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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DE HONGOS

SOBRE ACEITE DE HIGUERILLA (RICINUSCOMMUNIS)
L. Mendoza C.', M. Lino N.2, J. Le6n Q.% y J. Santiago C.*

RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo seleccionar las cepas de hongos que presentan mejor actividad
lipolitica en aceite de higuerilla y comprobar si sus crudos enzimaticos obtenidos por fermentacion en
substrato liquido (FSL) presentan la misma actividad sobre el aceite de higuerilla. Se aislaron nueve cepas
de hongos, ocho de Penicillium sp y una de Aspergillus sp, a partir de aceites vegetales de desecho. Los
resultados muestran que todas las cepas estudiadas desarrollaron halos de degradacién, sin embargo,
en ningun caso se observo halos de degradacién con los crudos enzimaticos.El trabajo demostré que las
cepas estudiadas de Penicillium sp y Aspergillus sp presentaron un mejor crecimiento cultural en aceite de
higuerilla y una muy buena actividad de hidrélisis en placa con el triglicérido de cadena corta: tributirin.

Palabras clave: Fermentacion Substrato Liquido (FSL), tributirin, aceite de higuerilla, Penicillium sp;
Aspergillus sp.

EVALUATION OF THE LIPOLYTIC ACTIVITY OF FUNGUS ON CASTOR OIL
(RICINUSCOMMUNIS)

ABSTRACT

The present study aims to select fungal strains having improved lipolytic activity in castor oil and see if its
crude enzyme obtained by fermentation in liquid substrate (FSL) has the same activity on castor oil. Nine
strains were isolated from fungi, Penicillium sp eight and one Aspergillus sp from waste vegetable oils. The
results show that all studied strains of degradation halos developed, however, in no case was the halos of
crude enzymatic degradation. The work showed that the strains of Penicillium sp and Aspergillus sp had a
better cultural growth in castor oil and a good plate hydrolysis activity with short-chain triglyceride: tributirin.

Keywords: Liquid Substrate Fermentation (FSL), tributirin, castor oil, Penicillium sp; Aspergillius sp.

I. INTRODUCCION

La higuerilla, Ricinuscommunis, es una olea-
ginosa que se cultiva en casi todo el mundo.
El principal componente del aceite de ricino
es el acido ricinoleico (89%), que posee un
doble enlace, un grupo hidroxilo y un grupo

carboxilicol'?, que son facilmente funciona-
lizados y permite obtener una serie de deri-
vados de interés industrial. El aceite de ricino
tiene una gran demanda pues es utilizado
como aditivo de tintas, pinturas y barnices,
también en la formulacién de lubricantes,
aceite de motores y en la preparacion de

R,"COO——CH R,"COO™CH,
R;COO—CH, + 3CH,0H —p R,COOCH, + OH"CH, CHOH"CH"CH, OH
R;"COO——CH R;"COO™CH,

Triglicérido Metanol Biodiesel Glicerina

Esquema N.° 1. Reaccion general de formacion de biodiesel.
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detergentes sintéticos biodegradables que
producen poca espumal’.

El aceite de higuerilla es un candidato ideal
para la obtencion de biodiesel debido a que
no es comestible y a su composicion que
facilita su caracterizacion. La obtencion de
biodiesel puede hacerse por metandlisis,
esquema 1, o por métodos enzimaticos4.
Para el caso del aceite de higuerilla, el bio-
diesel esta constituido principalmente por
ricinoleato de metilo. En el método enzima-
tico, se han utilizado lipasas provenientes
de Asperqgillus oryzae silvestres o genética-
mente modificadas.

Penicillium sp y Aspergillus sp son hongos
que pueden ser encontrados en todo tipo de
sustratos organicos y pueden ser cultivadas
en condiciones 6ptimas de aireacion y agita-
cionl™. Ademas, son una fuente de lipasas,
especialmente de aquellos que son aislados
de residuos de aceites vegetales>"3,

El presente estudio tiene como objetivo se-
leccionar las cepas de hongos que presentan
mejor actividad lipolitica en aceite de higue-
rilla, y comprobar si sus crudos enzimaticos
obtenidos por fermentacion en substrato
liquido (FSL) presentan la misma actividad
sobre el aceite de higuerilla.

Un aspecto interesante de este estudio radi-
ca en el hecho de que las lipasas producidas
por hongos son facilmente separadas del
micelio por filtracion o centrifugacion, por lo
que son objeto de un creciente interés de-
bido a la variada utilidad industrial de estas
enzimas!'.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Aislamiento y acondicionamiento de los
hongos

Todas las cepas fueron previamente aisla-
das e identificadas con los cédigos: M2-Cz,
M4-APH, M4P-APH, M5a-Cz, M5b-Cz,
M5Pa-Cz, M5Pb-Cz, M6-Cz; todas del gé-
nero Penicillium, y M6a-APH; el Unico de
Aspergillus®.

