La actividad de la lipasa puede ser determinada cualitativa y cuantitativamente, el objetivo principal de la
investigacion era seleccionar el género con mayor actividad enzimatica mediante la utilizacién de aceite de
cocinar usado como tnica fuente de sustrato.

Los ensayos se hicieron en sistemas de fermentacién con sustrato sélido modificado, sin aireacién, con
aireacién interrumpida/alimentacién discontinua y aireacién interrumpida/alimentacion continua. Para
un proceso de fermentacion con sustrato sdlido, pueden utilizarse matrices bioldgicas, es decir, sustratos
naturales, o soportes inertes, estos son sustratos sintéticos impregnados. La eleccién de uno u otro tipo de
soporte dependera de las particularidades del proceso y del tipo de producto que se quiere obtener. Teniendo
en cuenta esto, la mayoria de los procesos desarrollados en los ultimos anos se han valido de sustratos naturales
que provienen de procesos agroindustriales y que mayormente son subproductos sin valor econémico. De esta
forma, este tipo de fermentacion se plantea cada vez mas como una alternativa para agregar valor y aprovechar
materia orgdnica. En los ensayos se trabajé con un medio de sales minerales basicas, utilizando como sustrato
solido el bagazo de cana.

METODOLOGTA
Colecta de muestra del aceite de cocinar usado

Del aceite almacenado en barriles en la empresa de productos verdes, se tomaron submuestras al azar,
posteriormente se hizo homogenizacién para obtener una muestra final, ésta se dejo expuesta al ambiente
para que las esporas fingicas colonizaran la superficie.

Colecta de muestra de suelos contaminados en talleres mecdnicos

Se colectaron submuestras al azar en dreas donde se observé presencia de aceite, luego se hizo homogenizaciéon
para obtener una muestra final y de ésta se hicieron las inoculaciones.

Aislamiento

Las muestras de suelo y aceite se inocularon directamente en agar papa dextrosa, éste medio de cultivo es no
selectivo, su uso estd indicado especialmente para el aislamiento de hongos filamentosos y levaduras. Se hizo
uso de dos técnicas de inoculacién, derrame en placa y extensién en superficie o por agotamiento. En ambas
técnicas se utilizd como sustrato aceite de cocinar usado, esterilizado con filtros de 0.22 pm, se incubaron

durante 7 dias a 35 ©C.
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Aislamiento en agar tributirin

Una vez obtenidos cultivos axénicos de ambas matrices, fueron inoculados en agar tributirin, éste se usa para
la deteccidon de microorganismos lipoliticos. La digestion péptica del tejido animal y el extracto de levadura
proporcionan nutrientes a los microorganismos. La degradacién del tributirin por los microorganismos, se
reconoce por zonas claras que rodean las colonias lipoliticas en el medio de cultivo turbio. Se incubaron

durante 7 dias a 35 °C.
Identificacién microscopica de los géneros fungicos aislados

Las colonias de los cultivos axénicos aislados en agar tributirin fueron observados en el microscopio, se utilizd
la técnica de cinta adhesiva, porque se conserva la yuxtaposicion original de las esporas y segmentos de hifas;
consiste en tomar con ayuda de pinzas, una tira de cinta de 4 cm aproximadamente, con el lado adhesivo hacia
afuera, presionando firmemente contra la superficie de la colonia del hongo, luego, la cinta se coloc6 en un
portaobjetos conteniendo una gota de azul de lactofenol. (Arias Cifuentes & Pifieros Espinoza, 2008). Para
la identificacion de los géneros, se utilizaron claves dicotémicas segin fitopatologia de Agrios.

Produccién de lipasa con sistemas de fermentacién con sustrato sélido sin aireacidn,
con géneros aislados del aceite de cocinar usado y del suelo contaminado por talleres
mecanicos

El medio de cultivo estaba compuesto por (g/L): NaH,POy 1,2, KH,PO4 2, MgSO4.7H,0 0.3 y CaCl,
0.25. (Gwen Falony, Armas, Dustet Mendoza, & Martinez Herndndez, 2006). Los ensayos se realizaron por
triplicado, a cada Erlenmeyer de 100 ml se le agregaron 20 ml de medio de cultivo, mds 1 ml de suspensién
de esporas (10" UFC/ml) en solucién salina. La fuente de carbono fue el aceite de cocinar usado 2% (v/v),
éste fue aplicado en forma de emulsién en buffer de fosfato y como sustrato sélido bagazo de cana 2 % (p/v).
Los ensayos duraron 8 dias, a 35 OC, sin aireacién. Ademds de hacer los ensayos con cada uno de los géneros
identificados por cada matriz, se realizaron montajes en consorcio fingico (Aspergillus sp. y Fusarium sp. en
suelo), para evaluar su interaccién entre géneros y por consiguiente la actividad enzimdtica. Se considerd una
interferencia analitica, la coloracién del bagazo de cafia en el medio de cultivo, por lo tanto, se decidié montar
un control, el cual contenia medio de cultivo mas bagazo, en las mismas condiciones que los ensayos con
géneros fungicos identificados. Una vez cuantificada la concentracién de lipasas en las muestras se procedié
a restar la concentracién identificada en el control, se aplicé lo mismo en todos los ensayos.

Produccién de lipasa con sistemas de fermentacién con sustrato s6lido, con aireacion
interrumpida/alimentacién discontinua, con géneros aislados del aceite de cocinar usado.

El medio de cultivo estaba compuesto por (g/L): NaH,POy 1,2, KH,PO4 2, MgSO47H,0 0.3 y CaCl,
0.25. (Gwen Falony, Armas, Dustet Mendoza, & Martinez Herndndez, 2006). Los ensayos se realizaron por
triplicado, a cada Erlenmeyer de 100 ml se le agregd 20 ml de medio de cultivo, mas 1 ml de suspension de

esporas (10" UFC/ml) en solucién salina. La fuente de carbono fue el aceite de cocinar usado 2% (v/v) éste
fue aplicado en forma de emulsién en buffer de fosfato y como sustrato s6lido bagazo de cafia 2 % (p/v). Los

ensayos duraron 8 dias, a 35 OC, con aireacién interrumpida.
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Produccién de lipasa con sistemas de fermentacién con sustrato sélido, con aireacion
interrumpida/alimentacién continua

El ensayo fue hecho en percoladores, compuestos por unidades de filtracién con capacidad de 500 ml, la
cdmara superior y la receptora con graduacién. Dos vias laterales permiten la conexién a la linea de vacio,
los adaptadores con tubos de vacio de 1/4 a 5/16 de pulgada (de 6 a 8 mm) de didmetro interior. El equipo
de filtracién fue conectado a una bomba de vacio, la cual estaba controlada por un temporizador, cuyo
funcionamiento estaba programado cada 5 minutos de trabajo y 15 minutos de descanso, los cultivos fueron
aireados de manera interrumpida, garantizdndoles 5 minutos de aireacién durante los 10 dias de ensayo a
35 °C. El medio de cultivo utilizado fue el mismo que en la produccién de lipasa sin aireacién. Las muestras
fueron colectadas a las 0, 48, 96, 144 y 240 horas.

Cada dos dias se le agregd 25 ml de medio de cultivo (para evitar el agotamiento de nutrientes), 1 ml
de aceite de cocinar usado estéril (filtro 0.22 pm) y emulsificado en buffer de fosfato estéril (autoclave). La
cantidad de esporas utilizada fue la misma que en los ensayos sin aireaciéon. En cada ensayo se realizé el
montaje de un control, el cual era restado al realizar la cuantificacién de la actividad enzimatica de lipasa.