6

Cada hongo fue sembrado por puntura
en dos tipos de agares: Agar Czapek mas
3% de tributirin y Agar Czapek mas 3%
de aceite de higuerilla, substituyéndose la
dextrosa por el triglicérido respectivo como
Unica fuente carbonada para cada tipo de
agar!, El pH para ambos agares fue de 6
y se incubaron a temperatura de laboratorio
por un maximo de 26 dias!'l. Las cepas que
presentaron buena actividad lipolitica para
ambos tipos de trigliéridos fueron cultivados
en sistemas de fermentacién en substrato
liquido (FSL).

Fermentacion en Substrato Liquido (FSL)

Se seleccionaron los micromicetos que
presentaron una relaciéon del radio del
halo lipolitico (R) mayor o igual a la mitad
del radio de crecimiento del hongo (r/2)
sobre el medio Agar Czapek con tributirin
y Agar Czapek con aceite de higuerilla® ',
También se considero el criterio de fuerte
aclaramiento del medio o el desarrollo pro-
fuso del hongo en toda la placa. Las cepas
seleccionadas fueron acondicionadas segun
la literatural® 1,

En frascos Erlenmeyer de 250 mL se agregd
un volumen de 50 mL de caldo Czapek con 8
ml de aceite de higuerilla (16%) como Unica
fuente carbonada y 0,5 g de bactopeptona
(1%), pH final fue de 6. De cada tubo con la
solucién conidial se agregé 5 mL de dicha
solucion al sistema de FSL, ademas se agre-
g6 0,5 g de biomasa de cada cultivo crecido
en APD de donde se obtuvieron los hongos
para el recuento de conidias. Los frascos
Erlenmeyer se colocaron en agitacién a
150 RPM durante 12 dias a temperatura
de laboratorio. Luego fueron centrifugados
a 600 RPM por 1 hora, y se filtré en papel
Whatman (70 mm), obteniéndose asi el
“crudo enzimatico” a ser probado.

Evaluacion de actividad lipolitica

Se inoculd 100 uL de cada crudo en 3 poci-
llos de 3 mm de diametro disefiado en cada
placa de Agar Czapek preparada al 3%, 6%
y 9% de aceite de ricino a pH 6. Las placas



se incubaron durante un tiempo maximo de
28 dias a temperatura de laboratorio.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los experimentos realizados con el
aceite de higuerilla fueron comparados con
tributirin (tributirato de glicerina), un subs-

b)
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trato ideal para la deteccion de microorga-
nismos lipoliticos debido a su relativa facil
incorporacién en el agar y la claridad de
las reacciones de hidrdlisis producidal'’. La
figura 1 muestra la estructura del triglicérido
mayoritario, conformado por el acido rici-
noleico, presente en el aceite de higuerilla,
comparado con la estructura del tributirin.

Figura N.° 1. Estructura quimica del tributirin (a) y del triglicérido mayoritario en el aceite de higuerilla (b).

De las 9 cepas de hongos evaluadas (Figura
2) las cepas: M2-Cz, M4-APH, M5Pa-Cz y
M6-Cz fueron seleccionadas para ser culti-
vadas en sistema de FSL. La cepa M2-Cz
present6 el mayor radio de hidrdlisis tanto
con aceite de higuerilla como con tributirin;
las cepas M4-APH, M5Pa-Cz y M6-Cz de-
sarrollaron, cada una, un radio final del halo
de degradaciéon muy similar con ambos tipos
de triglicéridos probados en Agar Czapek,
ello hasta el 26avo dia de incubacion. Estas
cepas elegidas cumplian con la relacion R
= r/2. También se selecciond la cepa M5a-
Cz por presentar un desarrollo profuso
en toda la placa (Tabla 1). Todos estos
hongos pertenecen al género Penicillium 'y

fueron sembradas en APD por 5 dias para
la preparacion del inéculo de conidias. Las
cepas que presentaron el mayor numero
de conidias fueron M5Pa-Cz y M4-APH
con 2 x 108 conidias/mL cada uno, luego
M5a-Cz con 8 x 107 conidias/mL y M2-Cz
con 6 x 107 conidias/mL. Para la cepa M6-
Cz no se observaron conidias sino solo
estructuras vegetativas como hifas, por lo
que se decidié agregar 0,5 g de biomasa
contenida en APD de cada cepa elegida en
sus correspondientes matraces para iniciar
la FSLI"81213.1819] | os “crudos enzimaticos”
obtenidos por FSL fueron confrontadas al
aceite de higuerilla.
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Aceite de higuerilla

Tibutirin

Tamaiio del radio del halo de
degradacion

Cdédigo de micromicetos

* Crecimiento profuuso en aceite de higuerilla, no se midié halo.

Figura N.° 2. Tamafio final del halo de degradacion de las 9 cepas de hongos sembradas en Agar Czapek con
Aceite de Higuerilla y Tributirin hasta el 262 dia. *Crecimiento profuso, no se midi6 halo.