El bagazo utilizado en los ensayos sin aireacién y con aireacidn era previamente tamizado (850 um) y
posteriormente esterilizado en autoclave.

Analisis cuantitativo de actividad enzimatica

La lipasa extracelular de todos los aislamientos fue cuantificada por método espectrofotométrico. Se midi6
la hidrdlisis del p-NPP para liberar p-nitrofenol (p-NP). Para preparar la curva de calibracién, se utilizé el
método propuesto por (Margesin & Shinner, 2005) con modificaciones. Se disolvié 1.25 mg de p-nitrofenol
(p-NP) en una solucién buffer y se aforé a 25 ml, la concentracién erade 50 pg/ml. Como sustrato se utilizé el
p-NPP aunaconcentracion de 20 mM, éste se disolvié en 2-propanol. El buffer de fosfato utilizado NaH,PO4
/NaOH (100 mM se ajustd a pH 7.25 con una solucién de hidréxido de sodio IN.

Curva de calibracién

Se prepard una curva estandar (62.5, 50, 37.5, 25, 12, 6 pg/ml) para cuantificar actividad enzimdtica en
funcién de la concentracién de pNP, para aforar a 5 ml se utilizé la solucién buffer de fosfato con pH 7.25,
fueron preparados en tubos cénicos de polipropileno para centrifuga.

Para la lectura del blanco se agregaron 5 ml de solucién buffer en el tubo cénico, se agité cada uno de los
tubos durante 5 segundos en vértex, se incubaron durante 10 min a 40 °C. Luego se procedié aleer los tubos
en espectrofotémetro a 410 nm, la solucién buffer era utilizada como blanco para calibrar el equipo.

Procedimiento para la lectura de las muestras

Previo a la lectura de las muestras se les agregd 25 ml de agua destilada y se filtraron, a cada tubo de
polipropileno se le agregd 4 ml de buffer y 800 ul de muestra y se incubé a 40 OC durante 10 minutos, luego

se le agregd 200 pl de sustrato (pNPP) y se incubaron nuevamente durante 10 minutos a 40 ©C, la reaccién
se detuvo con hielo durante 10 minutos, se centrifugé durante tres minutos a 3000 rpm y se leyé a 410 nm
al igual que la curva de calibracién. (Sadati, Barghi, & Larki, 2015).
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Calculos y expresion de resultados

Se calculé la concentracién de pNP de las muestras mediante la curva de calibracidn, a ésta se le restd la
concentracién de pNP calculada en la muestra control. Una unidad de enzima se definié como 1 pmol de 4-
nitrofenol, enzimaticamente liberado del sustrato en mililitros por minuto (ml / min).

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de microorganismos lipoliticos en agar tributirin

Algunos métodos donde la produccién de lipasa es confirmada por la formacién de zonas turbias o cristales
blancos alrededor de las colonias en el agar. Es posible usar medios de agar con sustratos o tintes indicadores
agregados para deteccidn de organismos lipoliticos. La identificacién cualitativa incluye ensayos de difusiéon
en gel, basados en la incorporacién de lipidos, sustratos en los medios y ensayos basados en la adicién de un
tinte de color en los medios. (Lanka & Latha, 2015).

De la muestra de aceite se identificé el género Aspergillus. De la muestra de suelo contaminada, se
identificaron dos géneros, Aspergillus y Fusarium.

Aunque en ambas matrices se identificé el género Aspergillus, no se puede asegurar que sean la misma
especie.

En la figura 1, imagen a), se observa la formacién de halos alrededor de las colonias, esta colonia fue
aislada del aceite de cocinar usado. La imagen b) es una colonia aislada de los suclos contaminados por
talleres mecdnicos, a pesar que ambas matrices se inocularon en el mismo medio de cultivo bajo las mismas
condiciones. El comportamiento de estos géneros fue diferente. Para el género Fusarium (Fig. 1 b), se observé
cristalizacion alrededor de la colonia, el cual es un indicador de microorganismo lipolitico.

En ensayos realizados por (Sierra , 1957), agregaron tween como sustrato en los medios de cultivo, se
observé alrededor de las colonias de microorganismos lipoliticos la formacién de un halo, esto se debe a los
cristales de sales de calcio, del 4cido graso liberado por la lipdlisis.

En estudio realizado por (Gopinath, Anbu, & Hilda, 2005) aislaron hongos de cinco muestras de
estaciones diferentes, contaminadas por residuos de aceites, los inocularon previamente en agar PDA y
luego realizaron evaluacién cualitativa para hongos lipoliticos, en diferentes medios sélidos (medio de
cultivo solido con tween 20, LTB agar y agar tributirin), para determinar cual de las especies presentaba
el halo con mayor didmetro, este patrén de comportamiento es indicador de la produccién de lipasa
extracelular en el medio; se observé el desarrollo de una zona clara cristalizada en el medio sélido, donde se
le agregd tween 20 como sustrato, lo que tomaron como criterio para considerar a Aspergillus fumigatus y
Aspergillus nidulans como microorganismos lipoliticos, la reaccién en este medio por lalipasa extracelular, fue
observada desde los primeros dias de incubacidn; sin embargo, en especies como Aspergillus niger y Aspergillus
versicolor, la actividad lipolitica se visualiz después de 72 horas de incubacidn. El pico de la mayor actividad
enzimdtica (>7cm) ocurrié a 168 horas para Aspergillus fumigatus y Aspergillus nidulans. Para especies
como Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus versicolor y Fusarium sp. se
observé una débil actividad lipolitica con halos menores a 4 cm. Con respecto a la evaluacidn de las especies
fangicas analizadas en agar tributirin, el comportamiento fue diferente en comparacién a los resultados
utilizando tween 20 como sustrato. El tributirin es un substrato convenientemente utilizado, no necesita
adicion de emulsificadores, la hidrélisis del tributirin por microorganismos fungicos puede ser evaluada
cualitativamente, midiendo el incremento del didmetro de la zona clara. Aspergillus japonicus, Aspergillus
versicolor, y Fusarium sp. presentaron halo después de 48 horas de incubacion. Aspergillus ochraceus presentd
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actividad lipolitica después de 72 horas de incubacién. En este estudio los halos en los géneros identificados
(Aspergillus y Fumigatus) se observaron después de los 5 dias de incubacién en agar tributirin.

FIGURA 1
a) Género Aspergillus aislado del aceite de cocinar usado. b) Género

Fusarium aislado de suelos contaminados por talleres mecénicos.

Actividad enzimética sin aireacién con géneros aislados del aceite de cocinar usado y del
suelo contaminado por talleres mecénicos

Las lipasas son producidas por muchos microorganismos, al igual que otras enzimas de la familia de las
hidrolasas, como las esterasas. Entre los microorganismos, los hongos son ampliamente reconocidos como
fuentes preferibles de lipasa porque generalmente producen la enzima de manera extracelular, lo que facilita
la recuperacién de la enzima del caldo de fermentacién (Rai, Shrestha, Sharma, & Joshi, 2014).

En la figura 2 se observan los géneros identificados por matrices, en la matriz suelo se identificaron los
géneros Aspergillus y Fusarium y en aceite solamente se identificd Aspergillus.

La figura 2 muestra la interaccién entre los géneros Aspergillus y Fusarium (Consorcio (s)), la actividad
enzimdtica determinada en el consorcio fue de 0.003 U/ml (considerada baja), esto podria deberse a que uno
de los dos géneros es altamente competitivo por nutrientes presentes en el medio.

La actividad determinada en los géneros de manera individual Aspergillus (s) y Fusarium (s), fue de 0.0051
y 0.0055 respectivamente, no hubo diferencia significativa entre ellos. El género Aspergillus aislado del aceite,
presentd actividad enzimdtica 27 veces aproximadamente mas alta, que la actividad enzimdtica determinada
en los géneros aislados del suelo.