Tabla N.° 1. Tamafio final del radio del halo de degradacion (R) y radio del hongo (r) al 26*°dia

o A. Czapek+ A. Czapek+
'Vzgg;rgg‘:;o 3% Aceite de higuerilla 3% Tributirin R>r/2
R (cm) r(cm) R (cm) r(cm)
M2-Cz 15 2 1.2 1 Elegido
M4-APH 1 2 0.9 1 Elegido
M4P-APH 0.4 2 0.2 0.6 No
*Mb5a-Cz No medido Profuso 1 1 Elegido
M5b-Cz 1.2 22 0.7 1.2 No
**M5Pa-Cz 1 2 1 1.2 Elegido
M5Pb-Cz 0.2 2.1 0.9 1.1 No
M6-Cz 0.9 2 1 0.7 Elegido
M6a-APH 0.5 3,3 0.8 0.2 No

R= radio del halo lipolitico (cm), r /2 = mitad del radio de crecimiento del hongo (cm)

* Elegido por presentar desarrollo profuso.

**Elegido por presentar fuerte halo de aclaramiento en el medio.

Las nueve cepas de hongos de los género
Penicillium y Aspergillus presentaron halos
de degradacion al ser sembradas por pun-
tura en Agar Czapek sea con 3% Tributirin o
con 3% de aceite de higuerilla, cabe resaltar
que fue en el medio con Tributirin en donde
el halo evidencié un fuerte aclaramiento del
medio que inicialmente era color lechoso. Sin
embargo los “crudos enzimaticos” de las 5
cepas de Penicillium sp seleccionadas y que
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fueron cultivadas en caldo Czapek con 16 %
de aceite de higuerillay 1% de peptona (FSL)
no evidenciaron aclaramiento del medio para
ninguna de las concentraciones de 3%, 6%
y 9% de aceite de higuerilla probadas. Ello
pudo deberse a que la concentracion de
aceite de higuerilla empleado en la FSL fue
demasiado alto (16%), lo que pudo inhibir la
produccion de lipasas, mas no la produccion
de biomasa. Incluso algunos autores han



advertido que concentraciones por encima
del 1% de ftriglicéridos tan simples como
tributirin en medio sélido han demostrado
ser toxico para algunos organismos®” y otros
mencionan concentraciones ideales del
0,3% del mismo triglicérido®'!. Sin embargo,
indicaciones para la preparaciéon de medio
solido aceptan incluso una concentracion
final de lipido del 5%!""..

Las 8 especies de Penicillium sp y la Unica
especie de Aspergillus sp probadas en el
presente estudio fueron aisladas inicial-
mente a partir de aceites de desecho de dife-
rentes origenes, ninguna de ellas se obtuvo
de aceite de higuerilla® Se conoce que las
lipasas de algunos microorganismos pueden
exhibir preferencia sobre un substrato en
particular en funcion a la complejidad estruc-
tural del substrato!'!y dado que el aceite de
higuerilla es un tipo de triglicérido complejo
la produccién de lipasas pudo ser inhibida
al no encontrar el substrato ideal para iniciar
la hidrdlisis, lo que nos podria indicar una
posible especificidad de lipasa producida
para un tipo particular de substrato lipidico
que no seria el aceite de higuerilla.

La presencia de peptona como fuente de
nitrégeno puede influenciar positivamente
en la produccién de lipasas en sistemas de
FSLB1219 sin embargo la adicién de 1% de
peptona en la FSL disefiada en la presenta
investigacion y bajo las condiciones descri-
tas en el estudio no tuvo efecto benéfico.

Cuando el tributrin es hidrolizado por accion
enzimatica en dibutirin, monobutirin, glicerol
y acido butirico se produce un zona clara 'y
ello es debido a que el acido butirico al ser
soluble en agua lo hace facilmente detect-
able por un halo claro que se desarrolla en
el mediol'”l. En cambio, el halo no fue tan
evidente en el medio solido con aceite de
higuerilla, por lo tanto no podemos decir
que existe correlacion entre la hidrdlisis del
tributirin y la actividad de los crudos proba-
dos a diferentes concentraciones de aceite
de ricino, lo que también podria deberse
a que la metodologia empleado no fue la
adecuada
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La hidrélisis observada en las placas pudo
deberse a esterasas, ya que el tributirin no es
capaz de detectar “verdaderas lipasas”, de-
bido a que este substrato también puede ser
hidrolizado por esterasasl??. Sin embargo,
muchas lipasas son capaces de hidrolizar
tanto el tributirin como otros triglicérido mas
complejos, pero el presente estudio revela
que la actividad enzimatica detectada con
tributirin no fue estrictamente comprobada
con aceite de ricino.

IV. CONCLUSIONES

El trabajo demostré que las cepas estu-
diadas de Penicillium sp y Aspergillus sp
presentaron un mejor crecimiento cultural en
aceite de higuerilla y una muy buena activi-
dad de hidrdlisis en placa con el triglicérido
de cadena corta: tributirin. La produccion
de lipasas que puedan hidrolizar otros tipos
de triglicéridos, como el aceite de higuerilla,
es dependiente de un numero de factores
interrelacionados, los cuales incluyen el cre-
cimiento de los organismos, la produccion y
liberacion de lipasas, la especificidad de su
actividad y del substrato sobre el cual actua,
ademas del método para la deteccion de la
actividad lipolitica.
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