Estos resultados pueden deberse a que los géneros identificados, son capaces de utilizar el aceite de cocinar
usado como tnica fuente de carbono. La baja actividad enzimdtica en géneros como Fusarium, podria deberse
aque la produccién de enzima es expresada de manera intracelular debido a que probablemente estos géneros
no presentan mecanismos para expresion extracelular.
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FIGURA 2
Actividad enzimatica mediante géneros identificados aislados del suelo contaminado por aceites de talleres

mecanicos y provenientes del aceite de cocinar usado. s: Géneros identificados en suelos contaminados
por talleres mecdnicos a: Géneros identificados en aceite contaminados por talleres mecanicos

Actividad enzimdtica con aireacion interrumpida/alimentacién discontinua

La aireacién, fue mediante un sistema innovador, que consisti6 en el diseio de un temporizador adaptado
a una bomba de vacio para oxigenar de manera interrumpida los cultivos, No hubo diferencia significativa
en los resultados de actividad enzimdtica, entre los cultivos aireados (0.0267 U/ml), y sin aireacién 0.03482
(U/ml); ambos ensayos tenfan la misma concentracién de sustrato. Esto puede deberse a que el sustrato no
fue suficiente y condujo al estrés de los microorganismos. (Fig.3)
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Actividad enzimdtica con aireacién interrumpida/alimentaciéon continua

En la figura 4 se observa la actividad enzimdtica del género Aspergillus. Basado en ensayos previos donde se
registrd baja actividad enzimdtica, se realizaron montajes suministrando alimentacién continua y aireacion
interrumpida, la mayor actividad enzimdtica calculada (0.0777 U/ml) fue alcanzada a las 144 horas, siendo
mayor dicha actividad al sistema de fermentacién anterior.

Se han realizado ensayos para la produccién de etanol con Saccharomyces cerevisiae (Laopaiboon,
Thanonkeo, Jaisil, & Laopaiboon, 2007), se compararon sistemas de fermentacién con alimentacion
continua y discontinua, los resultados demuestran que la produccién de etanol mejord en términos de
concentracién y rendimiento del producto, utilizando sistemas de fermentacién continua.
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FIGURA 4
Actividad enzimdtica con aireacion interrumpida y alimentacion continua

En la figura 5 se comparan los valores de las actividades enzimdticas en diferentes condiciones. La mayor
actividad enzimdtica (0.0777 U/ml) fue alcanzada cuando el cultivo era sometido a alimentacién continua
con aireacion a las 144 horas, sin embargo, cuando el cultivo era aireado y con alimentacién discontinua, la
actividad enzimdtica fue similar a la alcanzada sin aireacién (0.026 y 0.034 (U/ml) respectivamente). Esto
probablemente se deba a que, aunque el cultivo era aireado, la cantidad de sustrato y el medio nutritivo no
eran suficientes.
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FIGURA 5
Comparacién de la actividad enzimatica del género Aspergillus con aireacién/
alimentacién discontinua, sin aireacion y aireacién/alimentacién continua.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que los géneros identificados especialmente el Género Aspergillus, tiene la
capacidad de utilizar el aceite de cocinar usado como tnica fuente de carbono.

Al proporcionar aireacion y alimentacién continua a los cultivos, la actividad enzimatica se duplicé en
comparacion con los cultivos con aireacién y alimentacién discontinua.

Los ensayos fueron adaptados a sistemas innovadores y econémicos de aireacin.

Este estudio es el precedente para posteriores ensayos, donde se pretende mejorar la produccién de la
enzima lipasa, para ser purificada y comercializada.

Otro trabajo a tomar en cuenta que resulté de este estudio, es la posibilidad de utilizar estos géneros
fingicos, en la biorremediacién de sitios contaminados por aceites e hidrocarburos.
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